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I. RESUMEN.

Se aisld un cultivo mixto bacteriano capaz de degradar Aroclor 1260, a partir de un suelo
que ha sufrido la incorporacién de aceite dieléctrico debido a consecutivos derrames de un
iransformador. E! aislamiento fue realizado con la wtilizacion de biferilo como fuente de
carbono. Se evalud el poder degradativo del culiivo aislado, mediante la medicién de una
concentracién inicial conocida ¥ Ia concentracidn final de Aroclor 1260 después de la
accidn bacteriana. Asi mismo fueron evaluades el papel en la degradacidn del bifenilo
como promotor de cometabolismo y 12 influencia de la incorporacién dei surfactante
Biotrix. El anélisis cromatografico reveld que el cultive mixio por si mismo es capaz de
degradar e! 0% de la mezcla de BPC's y que la adicidon de bifenilo o de Biotrix
incrementan en buena medida Ja biodegradacién, obteniéndose hasta un 357% de
eliminacién de dicha sustancia, con la utilizacion de este ultimo. Una vez conociendo la
cualidades de este cultive, fueron aislades la cepas que lo forman para posteriormente ser
identificadas ds acuerdo con el sistema API 20 NE y API 20 E como: Flavebactarium
indologenes, Alcaligenes sp, Pseudomonas sp I y Pseudomonas sp 2

Mdrice Jaumin Herndndes Gayosso.
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II. INTRODUCCION.

La explotacién humana de combustible fésil y la preduccién de novedoses compuestos
sintéticos (xenobidicos) en este siglo, ha originado la inroduccidén al ambiente de
numerosas sustancias, muchas de las cuales resultan téxicas para los sistemas vivos y su
presencia en hébitats terrestres y acudticos @ menudo acarrean serias consecuencias
ecolégicas que son agudizadas cuando la actividad de biodegradacién microbiana es
limitada. Tat es el caso de los bifenilos policlorados {BPC’s) que son parte de los
compuestos organoclorados mds abundantemente distribuides en el ambiente, junto con el
DDT 2,2-bis(P-clorofenil}1, 1,1-tricloroetang (Furukawa, 1982).

Los bifenilos policlorados son una familia de compuestos comerciales producidos por la
cloracién directa de bifenito, los cuales estdn constimuidos por dos anilios unidos de 6
carbonos cada uno, en donde se sustituyen &tomos de hidrégeno por cloro. Inicialmente
fueron producidos por la Swann Chemical Company en el afio de 1929. Y es al siguiente
afo que se inicia la produccidén masiva de bifenilos policlorados puros por la comparia
Monsanto (Departament of Health and Human Services, 1998).

La excelente estabilidad térmica, quimica y bielégica, ademas de su capacidad dieléctrica
son propiedades que impuisaron Iz entrada de estas sustancias a {a industria (Hutzinger er
al, 1974), donde fueron utilizadas principalmente en aceite de transformador, capacitores
digléciricos y lubricantes en sistemas hidrdulicos, entre otros (Abramowicz, 1990).

Es hasta el afio de 1966 cuando son reportadas en Suecia las primeras evidencias de
bifenilos policlorados en el ambiente (Jensen, 1966} y posteriormente en paises europeos,
Norteamérica y Japon. Tales hechos originaron gran preocupacién en tomo a2 esias
sustancias y sobre todo al tener conocimiento de atgunos accldentes como el “Tusho Qil
Disease”, donde mas de 1500 personas fueron intoxicadas al consumir arroz contaminado

con bifenilos policlorados (Organizacién Panamericana de la Salud, 1979; SEMARNAP,
1995).

Ante tales consecuencias se suspendid la produccidn de estos compuestos en Estados
Unidos de América, paises europeos y Japén, entre los afios de 1970 a [973. No obstante
cantidades significativas siguieron siendo introducidas al ambiente.

En 1976 el Congreso de Estados Unidos de América promuiga el Acta para el Control de
Sustancias Téxicas, dirigida por la EPA parz el control de la manufactura, proceso,
distribueidn, uso, disposicion y etiquetado de bifenilos policlorados. Es en 1978 cuando se
pronibe en general el uso de dichas sustancias en Estados Unidos, tiempo en el cual México
realiza la mayor importacion de bifenilos policlorades.

A nivel mundial se estima que desde 1929 se han producido 2 millones de toneladas, donde
cerca de la mitad son de¢ procedencia norteamericana. En ¢l caso de México se desconoce la

Mdmea Jazmin Herndndez Gayosso.
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Aistamienro y caracterizacion de un cultive mixto pacteriano capas de degradar bifenilos polictorados in vitro.

cantidad real de bifenilos policlorados sxistentes, pero se ha manejado la cifra de 12,400
toneladas, de acuerdo a informacidn obtenida de los principales generadores: Luz v Fuerra
del Centro, Comisidn Federal de Electricidad, Petrdleos Mexicanos, Sistema de Transporte
Colectivo Metro, Ferrocarriles Nacionales de México v las principales industrias del pajs. A
la fecha se tienen inventarios de empresas generadoras o poseedoras de estas sustancias
tanto del sector piblico como del privado, por una cantidad estimada de 6,400 toneladas de

las cuzles corresponden 3,000 toneladas al sector publico y 1,400 al sector privado
{SEMARINAP, 1993).

Desde su aparicién en ia industria a la fecha, se sabe que cientos de millones de kilos han
sido liberados al ambiente (Furukawa, 1982) incomordndase en la cadena alimentaria, La
contaminacién por bifenilos policlorados es tal, que han sido encontrados en aguas
residuales, productos para el hogar, agua para beber y alimentos, principalmente en
productos pesqueros. Ademas se ha encontrado en el teyido adiposo humano,
constituyéndose en un riesgo para la salud, dado que existen evidencias de que puede
ocasionar diferentes trastornos, desde cloracné hasta efectos mutagénicos Vo
carcinogénicos {Furukawa, 1982).

Ante tal problematica no se hizo esperar el desarrolio tecncldgico, implementindose a nivel
mundial diferentes tecnologias para su destruccidn, entre ias gue se encuentran la
incineracién, decloracion, extraceidn catalitica, arco de plasma. reactor de fase gaseosa y
horno de microondas (Woodyard er al, 1989; SEMARNAP, 1993). De éstas la mayormente
utilizada es la incineracién, ya que proporciona una destruccién de un 99.9999%, sin
embargo se corre ¢l riesgo de producir dioxinas y furanos antes de ser destruidos los
propios bifenilos policlorados. Por otra parte estas tecnologias, debido 2 sus caracieristicas
resultan inoperables cuando se trata de realizer la reversibilidad a medios naturales.

Tomando como base la cualidad que tiene el ambiente de autodepuracion, tedricamente
resulta factible la eliminacidn de los bifenilos policlorados por accién microbiana,
desafortunadamente, los datos arrojados por la experimentacion de cientificos del mundo,

reflejan una pobre degradacidn y la persistencia de isdmeros altamente clorados {Chaudhry,
1994).

La solucidn a este problema reside entonces, en la bisqueda de nuevas especies
microbianas que sean capaces de unz degradacién rdpida y completa de bifenilos
policlorados ¢n ambientes naturales. Estas especies necesitan ser capaces de establecerse y

persistir en el ambiente hasta que e! total de estos compuestos sea degradado (Hooper,
1990).

Ménica Jezmin Herndnde: Gayosse.
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II1. OBJETIVOS.

.

Il

Iv.

Aislar un cuitivo mixto que presente actividad degradativa de bifenilos policlorados.
Evaluar la sctividad degradadora del cuitivo mixto 2 pastir de la cuantificacion de una
conceatracion inicial conocida ¥ su concsntracién final, después de ser sometida al

cuitivo.

Determinar [= influencia del bifenilo, come promotor de cometabolismo para aumentar
la biodegradacion de bifenilos policlorados.

Determimnar la influencia det surfactante Biotrix sobre la degradacién de bifenilos
policlorados

Alslar y caracierizar las cepes forrnadoras del cultivo mixto (genero).

Ménica Jazmin Herndnde: Gayosso.
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IV, HIPOTESIS DE TRABAJO.

Al aplicar un cultive bacteriano mixto, que ha estado expuesto a BPC's, sobre una mezcla
de Aroclor 1260, se tendra un efecto de disminrucidén de estos compuesios.

Mdnice Jazmin Hernanrdes Gayosso.
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Y. ANTECEDENTES.

V.1 Propiedades de los Bifenilos Policlorados.

Los bifenilos policlorados (BPC’s) son una familia de compuestos producidos
comercialmente por fa cloracién directa de bifenilo usando clorure fémrico y iodo como
catalizador. La molécula de bifenilo estd compuesta de dos anillos de seis atormos de
carbono conectados entre si (Figura 1), un bifenilo policlorade es cualquier molécula que

tenga uno o mas cloros unidos 2l niicleo de bifenilo (Figura 1).

Ci
Bifenilo 2 Clorobifenilo
ci cl \ cl L
0 “
Cl
1,2,2’-Triclorobifenilo 2,4,3"-Triclorobifenilo

Figura 1. Estructura del bifenilo y diversos bifenilos policlorados.

Los cioros pueden estar colocados en uno o en los L0 sizos disponibles. existiendo 209
diferentes combinaciones teéricamente posibles, pero sélo cerca de la mirad son producidas

debido al impedimento estérico.

Los BPC’s fueron producidos y vendidos como mezcias complejas difiriendo en su nivel de
cloracion. Las mezclas crudas resuitantes de [a ¢loracidn eran destiladas fraccionadamente
para producir mezclas comerciales con las propiedades deseadas. Los productos iban desde

fluides de aceite ligero hasta grasas y pastas dependiendo del nivel de cloracidn,

Méniea Jazmia Herndndes Gayosso.
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Los productores de BPC's vendieron los materiales bajo diferentes nombres comerciales
{Tabla 1), entre estos pueden mencionarse: Aroclor (Monsanto, Estados Unidos), Phenoclor
y Pyralene (Protelec, Francia), Clothen (Fabenfabriken Bayer A. G., Alemania) y Kaneclor
{Kanegafuchi Chemical Industrial, Japdn).

Los fzbricantes también asignaban nimeros a los productos que usualmente reflejaban el
grado de cloracién. Por ejemplo Aroclor 12 42 (Tabla 2), con 12 domos de carbono v 42%
de cloro; Clophen A30, con 3 cloros por biferulo; vy Kaneclor 300, con 3 Cloros por
bifenilo.

Entre las propiedades fisicas mds notables de los BPC’'s se encuentran: baja presidn de
vapor, baja solubilidad en agua, excelentes propiedades dieléctricas, resistencia a la flama,
adernds de que son muy versatiles debido a que su estado fisico va desde liquidos, cristales
y resinas. Sus propiedades quimicas incluyen: resistencia a la oxidacién y una relativa
inercia (Abramowicz, 1990).

Como resultado de estas propiedades, los BPC's han sido aplicados en una extensa variedad
de usos en transformadores y condensadores como dieléctricos, fluidos transmisores de
calor, fluidos hidrdulicos y componentes en revestimientos mterores de frenos. También se
utilizaron en la fabricacion de adhesivos, ceras de pisos, seiladores, formulacidn de aceites
lubricantes, barnices, adelgazantes de solventes y tintas de imprenta, asi como
plastificadores, papel copia, plaguicidas y en la produccidn de pinturas marinas alguicidas y
molusquicidas (Hutzinger, 1974; Organizacién Panamericana de la Salud, 1979;
Departamento de Salud de Nueva Zelandia, 1989; SEMANARP, 1995).

Para disminuir su viscosidad fueron mezclados con solventes como el triclorobenceno o

tetraclorobenceno y se les llamé genéricamente ASKAREL (NO ARDE). una vez
mezclados se utilizaron como refrigerantes.

En Estados Unidos se han determinado los siguientes porcentajes de la manera en que se
han empleado los BPC's (SEMARNAP, 1995):

s (apacitores 0%
« Transformadores 26%
« Plastificantes 8%
s Lubricantss &%
¢ Papel copia 4%
» Intercambiadores 3%

Mdnica Jazmin Hernandts Gayosso,
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Tabla 1. NOMBRES COMERCIALES DE BIFENILOS POLICLORADOS

BPC's Fabricante Pais
Abestol Amencan Corp. Estados Unidos
Asbestol Monsanto Estados Unidos
Auxol
Aceclor ACEC Bélgica B
Aroclor [221, 1232, Monsanto Estados Unidos

1248, 1254, 1260, [268, 1270,
1342, 2563, 4463, 5480,

PR Mautory and Company

Estados Unidos

Apiroilo Caffaro Iealia

Apirotia

Bakola 131 Monsanio Estados Unudes
Chlorextoi Allis Chalmers

Chloroext!

Ciophen A30 Bayer Alemanja
Clophen A30

Chiorinto] Sprayue Electric Co. Estados Unidos
Dikanol Comell Dubille Esiados Unidos
DK Caffaro Italia
E(d)ucarel Electricai Utilities Corp. Estados Unidos
Electrophenyl PCT Franciz

Elaol Bayer Alemana
Elemex MeGraw Edison Estados Unidos
Fenclor 42, 54, 64, 70 Caffaro Italia

Hyvol Acrovox Italia

Inermeen 300, 400. 600 Westinghouse Estades Unidos
Kanschlor 200-600 Kanegafugi Japon
Kennechlor Kanegafuchi Japdn
No-Flamol Wagner Electric Estados Unidos
Phenoclar DPS Baylor Alemania
Phenociar DP6 Prodelec Francia
Pyrociar Meonsanto Reine Unido
Pyroclor

Pironai General Electric Estados Unidos
Pyralene 1460 Prodelec Francia
Pyralene 1500, 1501

Pyratene 3010.3011

Pyralene T\

Pyralene T2

Pyralens T3

Sant{hyosafe Mitsubushi Japbn

Sanwsol

Santowax

Sant(hjotherm FR

Sorol So(lyvot URSS

Sovol

Teminol FR Monsanto Estados Unidos
Tempenychlore PCT Francia
Chiorphen JardCorp Estados Unidos
Clophen Bayer Alemania

Departamento de 3aiud de Nueva Zelandia, 1989,

Mbrica Jazmin Hernandes Gayosso.
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Tabla 2. COMPOSICION APROXIMADA DE LOS AROCLOR
Aroclor

No. de 4tomos de {% de cloro

Cl en I2 molécuia |{por peso) 1221 1242 1248 1234 1260
0 0 12.7
1 18.8 47.1 3
2 31.8 32.3 I3 2
3 413 28 18
4 48.6 3 40 11
5 54.4 22 36 a9 12
6 390 4 4 34 38
7 62.8 & 41
8 66.0 8
g 68.8 N 1

(Organizacion Panamericana de la Safud, 1979

V.2 Entrada de los Bifenilos Policlorados en el Ambiente y su Blomagnificacion.

La comtarninacién de BPC's en el ambiente se produce exclusivamente por la actividad
humana. Por lo cuai las concentraciones mas aitas de BPC’s se encuentran en 4reas
industrializadas. Los BPC's son imroducidos at ambiente principalmente por derrames de
equipos, incineracién de residuos, descarga indusirial de lodos v desechos. Aunque un
papel importante tiene {a contaminacidn por el uso de articulos como: algunos aceites
lubricantes para cuchillas, molusquicidas, alguicidas, plaguicidas, papel copia a presion,
adhesivos, selladores y plasticos, ya que durante su empleo eszin en contacto directo con el
medio, sin gue haya modo de recuperarlos.

Los BPC's emitidos 2 la atmésfera son transportados por las nubes y se depositan en la
superficie como precipitacién. Factores como ia temperatura del aire, velocidad del viento,
frecuencia de tormentas, cantidad de \luvia y volatilidad de cada tipo de BPC's influye en
su patrop v rango de movimiento en l2 atmdsfera. Al parecer, se observa muy poca
contaminacién atmosférica de BPC's debido a que tiene una baja votaiilidad, sin embargo,
puede producirse una apreciable descarga en la atmdsfera sobre todo de productos con una
baja cloracion.

Ortra rutz de transporte de los BPC’s es a través de los derrames recibides en aguas
continentales, que involucran al transporte bajo corriente por solucidn y adsorcion dentre de
particulas debido al movimiento de sedimentos, siendo el ambiente marine el contenedor
final de estas sustancias (Whale, 1996).
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En la década de los 70s, se reporta la presencia de BPC's en diferentes organismos (Tabla
37 la cual reflejaban una acumulacién progresiva al ir ascendiendo en la cadena alimentaria.
La bioacumulacibn es favorecida por las propiedades lipofilicas de los bifenilos
policlorados. Es sabido que el ser humano al igual que los animales absorben estas
sustancias a través de la piel, los pulmones y sl tracta gastrointestinal. Una vez que estos
quimicos se han introducido al organismo son transportados a través del torrente del cuetpo
al higado y a varios miisculos, el higado es el drgano que actda como un contenedor para
estas moléoulas extrafias. No obstante, debido a que son altsmente solubles en grasas, se
abserben mayormente por el tejido adipeso del cuerpo.

Tabla 3. CONCENTRACION DE BPC's PRESENTES EN
DIFERENTES ORGANISMOS
Concentracion de BPC’s por
Organismo Kg de grasa
Zooplancton Marino 3 mg/Keg*
Arenques [0 mg/Kg*
Bacalao 10 mg/K*
Lucio 10 mg/Kg*
Gaviota plateada 650 mg/Kg*
Comoardn 420 mg/Kg*
[nvertebrados marinos 0.1-0.2 mg/Kg**
Pato marino_Clangula hiemalis 14 mg/Ka**
Babosas 0.0lmg/Kg**
Serplentes 0.01 mg/K g**
Hormigas 0.01 mg/Kg**
Liebre 0.22 mg/Kg**
Zorto 2.3 mg/Kg**
Aves insectivoras | mg/Kg**
Gavilan |70 mg/Kg**

*Jensen §, R.c-n_berg L.y Olsson M., 1972.
**QOdsjo T.. 1973,

En la industria, la absorcidn por la piet (ruta dérmica) es 1a mejor ruta de enirada para estas
sustancias, siendo diferente dentro del ambiente ya que la forma mas comin de adquiririos
es por ingestion (Hoet y Lauwreys, 1993). Los bifenilos altamente clorados son
almacenados en los tejidos grasos, mientras que los escasamente clorados pueden ser
metavolizados via hidroxilacién a formas excretables. No obstante los metabolitos fendlicos
producidos pueden ser mas toxicos que la molécula madre original.

Mdmica Jazmin Herndndes Gayossa,
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La biomagnificacidn de las concentracionss de estos compuestos se observa en los altos
niveles woficos, debido a que los BPC's en un organismo son pesados a otro, ascendiendo
en la cadena alimenteria. Un organismo en particular puede acumuter los BPC's de 100 o
muchos més organismos pequefios ¥ con ello incremetitar la concentracidn total contenida
eén su cuerpo (Environment Canads, 1983), la cual si se encuentra almacenada en el tejido
graso puede no causar efectos adversos; [os problemas surgen cuando el organismo llegz a
estar estresado y sus grasas acumuladas son agotadas, liberando previamente los BPC’s
almacenados al interior de la circulacion (Ott ef af, 1996).

V.3 Toxicjdad.

Los BPC’s son introducidos al cuempe por ingestidn, via dérmicz e inhalacidn, se
incorporan al toiTente sanguineo v posteriormente son acumulados en el higado y musculo
esquelético donde son metabolizades y redistribuides al tejido adipeso, Diferentes estudios

muestran que los BPC's son compuestos que se acumulan y almacenan en las grasas y
tejidos.

La concentracion de los BPC's en los organismos depende de diferentes factores como son:
el grado de contaminacion de sus alrededores, cantidad de grasa contenida en el organismo
y su nivel tréfico en la cadena alimentaria (Organizacién Panamericana de la Salud, 1979)

La toxicidad de los BPC's depende del nivel de cloracién y el tiempo de exposicion. Asi,
efectos toxicos agudos han sido causados por concentraciones relativamente altas en un
periodo de tiempo corto, mientras efectos tdxicos agudos resultan de periodos larges de
exposicién pero a concentraciones pequefias. Los bifenilos poiictorados raramente pueden
causar toxicidad aguda. la DL50 (dosis que provoca l2 muerte del 50% de una poblacion de
determinadas especies de animales de laboratorio) varia segun el isémero del que se trate
eatre el rango de 0.5 ¢/Kg a 1.3 ¢/Kg (Sullivan y Krieger, 1992). Puede decirse que la
mayoria de efectos observados son el resultado de una exposicidn crdnica o repetitiva.

Entre las alteraciones provocadas por estas substancias se incluyen, la degradacidn de
hormonas esteroides (provecando problemas reproductivos), alteraciones gdstricas,
tractiperpasia urinaria, lesiones dermales, dolor abdominal y cloracné. En mamiferos la
toxicidad de estas sustancias puede tener resultados weratogénicos, reduccion de la fertilidad

y aborto inducido, porpirta, inmunosupresion, mutagenicidad y carcinormas (Bousher, er i,
1996). )

Une de los ejemplos mis conocidos de la toxicidad de los BPC's en humanos es el de Japon
en 1968, £I Yusho Oil Disease, fue el resultado del consumo de arrez contaminado por una
fuga de Aroclor 1254; resultando afectadas de 1,200 a 1,600 personas quienes mostraban
sintomas como el incremento de la pigmentacion de la piel. cloracné, sintomas
gaswointestinales sistémicos con ictericia, edema y dolores abdominales, incremento en las
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secreciones oculares, debilidad y hepatoxicidad (Organizacién Panamericana de la Salud,
1979; SEMARNAP, 1995).

Algunas personas afecradas evidengiaban sintomas de clotacné aun después de tres afios de
exposicidn a los BPC's v en 1973 se supo que habian fallecido 22 de estas personas
(SEMARNAP, 1995).

Por otro lado, si los BPC's se ven involucrados en un incendio, aungue ellos mismos no son
combustibies, generan los mortales furanos y dioxinas, que son gases que se generan a altas
temperaturas entre los 300 y 800 °C, con efectos aun mds tdxicos, provocando carginomas v
teratogenicidad al incorporarse a seres vivos ya sea por via denmal v oral.

Entre los principales efectos que llegan a producir los mencionados furanos y dioxinas se
encuentran: cloracné, hinchazon de pédrpados, pigmentacién de uras, fariga, nduseas,
vomiio, diarrea, lesiones hepdticas, carcinomas, entorpecimiento de brazos y piernas,

trastornos nerviosos, genéticos, lnmuno-supresidn v alteraciones en la reproduccidn
(SEMARNAP, 1993).

Los efectos a la salud en mujeres embarazadas, consisten en un incremento de anemis,
edema vy suscepiibilidad a enfermedades infecciosas. Los bebés de esas mujeres pesan de
160-190 g menos que el control y la circunferencia de su cebeza al nacer es
desproporcionadamente pequefia en relacidn con su peso v edad. A los 7 meses de edad
disminuyen en mas de! 10% su memoria visual y se ha sugerido efectos nocivos en el
cerebro (Mason, 1995). La presencia de bifenilos policlorados en bebés es debida al transito
durante el desarrollo def fato y principalmente por su consumo al nacer a traves de la leche
marema rica en lipidos donde se almacena la mayoria de los bifenilos policlorados (Hoet,
1973; Organizacidn Panamericana de la Salud, 1979).

V.4 Biodegradacion de Bifenilos Policlorados.

Una de la propiedades de los BPC's que mads contribuyé a su éxito en la industria es su
gstabilidad quimica y esta caracteristica es la principal causa de su creciente acumulacidn
en el ambiente. Los BPC’s son extremadamente resisientes a la destruccion quimica y 2 la
destruccidn bioldgica por procesos naturales.

Actualmente existen métodos parz la eliminacién de BPC’s, que van desde tratamientos
témmicos, quimicos y fisicos (Woodyard, 1989), los cuales por sus caracteristicas resultan
inoperables para [a restauracion de sitios naturales.

Es por esta razén que se han realizade muchas investigaciones en tormo a la capagidad de
biodegradacién de BPC's por diferentes microorganismos. Las investigaciones acerca de la
biodegradacién de BPC's en suelp, sedimentos. lagos y rios muesira que ianio
microorganismos aercbios como anaerobios descomponen y metabolizan los BPC's,
aunque en diferente grado vy velocidad, Las grandes cantidades liberadas de estas sustancias

Wdnca Jazmn Hernandez Gayasso.



Awlamiento y caracterizacion de un cultivo mixto bacteriane capaz de degradar bifenilos policlorades in vitro.

dentro  del ambients evidentemente ejercen un  fuerte efecto de seleccién en
microorganismos que sean capaces de transformar ¢ eliminar estos compuestos. A la fecha
han sido reportados un nimero considershle de géneros microbianos que tienen ia
capacidad de degradar los BPC’s. La tabla 4 muestra los microorganismoes que han sido
reportados como degradadores de BPC's y el tipo sobre el cual trabajan.

Tabla 4. GENEROS Y ESPECIES BACTERIANAS REPORTADOS COMO
DEGRADADORES DE BPC's.

Microorganismo

Bifenilos policlorados que degradan

Achromobacrer 5p

Monaclorobifenilos, diclorobifenilos v triclorobifentlos.t &%

k1l

Acinetobacter sp

Monoclorebifenilos,  diclorobifenilos.  triclorobifenilos,
Kaneclors KC200 y Kaneclors K300, &%

Aeromonas sp

No lo especifica’

Agrobacterium sp

Bifenilo, diclorobifenilos v tricliorobifenilos.’

Alkaligenes sp Bifenilo, dictorobifenilos, triclorobifenilos ¥
pentaclorobifeniios.* 1

Atkaligenes denizrificans Aroctor 124277

Alkaligenes eutrophus | Diclorobifenilos,  triclorobifenilos,  tetraclorobifeniles

pentaclorobifenilos, hexaclorobifenilos, Aroclor 1242,1248 v
1254193

Alkaligenes odorans

Araclor 1242.%7

Alkaligenes piechaudii

Diclorebifenilos y triciorobifenilos.’

Alkaligenes xylosoxidans

Diclorobifenilos, triclorobifenilos y tetraciorobifenilos.’

Arthrobacter sp Bifenilo y tetraclorobifenilos.™ ¢
Aurepbacterium saperdae | Bifenilo y diclorobifentlos.’
Bacillus sp Bifenilo, diclorobifenilos y triclorobifenilos.”®

Bacillus brevis

Monoclorobifenilos.™

Bacillus cereus

Bifenilo y diclorobifenilos."*

Brevibacrerium sp

Bifenilo, monoclorobifenilos,

! diclorobifeniios ¥
triclorobifenilos.

Citrobacrer freundit Bifenilo, diclorobifenilos, tewaciorobifenilos y Aroclor
1242.47
Comamonas testosteront Bifenilo, diclorobifenilos, triclorobifenilos,

tetraclorobifenilos y Aroclor 12425

Corinebacterium sp

Bifenilo, retraclorobifenilos,
hexaclorobifenilos y Arocior 1242 %48

pentaclorobifeniles,

Enterobacrer sp

Bifenilo, diclorobifentios v triclorobifentlos.®

Enterobacrer aerogenes

Aroclor 1242

Erwinia herbrcola

Bifenilo, diclorobifenilos v tetraciorobifenitos !

Flavobacterium sp

Bifenilo, diclorobifenilos v wriclorohmienilos.”

Mémea Jazmin Hernandes Gayosso.
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Tabla 4. GENEROS Y ESPECIES BACTERIANAS REPORTADOS COMO

DEGRADADORES DE BPC's.
Micrococcus sp No lo especifica®
FPseudomonas sp Bifenilo, diclorobifentlos, triclorobifenilos,

tetraciorobifenilos, pentaclorebifenilos, hexaclorobifenilos y
Aroclor 1254617

Pseudomonas agruginosa

Bifenilo, diclorobifenilos y Aroclor 124317

Pseudomonas fluorescens

Bifenilo, diclorobifenilos, rriclorobifenilos,
tetraclorobifenilos y Aroclor 12242 %7

Pseudomonas gladiuii

| Bifenilo y monoclorobifenilo.™

Pseudomonas maltophilia

Bifenilo, diclorobifenilos v triciorobifenilos.”

Psendomonas putida Bifeniio, diclorobifenilos, tewraciorobifenilos
hexaclorobifenilos, Aroclor 1242 y 1248 4881011818
Pseudomonas stutzer: Diclorobifenilos, triclorobifenilos y tetraclorobifentlos.’

Pseudomonas testosteroni

Monoclorobifenilos, diclorobifenilos v trcliorobifenilos.”

Rhodococcus rhodochrous

Bifenilo Aroclor 124247

Rhodococcus erithropapolis

Diclorobifenilos, triclorebifenilos, tetraclorobifenilos

¥
pentaclorobifenilos.™?

Streptomycees sp

No lo especifica’

Vibrio/agromonas sp

No lo espenifica’

Xantomonas campestris

Bifenilo, diclorobifenilos, tetraclorobifenilos y Aroclor 1242,

1.3

Xantomonas maliophilia

Bifenilo, moneciorobifenilo, diciorobifentlos

triclorobifenilos. ™

1. Boyle er af {1992). 2. O'Learly er af (1996). 3. Furukawa g af (1977). 4. Kimbara er af {1988). 5. Irving
(1996). 6. Walia ¢t af (1988). 7. Dercova et a/ (1995). 8. Roberts (1987). 9. Clark et al (1979). 10. Lajoie ez af
{1954). 11. Hickey et af (1993). 12. Romanov ¢t al {1994). 13. Furukawa er af (1976). 14. Furukawa et al
{1979). 15. Prettigrew et 2f {1990). 16. Furukawa et 2! (1983). 17. Sayler et af {1977). 18. Fiebig er af (1993),
19. Bernard et af (1986}, 20. Masse er al (1984), 21, Barnard ef af (1987), 22. Pellizari er af (1996).

Aunque pequefias concentraciones de BPC’s pueden estmular el crecimiento de
microorganismos por constituirse como una fuente de carbono, grandes concentraciones
son toxicas para !0s microorganismos. La degradacion microbial de BPC's depende del
grado de cloracién v la posicidn del dtomo de cloro sustituido en el anillo. Varios reportes
muestran que ta degradacion disminuye al ir aumentando & grado de cloracidn de los
BPC’s. Ademés es evidente que una variedad de factores afectan la degradacidn microbiana
en ¢l ambiente entre los cuales se encuentran: ia selubilidad en agua y volatilidad de los
BPC’s, pH, temperatura, oxigeno, nutrientes en el ambiente, emulsificacién de tos BPC's y
adsoreion por varios materiales det suelo, sedimentos, lodos y materiales bioldgicos en
diferentes combinaciones.
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Como resultado de ia investigacion en torno a estos compuestos, se ha llegado a considerar
dos factores, los cuales tienen gran influencia en la biodegradacién. Dichos factores son el
uso de sustancias que promuevan el comerabolismo de BPC’s v la adicidn de tensoactivos o
surfactantes con el fin de aumentar la biodisponibilidad de tales sustancias..

El efecto de la adicién de sustancias orgénicas para promover un cometabolismo, ain es
muy discutido debido a los diferentes resultados obtenidos por los investigadores. La Tabla
5 hace una comparacion del efecto obtenido por diferentes autores al utilizar diferentes
sustancias para promover el cometabolismo y por tanto |z biodegradacion. -

Tabla 5. EFECTO DE LA UTILIZACION DE DIFERENTES
SUSTANCIAS EN LA DEGRADACION DE BPC's.
i Efecto en la degradacion de BPC's
Promotores de Positiveo Negativo
cometabolismo
Glucosa X
Peptona X X
Extracto de levadura X X
Glicerol X
Naftaleno X
Bifenilo x4 Fo L NIOTL T X7
Acido humico X
Acido clorobenzoico X

1, YYagi er al, 1980; 2. Tulp et af, 1973; 3. Kong et al, 1983: 4. Fochr, 1593; 3. Haddock er ai, 1992; 6.
Chaptwala et o/, 1992; 7. Dercova et al, 1994; 8. Viney et al, 1990; 9. Chanergee er af 1982; 10. Fowcht et al,
[985; 11. Barriauit et af, 1993; 12. Silva er af 1996.

Estos resultados fueron obtenidos bajo diferentes condiciones de cultivo, asi como
consorcios o diversas cepas bacterianas y por supuesto en la degradacién de diferentes tipos
de BPC’s. Es por esto que no se puede generalizar el efecto de estas sustancias en la
degradacidn de los BPCs.

La utilizacidn de bifenilo como promotor de la biodegradacién bacteriana de bifeniios
policlorados ha sido muy estudiado. Se han reportade diferentes rmicroorganismos que
tienen la habilided de degradar nuevos subsiratos por medic de rutas enzimaticas
preexistentes, como es el caso de la biodegradacion de BPC's, la cual se lleva a cabo con la
urilizacidn de enzimas que han side utilizadas por los microorganismos para la degradacion
de bifenilo. Las nuevas actividades catabolicas aparentemente fueren adquiridas a través de
cambios que contnbuyeron a aumentar la especificidad de substratos 2 enzimas
preexistentes y a1 través de mutaciones que incrementaron los niveles enzimdticos
(Chaudhry, 1994). Algunos estudios han reconocido que el bifenilo induce la ruta de
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biodegradacion de BPC's, al incrementar los niveles enzimdticos. Las enzimas
degradadoras de bifenilo, pueden ser usadas parz la transformacion cometabdlica de
muchos bifenilos andlogos. Algunos autorss han reportado que bacterias creciendo en
bifenilo pueden cometabolizar BPC's mds eficienternente (Brunner et al, 1983; Hill er al,
1989, Kohler et al, 1988).

Por otra parte, la utilizacién de surfactantes o tensoactivos han sido rambién utilizados para
promover la degradacion de BPC's, La biodisponibilidad del substrato influye de manera
directa en la biodegradacién convirtiéndose en va factor clave para la su eliminacién.
Diferentes autores proponen el uso de surfactantes o tensoactivos, ya que mediante su uso,
han aumentado de forma significativa la velocidad de biodegradacion de BPC's (Chaudhry,
1995; Liu D., 1980; Viney et al, 1990).

A pesar de todos los estudios realizados, ain no se han encontrado tanto las condiciones
Optimas come un microorganisme ¢ un consorcio microbiano que sea capaz de eliminar en
su totalidad ciertas mezclas de BPC's, como el Aroclor 1260 que es el mayormente
distribuido en ambientes naturales (Furukawa, 1982).

Mdnica Jazmn Herndndes Gayosso.
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YI. MATERIAL Y METODOS

V1.1 Aislamienta v Seleccidn del Cultive Mixta

El cultivo mixto para la degradacién de BPC’s fue obtenido a partir de un suelo
contaminado a causa de derrames consecutivos de aceite de trasformador desde hace
aproximadamente 10 afios.

El aisiamiento del cultivo mixto fue realizado mediante la utilizacién de bifenilo el cual es
un compuesto aromdético que soporta el crecimiento de un gran nimero de géneros
bacterianos (Haddock et al, 1993).

El bifenilo fue utilizado para promover el aislamiento del cultivo, siguiendo las
observaciones de varios investigadores (Chaptwala et a/, 1992; Sugiura, 1992; Haddock er
al, 1993; Dercova et al, 1995 y Pellizari et al, 1996, entre otros). Quienes sostienen que
muchas bactertas que pueden crecer en bifenilo son capaces también de degradar varios
tipos de bifenilos policlorados.

Para el aislamiento del cultivo se resuspendieron 2 gramos de suelo en solucidn salina (8.5
g NaCl/ 1 L agua destitada) para postericrmente ser pasada por papel filtro y centrifugadas
a 35000 rpm para separar ias células del medio liquido. Una vez separndas ias célutas, se ies
sometid a un lavado, resuspendiéndolas nuevamente en solucién salina y centrifugandolas a
33000 rpm. El proceso de lavado fue repetido hasta eliminar el Gltimo rastro de suelo.

Las células resultantes fueron adaptadas en matraces Erlenmeyer bafleades de 500 ml,
conteniendo 100 ml de medio mineral DMA utilizado por Dercova er al, (1994) v 0.1g de
bifenilo como fuente de carbono. Los matraces fueron incubados durante 7 dias en
agitacion a 100 rpm v temperatura de 30 °C.

El medio mineral DMA, consta de 5 partes (Tabla 6), Las partes &, B, C y E fuercn
disueltas cada una en 500 mi de agua destilada v esterilizadas en autoclave por 15 min a
121 *C, Para la parte D, los 3 primeros ingredientes fueron disueltos por separadoe, en 100
ml de agua destilada y los tres restantes en [ L de agua destilada cada uno y esterilizados
separadamente, durante 13 min a 121 °C, posteriormente las soluciones se mezclaron en la
siguiente proporcién de volumen 10:1:1:10:10:10:10, respectivamente. La cantidad
resultante (52 mi ) se aford a 500 ml utilizando agua destilada, obteniendo asi la parte D.
Las soluciones de la parte & a la parte E, fueron mezcladas en iz siguiente proporcion
10:1:1:1:10. A 124 ml de esta solucidn se le agregaron 876 ml de agua destilada, dande
como resultado el medio mineral DMA.

Ménica Jaimin Hernandez Gayosso,
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Tabla 6. MEDIO MINERAL DMA
Partes Sustancias Cantidad en Gramos

A K.HPO, 84.5
B MgS0,. H.O 20.0
C CaCl, 1.0
D FeSOLTH,O 3.0
Zn80,7H,0 3.0
MnSO,.5H,C 5.0
CuS0,. 5H,C 1.0
CaCl,.6H,0 1.0
Na,B,0, 1.0
Na,MoO.H,O 1.0

E NH,CI 20.0

V1.2 Aclimatacion del Cultive Mixto Aislado a Bifenilo

El cultivo fue mantenide viabie, realizando resiembras cada 7 dias, manteniendo las mismas
condiciones descritas en su aislamiento; se realizaron cinéticas de crecimiento por
monitoreo cada 24 hrs de la densidad cetular presente de acuerdo 2 2 métodos:

+ Conteo de unidades formadoras de colonia (EPA, 1973; Atlas, 1989) por vaciado en
piaca utilizando agar nutritivo, mostrado en la Tabla 7.

Tabla 7 AGAR NUTRITIVO

Gramos por litro de

Sustancia agua destilada
Agar Nutritivo 8.0
Dextrosa 3.0

Agar Bacterioldgico 20.0

» Medicion de la densidad éptica en espectrofotdmetre a una longitud de onda de 660 nm.
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VI.3 Aclimatacién del Cultivo Mixto a una Mezcla de Bifenilos Policlorados.

La aclimatacién del cultivo mixto a BPC’s, se inicié una vez obtenido un buen crecimiento
en el bifenilo. Esta operacion se realizé en matraces Erlenmeyer bafieados de 300 ml,
conteniendo 100 ml de medio mineral DMA y 400 ppm de una mezcla de bifenilos
policlorados la cual fue previamente analizada mediante cromatografia de gases, en el
Laboratorio de cromatografia del Instituto Mexicano del Petrdleo, utilizando el método:
IMPQA-307. Se determing que la mezela eva similar al patrdn del Aroclor 1260,

Inicialmente se corrieron c¢indticas de crecimiento, midiende la concentracidn celular
mediante los métodos de: turbidez, absorbancia 2 660 nm y conteo de unidades formadoras
de colonia (EPA, 1978; Atlas, 1989) utitizando agar nutritivo.

Posteniormente fue incorporado al sistera la adicidn de un surfactante para aumentar ia
disposicién del aceite en el medio de cultivo.

V1.3.1 Incorporacién del Surfactante Biotrix al Sistema.

Fueron probados tres diferentes surfactantes: Tniton, Tween y Biotrix. Los dos primeros
fueron eliminados debido a que la emulsidn que producian era poco estable. Por su parte, el
surfactante Biotrix era capaz de mantener por largo tempo emulsionados a los BPC’s. Una
vez elegido el surfactante fueron realizadas pruebas de emulsificacion & diferentes
concentraciones: 0.05%, 0.08%, 0.1%, 0.2%, 0.5% ,1.0%. Las concentraciones arriba del
0.1% mostraron una buena capacidad de dispersar el aceite en el medic de cultivo y
mantener [2 emulsidn estable.

Por otro lado, existia la probabilidad que el surfactante Biotrix fuera utilizado por los
microorganismos como fuente de carbono, por lo que habla la posibilided de que
disminuyera el consumo de BPC’s al incorporarlo a] sistema. Debido a esto se disefio un
plan de trabajo, mostrado en la Tabla 8. Mediante estas condiciones se pretendia conocer el
comuportamiento del crecimiento de los microorganismos sobre bifenilos policlorados en
presencia y ausencia de surfactante (biodisponibilidad).

e R

Tabla 8. FUENTE DE CARBONO UTILIZADA PARA TRES CINETICAS DE T
CRECIMIENTO SIMULTANEAS.

Cultivo | Fuente de carbono utilizada
1 Bifenilos Policlorados (400 ppm)
X Bifenilos Policiorados (400 ppm) ~ Biotrix (0.1%)
jisi Biotrix (0.1%)

e eyt
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En los tres cultivos fue utilizado 100 mi de medio mineral DMA. v se ajustaron a una
densidad odptica de 0.15 a 660 nm. Se¢ incubaron a 30 °C y agitacién durante 194 hrs. EI
crecimiento bacteriano fue medido por unidades formadoras de colonias cada 48 hrs,

V1.4 Medicién de la Degradacién de Bifenilos Policloradoes Después de Ser Sometidos
al Caltivo.

La degradacién de bifenilos policlorados por el culuvo fue evaluada bajo diferentes
condiciones, resumidas en [a Tabla 9. Fueron probadas cuairo condiciones especificas:
ausencia de bifenilo y surfactante; presencia sdlo de bifenilo; presencia solo de surfactante;
¥ por ditimo presencia de bifenilo y surfactante. Todas las pruebas se realizaron por

triplicado vy en presencia de un blanco (mismas condiciones de la prueba respectiva, pero
ausencia de microorganismos).

Tabla 9, DISENOQ EXPERIMENTAL PARA EVALUAR LA DEGRADACION
DE BPC's PFOR EL CULTIVO MIXTO
BPC’s BPC’s BPC’s
Concentracion de Surfactante
BPC’s (ppm) BPC’s Bifenilo Surfactante 0.1%)
(0.601%) (0.1%) Bifenilo
{0.601%)
1 2 3 4
A Al A2 A3 Ad
B Bi B2 B3 B4
C _c c2 C3 C4

Todas las pruebas fueron corridas dentro de matraces Erlenmeyer bafleados de 125 ml,
conteniendo 40 mi de medio mineral DMA. Los matraces inoculados se ajustaron a una
densidad 6ptica de 1.0 a una longitud de onda de 660 nm.

Los cultivos fueron incubados en agitacién a 150 rpm v a una temperatura de 30 °C durante
30 dfas.

Es importante mencionar que tanto {os matraces empleados durante la incubacién, como
todo tipo de cristaleria utilizada durante =l proceso de extraccidn-purificacion de BPC's fue

sometida a un [avado especial descrito a continuacién:

1} Inicialmente el material fue enjuagado 2 veces con hexano, recuperando éste en cada
caso en un recipiente de vidro perfectamente cerrado para su disposicion.

2) Posteriormente se lavd con agua ¥ jabdn, v se colocd en mezela eromica, durante L hr.

Mdnica Jaznun Hernandez Gayosso,
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3} Pasado ese tiempeo, fue purgado con agua destilada v secado en la estufa 2 110 °C.

V¥1.4.1 Extraccién de Bifenilos Policlorados de los Medios de Cultivo y Purificacién de
los Extractos.

La incubacidn de los cultivos se dio por tertminado pasados 30 dias, después de los cuales se
inici¢ el seguimiento a la extraccidn-purificacidn del aceite incorporado a las muestras, de
acuerdo 2 los métodos 808G v 3620 de 1a EPA.

I

[

(¥ ]

Extraccign de BPC's, El medio de cultivo y 30 mi de hexano fueron colocados dentro
de un embudo de separacién de 250 ml, el embudo se agitdé por 3 minutos y
posteriormente se dejd reposar, esperando la separacion de fases. La fase oleosa
(hexano-BPC's) se depositd en un matraz v la fase acuosa (medio de cultivo) dentro del
embudo de separacion para repetir todo lo anterior 2 veces mdés.

. Destruccion de la materia orgdnica. En un embudo de separacion de 250 ml fueron

vertidas, las tres partes de hexano (120 ml) obtenidas durante la extraceién y 2 mi de
acido sulfiirico-agua (proporcién 1:1 viv). El embudo fue agitado por 2 minutos, después
de los cuales se dejo reposar y se elimind la fase acuosa. Este paso fue repetido las veces
necesarias hasta lograr que la fase acuosa quedara clara.

. Purificacién de la muestra. Después de haber eliminado la materia orgénica, la muesira

se depositd en un Kuderna Danish para evaporaria hasta un volumen de 10 ml, mismos
que fueron pasados 2 través de una coiumna cromatografica de 18 mm de didmetro por
300 mm de longitud la cual se empact en himedo de la sigwente forma:

a) En el fonde de la columna se introdujo lana de vidrio, previamente lavada con 30 mi de

acetona seguida de 50 ml de hexano.

b) Una vez coiocada la fibra de vidrio se agregd hexano dentro de la columna, para

enseguida introducir 20 g de florisil malla 607100, previamente activado a 130 °C por 16
hrs,

¢) Por tltimo se deposité de | a 2 cm de sulfato de sodio anhidro, secado a 100 °C durante

4 hrs,

El hexanc en todo momento se encontraba cubriendo totalmente al sulfato de sodio
impidiendo su exposicion al aire.

La muestra se pasé del tubo contenedor de Kudema Danish a la columna cromatogréfica
directamente. La columna fue drenada impidiendo la exposicién del sulfato de sodio al
aire y por 4itimo se eluy¢ la columna con 200 ml de hexano.

. Concentracién de la muestra. Por ultimo el eluido tue concentrado en un Kudemna

Danish hasta un volumen conocido (5 mi).
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V14.2 Cuantificacidn de Bifenilos Policlorades en las Muestras Resultantes.

La cuantificacidn de BPC's en la muestras exiraidas y purificadas corrid a cargo del
Laboratorfo de Cromatografia del Instituto Mexicano del Petrdleo. Las muestras fueron
analizadas por e} método IMPQA-307,

V1.5 Aislamiento e Identificacion de Cepas Bacterianas Presentes en el Cultivo Mixto.

El aislamiento de cepas bacterianas presentes en el cultivo mixto fue realizado, mediante
sembrado en placa por ¢l método de estria cruzada, utilizando como sustrate el agar de soya
tripticaseina (Tabla 10).

Tabla 10. AGAR DE SOYA TRIPTICASEINA
(TS4)
Sustancia Cantidad en gramos/litro
Peptona de caseina 15.0
Peptona de soya 5.0
Clorurc de sodio | 3.0
Agar | 15.0

Una vez crecidas las colonias, se diferenciaron las cepas por su Morfologia Colonial,
Morfotogia Microscépica y reaccion al Gram. La morfologia colonial consistié del registro
de los siguientes parametros: Color, forma, elevacidn, superficie, aspecto, bordes, luz
reflejada, luz transmitida, y consistencia. En la morfologia microscopica se especificd el
tipo morfoldgico (Cocos o Bacilos),

Una vez diferenciadas ias cepas por los parametros antes deseritos, se realizaron pruebas
bioquimtcas a cada una para su identificacidn, vtilizando el Sistema de Identificacion para
Enterobacteriaceae y otros bacilos Gram (-) API 20 E vy el Sistema de Identificacién para
no-Enterobacteriaceze y otros bacilos Gram (-} APT 20 NE. Los cuales sstdn avalados por
las normas de calidad ISO 9002.

Los sistemas de identificacion API 20 E vy AP! 20 NE constan de 20 microtubos gue
contienen los substratos deshidratados. Los tubos se inccularon <on una suspension
bacteriana que rehidrata los medios. Durante la incubacidn el metabolismo de la bacteria
produce cambios de color esponténess o bien al aftadir reactivos.

Monica Jazmin Herndndez Gayosso,
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El sistema de identificacidn da los resultados de [as pruebas bioguimicas a través de una
clave de siete nimeros, los cuales son inclmidos en un programa informético para la
identificacion de la cepa.

Las Pruebas bioquimicas incluidas en los sistemnas de {dentificacion AP{20E vy APTI20 NE
se encuentran enlistadas en las Tablas 11 y 12 respectivamente.

Tabla 11 SISTEMA DE IDENTIFICACION PARA
ENTEROBACTERIACEAE Y OTROS BACILOS GRAM (-}
API20E

Pruebas bioquimicas

B—galactosidasa

Arginina dehidrolasa

Lisina descarboxtlasa

Ornitina descarboxilasa

Utilizacién de citrato

Produccion de H.S

Ureasa

Triptofano desaminasa

Preducce:én de indol

Produccidn de acetoina

Gelatinasa

Fermentacion oxidacion/oxidacion de glucosa
Fermentacién oxidacidn/oxidacién de manitol
Fermentacién oxidacidén/oxidacion de inosito
Fermentacidn oxidacion/oxidacion de sorbitol
Fermentacion oxidacidn/oxidacion de ramnosa
Fermentacidn oxidacidn/oxidacion de sacarosa
Fermeniacion oxidacidn/oxidacion melibiosa
Fermentacion oxidacién/oxidacidn de amigdalina
Fermentacion oxidacidon/oxidacién de arabinosa
Citocromo oxidasa

Produccién de NO,

Reduceion a gas N,

Movilidad

Crecimiento en medio MacConkey
Fermentacion u oxidacidn de giucosa

Méniza Jazmin Hernande: Gayesso,
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Tabla 12. SISTEMA DE IDENTIFICACION PARA BACILOS
GRAM (-) NO ENTEROBACTERIACEAE API 20 NE

Pruebas bioquimicas
Reduccidn de nitratos a nitritos
Reduccidn de nitratos a azde
Formacidn de indol
Fermentacidn de glucosa
Arginina dihidrolasa
Ureasa
Hidrolisis (f—~glucosidasa) de escuiina
Hidrolisis de proteasa de gelatina
-galactosidasa
Asimilacidn de glucosa
Asimilacidn de arabinosa
Asimilacién de manosa
Asimilacion manitol
Asimilacion de n-acetil-glucosa
Asimilacién de maltosa
Asimilacidon de giuconato
Asimilacién caprato
Asimilacién de adipato
Asimilacidn de malato
Asimilacién de citrato
Asimilacion de fenii-acetato

Ademas fueron realizadas algunas pruebas extras necesarias para la identificacién como
son: la prueba de catalasa, movilidad, anaerobiosis y crecimiento a2 41°C y 45°C, las cuales
se explican a continuacidn.

» Catalasa, Fue depositada una colonia perfectamente aislada sobre un portaobjetos y
enseguida se agregd una gota de perdxido de hidrégeno y se observd la reaccién. La cepa
&s catalasa positiva si presentd efervescencia. Esta prueba es realizada para establecer la
presencia o ausencia de la enzima catalasa. La enzima catalasa degrada el peréxido de
hidrogeno, obteniendo como productos resultantes H,O + OQ., los cuales son los
responsables de la efervescencia.

» Movilidad, Para esta prueba fue utilizado el medio “M” que es una parte
complementaria del sistema de identificacién APL La cepa es sembrada por picadura en
nibos que contiene el medio “M" ¢ incubados a una temperarura de 35-37 *C durante
24~48 hrs. La cepa es movil si se difunde en todo el tubo.

Monica Jazmin Herndndes Gayosso.
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* Anaerobiosis. Son inoculados tubos con caido nutritivo, los cuales posteriormente
fueron cubiertos con aceite mineral impidiendo la entrada de oxigeno. Los tubes fueron
incubados a 30°C durante 48 hrs. La cepa es anaerobia facultativa si se presenta
crecimiento en ¢l tubo.

* Crecimiento a 41°C y 45°C. Fueron inoculados tubos de agar nutritivo con las cepas
aisladas y posteriormente incubadas a las temperaturas mencionadas.

Una vez aisladas ¢ identificadas las cepas bacterianas fueron conservadas por congelacién a
-30°C utitizando para este fin el medio de conservacion descrito en la Tabla 13.

Tabla 13. MEDIO DE CONSERVACION
Sustancia Concentracién
KH,PO4 3¢l
K,HPO4 7 gl
C,H N2, 0, 0.5 gl
Mg304 0.1 g/l
C,H{OH), 50 % v/v
El medio es ajustado a un pH de 7
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION.

Inicialmente fue aislado un cultivo mixto a partir de una columna empacade, la cual fue
disefiada para seleccionar microorganismos capaces de degradar hidrocarburos ¥/o producic
metabolitos con actividad emulsificante. El cultive fue capaz de crecer sobre bifenilo, pero
una vez terminada su aclimatacion y ser sometido a BPC’s como dnica fuente de carbono,
el culttvo no tuvo la capacidad de crecer,

Debido 2 esto fue iniciade un nuevo aislamiento pero ahora a partic de un suelo
contaminado con aceite de transformador.

El cultivo aislado con la uiilizacion de bifenilo, presentd su méximo crecimiento entre las
48 y 72 hrs de incubacitén (Graficas 1 y 2) presentando la formacién de una coloracién
amarilla tipica en la degradacion de bifenilo. Dicha coloracion ha sido monitoreada en otras
investigaciones para medir indirectamente [a biodegradacién de bifenilo.

Grafica 1
Cinética de crecimiento 1, utilizando bifenilo al 1%

~—— L1 (bac/ml)
—=—Ln{U.F.C)

i.n Concentracion cefular

0 4 48 T2 46
Tlempo (horas)
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Grafica 2
Cinética de crecimiento 2, utilizando bifeniie at 1%
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<
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Después de ser aclimatado el cultivo al bifentlo ¥ ser sometido a un nuevo sistema el cual
contenia una mezela de Aroclor 1260 como tlrica fuente de carbono, el crecimiento se
reduce, segun se muestra en las cindticas de crecimiento (Gréficas 3 y 4). Lo cuat era de
esperarse, dado que los BPC's, por su compleiidad son mucho mds dificiles de metabolizar

que ei bifeniio,

( Grafica 3
Cinatica de crecimiento del cultivo mixto seleccionado en
aceita de transformader (BPC's) al 0.02%

—
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Grafica 4
Cinética de crecimiento del cuitivo mixto seleccionado en
Arcclor 1260 (400 ppm)
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El bajo crecimiento de los microorganismos refleja de forma indirecta una escasa
biodegradacién de BPC’s. Es debido a esto que fue realizade una extensa revisidn
bibliografica, acerca de las eswrategias que otros investigadores han utilizado para promover
el crecimiento bacteriane y por ende, la degradacion de BPC's.

Entre los méiodos mas reportados para promover la biodegradacion de BPC's se encuentran
los siguientes.

= Uso de surfactantes
= Uso de cosustratos

Debido a esto, se determiné aplicar tales métodos en el desarrollo de la investigacidn, con
la finalidad de obrener un mayor crecimiento en los cultivos estudiados.

Para hacer uso de un surfactante, fueron realizadas zlgunas prusbas debido a la posibilidad
de que el surfactante utilizado pudiera inhibir la degradacion de BPC’s por via microbiana
en funcién de una viabilidad mayor por el consumo de surfactante. Debido a lo anterior
fueron montadas tres cinéticas de crecimiento simultineas (Ver seccién V1.3.1), las cuales
indicarian si el surfactante Biotrix, es utilizado por el cultivo como fuente de carhono y
como es ¢l crecimiento del cultive que comtiene tanto surfactantes como BPC's, en
comparacion con el que contiene sdlo BPC's.

Los resultados de estas cinéticas son mostrados en la Grafica 5 y evaluades por medio de un
analisis de varianza, ¢l cual concluyd que no existia diferencia entre los tres ratamientos a
un intervalo de significancia de 0.05.
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Grafica 5
CINETICAS DE CRECIMIENTO PARA LA
EVALUACION DEL SURFACTANTE BIOTRIX
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De acuerdo con esto, el cultivo mixto es capaz de crecer igualmente en presencia exclusiva
de surfactante, asi como en presencia de BPC’s y surfactante juntos. Pero ademas,
considerando que no existid una diferencia signrficativa en los tres tratamientos
contemplados, se presenta la posibilidad de que el cultivo uulice al surfactante v no a los
BPC’s cuando se encuentran ambos presentes, por 1o que eta necesario contar con datos
acerca dei total de BPC's consumidos por el cultivo bajo estas condiciones para poder
concluir acerca dei papel que juega el surfactante dentro del sistema.

Por otra parte, durante el desarrollo de la experimentacién y basados en la revisidn
bibliografica (Yagi et 4f, 1980; Tulp et al, 1978; Kong et al, 1983; Focht, 1995; Haddock et
al, 1992; Chaptwala er al, 1992; Dercova et af, 1994; Viney et al, 1990; Chattergee et af
1982; Fotcht er al, 1985; Barriault e al, 1993; Silva er al, 1996), fue incorporado el
segunde método para favorecer la biodegradacién de BPC's por el cultivo. Dicho métode
consiste en la utilizacign de un cosustrato para lo cual se utilizd el bifenilo pero en una
concentracign mucho menor que durante la aclimatacién de los microorganismos a éste.

Una vez considerado tanto al surfactante como al cosustrato, fue disefiado un esquema de
trabajo (Ver seccidn VI.4), para evaluar la degradacién imwcial y final de BPC’s con la
utilizacion de las diferentes variables.

La Tabla 14 muestra los resultados abtenidos bajo las diferentes condicionas ensayadas.
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Tabia 14. VALORES OBTENIDOS POR EL ANALISIS DE CROMATOGRAFIA
DE GASES DE LAS MUESTRAS PROCESADAS

Concentracion de 1 2 3 j 4
BPC*s en las muestras BPC's BPC’s BPC’s BPC's
testigo (ppmy} Bifenilo | Surfactante ; Surfactante (0.1%)
{0.001%) (0.1%) Bifenile (0.001%)
A 2525 123.75 418.75 98.75
210 128.75 162.5 875
137.92 176.25 95 35 66.25
B 76.25 5875 71.25 50
78.75 63.75 15.5 76.25
123.33 93.75 97.5 74375 3375
C 63.75 31.25 31.25 15.625
31.875 51.25 48.5 22,5
48.73 12,625 26.875 20.125 15.25
Mediana | 78.75 63.75 35 | 3B.75

Estos resultados fueron evaluados estadisticamente, por analisis de varianza para determinar
si existia una diferencia significativa, entre los valores testigo y cada uno de los datos
obtenidos en los cuatre tratamientos. El analisis de varianza pernite concluir que 2 un nivel
de significancia de 0.05 existe diferencia significariva entre los valores testigo y los valores
de los diferentes wratamientos. La Grifica 6 muestra mas claramente este comportamiento.
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de degradar bifenilos policlorados in viiro,

Grafica 6

VARIACION ENTRE LOS VALORES TESTIGO Y LOS VALORES OBTENIDOS
DE LOS TRATAMIENTOS
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La grafica compara la mediana de cada uno de los tratamientos con respecto a la mediana
de los valores testigo, ¥ como se observa, existe una clara disminucion en la concentracién
de BPC’s en los cuatro tratamientos. Con esto se concluye que existié biodegradacion de
BPC’s por el cultivo mixto.

Una vez teniende la certeza de biodegradacion, se realizd otro analisis de varianza pero
ahora entre los valores de los cuatro diferentes tratamientos, esto, con el fin de saber en cual
de ellos existid la mayor disminucién de BPC's por la accién microbiana y si existe una
diferencia real entre los diferentes tratamientos.

Inicialmente se realizo un analisis de varianza, €l cual nos permite concluir que existe
diferencia a un nivel de significancia de 0.1. Posteriormente fue realizado un procedimiento
de comparacién miiltiple llamado método de Bonferroni (Anaxo 1). De acuerdo con este
método, el tercer tratamiento, es decir, el tratamiento que incluye surfactante es el mas
diferente de todos, considerando un nivel de significancia de 0,1. La Gréfica 7 ilustra Ja
diferencia entre tratamientos.

Ménica Jazmin Herndnde: Gayosse,
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Grafica 8
PORCENTAJES PROMEDIO DE DEGRADACION DE LOS DIFERENTES
TRATAMIENTOS
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Con los resultados de biodegradacion (Graficas 6, 7, 8), pudo evaluarse el verdadero efecto
tanto del surfactanse, como del bifenilo en la biodegradacidon de BPC’s.

Analizando los resultados puede observarse, que ei tratamiento I, el cual solo contenia
BPC’s como tnica fuente de carbono, presentd una degradacion menor al resto de los
tratamientos. Existen estudios en los que se han obtenido porcentajes de degradacién
mucho mayores incluso hasta de un 99%, como es ef caso de Kong (1983), pero en estos se
ha degradado solo monociorabifenilos v diclorobifenilos los cuales no representan
problema para los microorganismos debido a su baja cloracién. {Departament of Health
ard Human Services, 1996).

La presencia del bifeniio en ¢l tratamiento 11, mejord en buena medida la bicdegradacion, lo
cual viene a confirmar las observaciones de: Focht, 1995; Haddock er a/, 1992; Chaptwala
et al, 1992; Viney ot al, 19%0; Chanergee e al, 1982; Fowcht ez al, 1985 y Barrizult et o,
1993; en las cuales la utilizacién de bifenilo se proyeciaba como un promotor de la
biodegradacion de BPC's, debido a que aumenta los niveles enzimaricos de las bacterias.
La Tabla 15 mueswra los resultados obtenidos por diferentes investigadores al utilizar al
bifenilo como cosustrato.
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e,

Tabla 15. PORCENTAJES DE BIODEGRADACION DE BPC's OBTENIDOS AL
UTILIZAR AL BIFENILO COMO COSUSTRATO

Porcentaje de Tiempo
Autor Microorganismo degradacién y tipo de en
PCB's semanas
Focht et at, 1985 Microflora autdctona del suelo | 25-35% Aroclor 1242 7
Viney et al, 1990 | Phanerocheate chrisosporium 40% Aroclor 1242 20
Bamriault et ol | Pseudomonas testosteroni 50% aAxoclor 1242 3
1995
Focht, 1995 Microflora awtdctona del rioy 37-55% Aroclor 12 42 10
I—}_udson

En este estudio e porcentaje de degradacion obtenido al utilizar el bifenilo como cosustrato
fue de 27% pero no es posible realizar una comparacion dado que las condiciones comeo:
tipe de microorganismos, sustratos, mezcla de BPC’s v tiempo entre otras, son diferentes,
sin embargo resulta muy importante ¢l hecho de que ia mezcla degradada sea de las mas
recalcitrantes.

El tratamiento III en el cual fue incluido al surfactante Biotrix, se perfilo como el sistema
con mayor degradacion (57% de degradacidn de Aroclor 1260).

Como se menciond con anterioridad, uno de los mayores problemas para eliminar los
BPC’s por medios bioldgicos es su baja solubilidad en agua. lo cual impide que éstos, se
encuentren completamente disponibles para los microorganismos. Es debido a esto que
algunos investigadores incluyeron en sus sistemas de degradacidn el uso de surfactantes, tal
es el caso de Viney et al (1990) quien ulizd Tritdén X100 y Tensoxid $50.

En el caso del presemte estudio, el surfactante utilizado no inhibidé la degradacién del
Aroclor [260 el cual esta caracterizado por sus altos grados de cloracién, en cambio,
ademés de dispersar los BPC’s en el medio de cultivo, pude haber sido utilizado por los
MicTOOrganisMOos ¢ormo un substrato extra, debide a que el cultivo puede utilizar tanto a la
mezcla de BPC's como al Biotnx como fuente de carbono, segun los resuitados de las
ciréticas de crecimiento mostrados en la Grafica 5.

Para el tratamiento IV pudo haberse esperado un mejor resultado dade que el sistema
contaba tanto con bifenilo como con un surfactante, pero se obtuvo una degradacién menor
que ¢n el tratamiento I1I (47% de degradacidn en el tratamiento [V). Esto tal vez se debid a
la presencia de dos fuentes aiternativas de carbono las cuales se supone son mas ficilmente
metabolizables que los BPC's, por lo que los microorganismos pudieron tener preferencia
por estas. Esto hace pensar que la biodegradacién aumentaria si se disminuyera [a cantdad
del bifenilo v del surfactante, o en su defecto el aumentar el hempo de cultivo.
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Es importante hacer notar que la mezela de BPC's con la que se trabajo, es del tipo Aroclor
1260 lo cual es de gran importancia dado que de todas las mezclas fabricadas es el més
abundante en ¢f ambiente (FURUKAWA, 1982). Su gran persistencia se hz atribuido al alto
grado de cloracién de los isémeros que lo constituyen (Tabla 16). Tal composicién dificulta
su degradacién ya sea por medios fisicos o bioldgicos dentro del medio ambiente

Tabla 16 COMPOSICION DEL
ARQCLOR 1260
Pentaclorobifenilos 12%
Hexaclorobifenilos 38%
Heptaclorobifenilos 41%
Octaclorobifentlos 8%
Nonaclorobifeniios 1%

Organizacion Panamericana de la Salud, 1979;
Departament of Health and Human Services, 1996

Tomando en cuenta la constitucién del Aroclor 1260 y el porcentaje de degradacion
obtenido en el tratarniento III del 57% se infiere que el cultivo mixto, tiene la capacidad de
degradar pentaciorobifenilos, hexaclorobifenilos y heptaclorobifenilo, lo anterior, si ei
cultivo se enfocara a metabolizar los isémeros menos clorados. Una visién mas amplia
podria tenerse si se contara con un andlisis de cromatografia de gases, ¢l cual proporcionara
la cantidad y tipo de isémero que fue metabolizado.

A la fecha las investigaciones desarroliadas en torno a la degradacién de BPC's, solo se ha
restringido 2 mezclas menos ¢loradadas como el Araclor 1221 v Aroclor 1242, o 2 isdmeros
puros como ¢s ei caso de los monoclorobifenilos y diclorobifenilos.

El aislamiento ¢ identificacion de las cepas presentes en el cultivo mixto fueron realizados
una vez que se tuvo evidencia de la capacidad de degradacién de BPC's.

Fueron zisladas e idemificadas 4 cepas: Flavobacterium indologenes. Pseudomona sp 1,
Pseudomona sp 2 y Acaligenes sp. Inicialmente las cepas fueron diferenciadas por
morfologia colonial y morfologia microscdpica (Tabla 16).
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Tabla 17 MORFOLOGIA COLONIAL Y MICROSCOPICA DE CEPAS AISLADAS
A PARTIR DEL CULTIVO

Cepas aisladas

Reaccion al
Gram

Morfologia Morfologia
colonial microscopica

Flavobacterium
indologenes

Negativo

Color: crema
Forma: circular
Elevacidn: convexa
Superficie: lisa Bacilos
Aspecto: himedo
Bordes: regulares
Luz reflejada: brillante
Luz transmitida: translicida
Conststencia cremosa

Pseudomonas sp [

Negativo

Color; amarilia
Forma: circular
Elevacién: convexa
Superficie: lisa Bacilos
Aspecto: himedo
Bordes: regulares
Luz reflejada: brillante
Luz transmnitida: opaca
Consistencia: cremosa

Pseudomonas sp 2

Negativo

Color: amariila

Forma: circular
Elevacidn: convexa
Superficie: lisa Bacilos

Aspecto: himedo

Bordes: regulares
Luz reflejada: brillante
Luz transmitida: opaca
Consistencia; mucosa

Alcaligenes sp

Negativo

Color: crema

Forma: circular
Elevacion: convexa
Superticie: lisa Bacilos

Aspecto: poco himedo

Bordes: regulares

Luz reflejada: brillante
Luz transmitida: translicida

Consistencia: ¢remosa
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Los resuitados de las pruebas bioquimicas realizadas por los sistemas de identificacion API
20 E y API 20 NE son presentados en la Tablas 17 y 18, respectivamente.

Para ia identificacion las dos diferentes Pseudomoras y el genero Alcaligenes fue necesario
realizar pruebas extras( Tabla 19).

Ménica Jazmuin Hernandez Gayosso.
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Tabla 18. RESULTADOS PE LAS PRUEBAS BIOQUIMICAS DEL SISTEMA DE IDENTIFICACION APL20 E

Pruebas bioquimicas contempladas | Flavobacterium indologenes | Psendomonay sp I | Psewdomonas sp 2| Alealigenes sp

p—galaciosidasa + + - -
Arginina dehidrolasa - - + +
k.isina descarboxilasa - - - -
Omitina descarboxilasa - - . -
Utilizacién de citrato - + T T
Produccion de H,S ’ - - - -
Urcasa - - - -
Triptofimo desaminasa - - - -
Produecion de indol + - - -
Produceidn de acetoina - + + _
Gelalinasa + 4 - -
Fermentacidn foxidacién de glucosa - - - -

Fermentacién foxidacion de manitol - - .

Fermentacion foxidacion de inosito - - -
Fermentacion foxidacidn de sorbitol - - -
Fermentacién foxidacidn de ramnosa - -

Fermenlacion foxidacidn de sacarosa - - - -
Fermentacién foxidacién melibiosa - - - -
Fermemlacion foxidacion de amigdalina - - - -
Fermentacién foxidacion de arabinosa - - - -
Cilocromo oxidasa + + 4 +

Mibduica Jagmin Herndndeg Guposso,
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Tabla 19. RESULTADOS DE LAS PRUEBAS BIOQUIMICAS DEL SISTEMA DE IDENTIFICACION API 20 NI

Pruchas hisguiicas contempladas

Fluvobucterinn indvlogenes

Pseudomonas sp 1

Pseudomonas sp 2

Alcalipenes sp

Reduccibén de nitratos a nilritos o
reduceidn de nitratos a azde

+

s

+

Formacién de indol

Fermentacion de glucosa

Arginina dihidrolasa

Ureasa

Hidedlisis (P-glucosidasa) de esculina

i 1idrdlisis de proteasa de gelalina

B-gulactosidasa

Asimilacidn de glucosa

Asimilacidn de arabinosa

Asimmilucion de manosn

Asimilacion manitol

Asimilacidn de n-acetil-glucosa

Asimilacidn de maltosa

Asimilacion de gluconato

Asimilacién caprato

+1+

Asimilacidn de adipato

Asimilacion de malato

Asimilacion de citrato

Asimilacion de lenil-acelato

Tltia]+!+

e T I ) e

Citocromo oxidasa

tlalal s
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Tabla 20. PRUEBAS BIOQUIMICAS COMPLEMENTARIAS PARA LA
IDENTIFICACION DE GENEROS BACTERIANQS

Crecimiento | Crecimiento
CEPAS Catalasa | Anaerobiosis adl °C con acetato | Movilidad
Pseudomonas sp 1 + - + +
Pseudomonas sp 2 + - + +
Alcaligenes sp - . + - +

Los géperos bacterianos presentes en el cultive mixto con anterioridad habian sido
reportadas por otros investigadores, como degradadoras de BPC's:

s Flavobacterium sp. Es capaz de degradar diclorobifenilos y triciorobifenilos (Walia er
al, 1988).

s Pseudomonas sp. Degrada diclorobifenilos, triclorobifenilos, tetraclorobifenilos,
pentaclorobifenilos, hexaclorabifenilos v heptaciorobifenilos (Irving, 1996;. Walia er al,
1988; Sayler eral 1977).

o Alcafigenes sp. Es capaz de degradar diclorobifenilos,
pentaclorobifenilos (Walia er a/, 1988 y Furukawa, 1976).

triclorobifenilos ¥

La degradacién de BPC'’s realizada por las cepas de forma individual se desconoce, debido
a que solo fue medida {z degradacidn del cultivo en conjunto y no para cada una de éstas,
sin embargo, ¢s sabido que la utilizacidn de cultivos mixtos propicia una mejor degradacion
de compuestos por |2 versatilidad de mecanismos enzimaticos que pueden desarroliar.

Por dltimo cabe mencionar que las cepas aisladas de Pseudomonas podrian ser
potencialmente patdgenas por lo que es necesario su identificacidn hasta especie, antes de
proponertas como una opcidn para la biorremediacidn de algiin sitio natural ¢ urbano.
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VIIi. CONCLUSIONES.

W

. El cultivo mixto aislado, formado por Alealigenes sp, Flavobacterium indologenes y dos

especies del género Preudomonas, tiene la capacidad de degradar bifenilos policlorados,
bajo condiciones comiroladas de temperatura, luz, agitacidn, oxigeno vy nutientes. Lo
anterior confirma la hipdtesis de trabajo planteada, al inicio de la investigacion.

. Lz utilizacién de bifenilo como cosustrato en este sistema mejoré la biodegradacién de

Aroclor 1260 de un 10% a un 27%.

. La mayor degradacién obtenida, resuitd de la utilizacion del surfactante Biotrix, al

obtener un 57% de disminucién de Arcclor 1260 y determindndose que existia una
diferencia significativa con respecto a los demds tratamientos.

. La biodegradacién obtenida al incorporar al surfactante Biotrix vy al bifenilo comeo

cosustrato fue de 47%.

. La busqueca de las mejores condiciones para la degradacion de BPC’s no puede ser

conciuida con los resultados obtenidos, debido a que quedan muchas incognitas, las
cuéles solo pueden ser resueitas mediante 2 continua experimentacion.

. Entre las actividades que deben realizarse, es primordial incorporar el cultive mixto &

suelo o agua contaminadz bajo condiciones comtroladas, antes de llegar al objetivo
perseguido a largo plazo que es, el de proporcionar una alternativa viable de solucién a
la contaminacién por BPC’s que sufren tanto ambientes naturales como urbanos.

Mdnica Jagman Hernande: Gayosss.
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ANEXO 1

Analisis de varianza

anova conc trata fact pratarfacr

Number of obs = o R-squared = 0.2273
Root MSE = 46,101 Ad) R-squared = 0.1401
Source | Parcial S8 =35 MS 7 Prob > F
“odel | 238770.2887 7 5538.61268 2.61 0.0201
!
traga | 11408.8721 3 380L.99738 1.79 0.1585
fact | 18335.6994 1 18335.6%94 8.5 q.0046
tratarfact | 11205,8721 3 3801 95733 1.79 0.1585
]
Resrdual | 131768.604 62 2125.30008
........... i ot e e e E e o mmm Mo m e~ d o m e ———————
Total | 170938.893 69 247L1.578l6

oneway cong tratca if factaea?

Analysis of Variance

Source 55 a% us F Prob » F
Secwaen groups 221.00.6645 3 7366.69815 2.98 0.0526
Within groups Y6863 .2711 30 2562.109C4

Tetal 98963.1355 33 2998.,38896

Barclect's Sest for squal variances: chi2(3) = 13.7418 Probpchi2 « §.003

oneway cong trata if factm=a2, means honf

Summary of conc

|

crava | Mean
remmmma—anna -
1 110.64

2 ! 75.20888%

3| 43.572857

4| 53.986687
............ fmmmammmmamma
Tetal | T2.456765

Comparisen of eone by trata

(Benjexrroni)
Row Mean-|
Col Mean | L 2 1
..... R e e L L L L L R
2 | -35.4312
| ¢.388
|
3 -67.0671 -31.636
| 0.088 1.000
1
]
4| -56.653) ~22.2223 10.4138
!

9.145 1.000 3.000

considarando un nivel de signifigansia 0.1

Manice Jasmun Herndndes Gayosso,



Aislamiento y caracterizucidn de un cultive mucto bacteriano capas de degradar bifeniios policlorados in vitro.

El procedimiento de Bonferroni.

Este es un procedimiento de comparacidn multiple o procedimiento postericr, el cual es
muy utilizado por su facilidad de aplicacion, sélo requiere el uso de distribuciones ¢ Este
procedimiento pretende controlar la posibilidad de error global para el experimento,
reduciendo el nivel de significancia de F. El procedimiento de Bonferroni se puede usar
también en pruebas de hipotesis sobre diferencias entre pares de medias poblacionales o
para construir intervelos de confianza para las diferencias entre medias poblacionales.

Mdnica Jaunin Hernande: Gayasso.
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