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L.- INTRODUCCION

Nuestro planeta, la Tierra, ha sido poblado desde hace muchos afos por miles de
especies de animales, vegetales y microorganismos que viven compartiendo su habitat en el
agua o en la tierra, Una de las ditimas especies en poblar la Tierra, Homo sapicns, se ha
logrado desarrollar gracias, en parte, al apoyo que representa la estabilidad de las especies que
para su beneficio ha sabido utilizar y al papel de degradacién natural que se lieva a cabo en el
medio ambiente, debida principalmente a los microorganismos.

Sin embargo, a través de cientos de aos de civilizacién, durante el desarrollo y
progreso de gran parte de la raza humana, el equilibrio de su habitat ba sufrido prandes y
variados dafios. El efecto adverso de muchas de las actividades humanas sobre el medio
ambiente se nos presenta como un jinete del Apocalipsis, al que lamamos Contaminacion y
que pretendemos eliminar o, por lo menos, controlar para impedir la destruccién de nuestro
habitat.

La produccién y el empleo, a veces desmedido, de compuestos quimicos en la
industria, annado a la también desmedida desforestacién, han causado desequilibrio entre las
especies que forman nuestro ambiente y muchas de ellas indudablemente desaparecerdn por ese
motivo, aiin antes de que podamos siquiera conocerlas.

Dicho desequilibrio se debe a los efectos que causan los compuestos quimicos en el
medio ambiente, ya que pueden alterar los ciclos de la materia en la bidsfera, dafiando por
consiguienie a las poblaciones,

En fa medida en que el hombre trata de aumentar la produccién de alimentos para
salvarse del hambre, pone en riesgo al medio ambiente, ya que los sistemas empleados para
aumentar el rendimiento agropecuario, contaminan y empobrecen los suelos fértiles por el uso
de abonos quimicos y plaguicidas, asf como por el uso de diversos compuestos que directa o
inderectamente contaminan ¢l suelo y el agua, Esta contaminacidn se incrementa por la
descarga en rfos, lagos y mares de desechos agricolas, domésticos e industriales, que acumula
en el medio ambiente productos quimicos que en muchos casos no se degradan, permaneciendo
sin modificarse o sélo una pequeia porcién de ellos.

Los productos qufmicos de uso industrial y agrfcola son lixiviados a la tierra, entran a
los cuerpos de agua y en ocasiones se transforman en materia Inimica o se polimerizan y de
esta forma son muy resistentes a ser degradados. Los derrames de petrdleo en la tierra y en ¢l
mar ya sea accidental o intencionalmente, representan algunos de los ejemplos méds dramdticos
de contaminacion quimica.
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en el medio ambiente productos quimicos que en muchos casos no se degradan, permaneciendo

sin modificarse o s6lo una pequena porcién de elfos.

Los productos quimicos de uso industrial y agricola son lixiviados a la tierra, entran a
los cuerpos de agua y en ocasiones se transforman en materia himica o se polimerizan y de
esta forma son muy resistentes a ser degradados. Los derrames de petréleo en la tierra y en el
mar ya sea accidental o intencionalmente, representan algunos de los cjemplos mds dramdticos

de contaminacion quimica.

Ante este panorama, de solucion cada vez mds apremiente, ha surgido una tecnologia
que utiliza la propiedad natural de los organismos en ¢l medio ambiente de degradar la materia
y de favorecer su reciclaje; a esta propiedad, aplicada a la degradacion de compuestos
indeseables en un medic determinado, se le ha llamado biorremediacién.

Un proceso normal para los microorganismos, que ¢s degradar los compuestos en su
medio ambiente con el fin principal de obtener carbono y energfa para su metabolismo, se ha
convertido en un proceso tecnolégico para remediar por lo menos en parte la contaminacion.
Utilizadas concientemente y aplicadas, a veces con una sofisticada tecnologfa, las notables
capacidades degradativas de diversos microorganismos, se convierten en conjunto en los

procesos de biorremediacion.

La recuperacion y mantenimiento del equilibrio ecoldgico es prioritario no sélo en
nuestro pafs sino en todo el mundo y para llevarlos a cabo eficazinente es necesario el
conocimiento cada vez mejor de la fisiologfa y bioqufmiéa de Jos microorganismos aptos para
una transformacion de compuestos en el medio, asi como sus relaciones con su habitat,

El objetivo de este trabajo es revisar las capacidades que tienen los microorganismos,
especialmente las bacterias, para degradar compuestos recalcitrantes, cudl es su relacion con el
medio y cudles son las tecnologfas mds comunes que se emplean en biorremediacion. Al
mismo tiempo se pretende con esta revisién, ofrecer un material que puede ser utilizado por
los alumnos de licenciatura como conocimiento inicial del tema y como consulta si se quiere

profundizar en alguno de los aspectos presentados aqui.



II GENERALIDADES

El que la vida, tal y como la concebimos, sea exclusiva del planeta Tierra, sigue
planteando una pregunta sin respuesta. Sin embargo, el hecho de que constituye un medio
ambiente excelente en el cual la vida ha evolucionado y se ha desarrollado es evidente por la

rica diversidad de los organismos vivos que mantiene.

De todos los organismos vivos los microorganismos son los mds versatiles; siendo las
primeras formas de vida elemental que se desarrollaron en la Tierra, tardando unos 2 mil
millones de afios en conseguir evolucionar hacia una forma de reproduccién mds especializada.
Unos 500 millones de anos mds tarde, aparecieron los primeros microorganismos fotosintéticos
y 100 millones de afios después las primeras células flotan en las aguas de los turbulentos
mares primitivos. Hace 1,100 mitlones de aios se desarrolld en el planeta Tierra una atmdsfera
2 base de una cantidad no despreciable de oxigeno y ello gracias al efecto de los
microorganisimos capaces de absorber la luz solar para fijar el carbono atmosférico contenido
en el anhidrido carbdnico, produciendo como residuo de esa actividad fotosintética el preciado
y vital oxigeno dando inicio a la aparicién de las primeras formas de vida aerobias. El ser
humano aparece en la faz de la tierra hace s6lo unos dos millones de afios |17,40}.

En ningtin medio ambiente en donde estén presentes los organismos superiores estdn
ausentes los microorganismos y en muchos entornos diferentes y hostiles para los organismos
superiores, los microorganismos se encuentran y ain se desarrollan.

Los habitats naturales de los microorganismos son extraordinariamente diversos,
cualquier habitat adecuado para el crecimiento de los organismos superiores también permitird
el crecimiento de los microorganismos; pero ademds, existen muchas condiciones
desfavorables para los organismos superiores en las que hay microorganismos, legando

incluso a ser abundantes en estas circunstancias.

Continuamente se estdn creando nievos ambientes para los microorganismos; algunos
de estos son la consecuencia de procesos naturales como la formacién de una nueva isla
volcdnica o la creacién de un lago después de un terremoto; mientras que otros ambientes son
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artificiales, provocados por la contaminacidn de rfos y lagos, fa desforestacion, el cultivo de
plantas exdticas, la introduccidn de nuevos plaguicidas y fertilizanies y el tratamiento de las

aguas negras a gran escala |17}

En las vlimas décadas enormes cantidades de compuestos industriales han sido
liberados dentro del ecosistema. Un gran nimero de éstos. particularmete los estructuralmente
relacionados con los compuestos naturales, son rdpidamente degradados por los
microorganismos del suclo y del agua. Sin embargo una porcidn significante, principalmente
los que poseen estructuras qnimicas o sustituyentes que normahinente no se encuentran en la

naturaleza (xenobidticos), sélo son lentamente catabolizados y tienden a persistir y acumularse.

Ciertos compuestos, particularmente los que exhiben algin grado de toxicidad,
contribuyen sustancialmente a la contaminacién ambiental. Catdstrofes a:iciiales recientes
han revelado el peligro inherente que representa para la sobrevivencia el que este tipo de
compuestos  sigan  permaneciendo en el medio ambiente.  Afortunadamente, los
microorganismos del agua y del suelo exhiben remarcables mecanismos para degradar un

amplio rango de compuestos quimicos.

En contraste con las rutas divergentes o rutas biosintéticas en las cuales un gran mimero
de distintas biomoléculas quimicas son sintetizadas por un nimero limitado de intermediarios
centrales, las rutas catabdlicas son convergentes y una amplia variedad de diferentes sustratos
son canalizados a intermediarios y rutas metabdlicas centrales. Por ejemplo, las rutas para el
catabolismo del anillo aromdtico converge a compuestos aromdticos hidroxilados, tales como,
catecol, protocatecato y gentisato, los cuales entonces son sujetos a dioxigenasas que catalizan
principalmente la fisién del anillo para su entrada a ciclo de Krebs {Figura 1.1} [138].

Los mecanismos usados por las bacterias para degradar moléculas orgdnicas son de
interés no sélo por incrementar nuestro entendimiento de los ciclos biogeoqufmicos, sino
también para explorar el potencial de los microorganismos para degradar moléculas
xenobidticas en el medio ambiente abriendo la posibilidad de crear y disponer de nuevos

métodos para lograr erradicar dichos compuestos de las dreas contaminadas [137],

La remediacién ambiental, especfficamente la limpieza de suelos contaminados y
diversos cuerpos de agua, es uno de los problemas téenicos y sociales que se nos presenta
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actualmente. Las tecnologfas que se han utilizado para el tratamiento se han ajustado a
tratamientos fisicos, quimicos, destruccién térmica, procesos de fijacidn-estabilizacién y

bioldgicos (biorremediacién) {30].

FIGURA I 1
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En la biorremediacion se hace uso de las capacidades degradativas microbianas para la
eliminacion o transformacion de los compuestos xenobidticos, Por décadas se ha hecho uso de
los procesos microbioldgicos para la destruccion de los desechos mdustriales y municipales,
pero s6lo hasta hace una década los cientificos e ingenieros han examinado seriamente el uso
de los microorganismos para tratar los derrames quimicos atrapados en suelos y mantos
acufferos. Para esto, se hace uso de la estimulacién de los microorganismos autéctonos a
través del suministro de nutrientes esenciales, pero también se ha recurrido al uso de
microorganismos modificados con ingenierfa genética (GEMs) y asi acelerar y fograr la

erradicacion.del compuesto recalcitrate J 19},

El uso de los GEMs ha sido de gran ayuda, ya que gracias a la implantacién de
pldsmidos con diversas capacidades degradativas, compuestos como los bifenilos policlorados

(PCBs), pueden ser degradados con relativa facilidad.

El hecho de liberar GEMs en el medio ambiente, nos Heva a la creacién de otro tipo de
dificultad que requiere nuestra atencidn, ya que al querer remediar un problema, se puede
crear uno ain mayor, debido a que en muchos casos no se sabe el impacto que se causard con
la liberacién de tales microorganismos dentro del medio ambiente. Entre varios factores, el de
mayor interés es la capacidad de transferencia de pldsmidos entre microorganismos en fa
naturaleza. Por lo anterior, se ha recurrido a diversas acciones para legislar la liberacion de
microorganismos dentro del medio ambiente y minimizar el riesgo de infeccion asf como el
dafio a la naturaleza que involucrarfan los GEMs {47].
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.1 EL, SUELO Y EL AGUA COMO UN HABITAT MICROBIANO

El suelo es uno de los sitios mds dindmicos por las interacciones bioldgicas que se
llevan a cabo; sirve como medio de cultivo para vegetales y como habitat para la fauna.
Adicionalmente, el suelo sirve como receptdculo de una multitud de compuestos quimicos
orgdnicos ¢ inorgdnicos liberados por el hombre (ya sea accidentalmente o intencionalmente
como en el caso de los agroquimicos), y de este modo el suelo tiene un papel principal en la
determinacién de la calidad de nuestro medio ambiente.

El suelo estd formado por tres fases, una fase sdlida y dos fases fluctuantes que son fa
acuosa y la gaseosa. La fase sélida estd formada por a) minerales inorgdnicos, b) residuos de
plantas, animales y microorganismos en varios grados de putrefaccién y c) microbiota viva y
metabolizante [17].

La cantidad de los constituyentes de las tres fases no es la misma en todos los suelos,
sino que varfa con la localidad. L.a cantidad de materia orgdnica y mineral, que forma parte de
la porci6n inanimada es relativamente fija en un lugar determinado; sin embargo, la porcién de
agua y aire varfa representando juntos la mitad del volimen del suelo; dicho volimen se
denomina espacio poroso. La fraccién mineral contribuye con poco menos de la mitad del
voltimen, origindndose por la desintegracién y descomposicién de las rocas, modificdndose con
el transcurso del tiempo.

La porcién inorgdnica tiene un notable efecto sobre los habitantes microbianos, debido
a su influencia sobre la disponibilidad de nutrientes, aireacién y retencién de agua, En esta
fraccién existen diversas particulas que se clasifican segiin su tamafio: ‘
> 2mm. - piedras y grava
0.05-2.0mm.- partfculas de arena
0.002-0.05.- limo
<0.002 (2p).~ partfculas de arcilla.

La materia orgdnica constituye del 3-6% del voliimen total mientras que Ja porcién
viviente s6lo ocupa <!%; ain asf, esta porcién es esencial para la fertilidad del suelo. A
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menudo a esta porcién se le denomina humus, es un producto de la actividad de sintesis y
descomposicion de ta microflora. El humus es a su vez un producto del metabolismo
microbiano y una fuente de alimentos el cual existe en una fase dindmica que continuamente es

degradado y reconstitufdo por los habitantes del suelo a partir de los residuos {86].

La proporcién y propiedades fisicoquimicas de estas tres fases influencfan fuertemente
el crecimiento, la actividad y dinamismo de los microorganismos en el suelo y también

modifica el efecto de los xenobidticos en la comunidad microbiana.

La biota del suclo consiste de habitantes macro y microscopicos que interaccionan como
una comunidad biolégica distintiva. Los habitantes microscdpicos incluyen bacterias, hongos,
algas y protozoarios y las comunidades macroscopicas incluyen nemdtodos, artrépodos y

gasterdpodos principalmente |62].

Debido a que el tamaiio de los microorganismos es muy pequeio y no se pueden ver a
simple vista, su presencia en un medio ambiente frecuentemente pasa inadvertido; sin
embargo, la funcién microbiana es de una importancia considerable para la funcién de todo

ecosisterna {17].

Los microorganismos obtienen muchos de sus nutrientes de la proporcién inanimada del
suelo, Algunas especies obtienen el carbono o nitrégeno de la atmdsfera en forma de CO,,
CH, o N,, pero ta mayor parte de estos dos elementos, asf como el resto de los nutrientes
microbianos se obtienen de la fase tiquida del suelo |86].

Los microorganismos en el suelo intervienen en la mineralizacion de la maleria
orgénica, la fijacion del nitrégeno, hidrolizan muchos compuestos como la celulosa, las.

pectinas y algunos llegan a degradar la lignina,

En el agua, particularmente en aguas con bajas concentraciones de nutrientes, los
microorganismos tienden a crecer en superficies estacionarias y sobre partfculas de materia. En
esta forma, un microorganismo tiene contacto con mds nutrientes que si estuvieran suspendidas
y tlotando libres con la corriente. Muchas bacterias que habitan en el agua tienen apéndices y
sistemas de adhesi6n que las sujetan a varias superficies por ejemplo, las bacterias
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pedunculadas como Caulobacter ¢ Hypomicrobium. Algunas bacterias también tienen vesfculas

de gas que pueden llenar y vaciar para ajustar su capacidad de flotacion.

El agua contaminada por afluencia de sistemas de desecho o de residuos industriales
orgdnicos biodegradables tienen cantidades relativamente altas de bacterias, De la misma
manera, los estuarios de los ocednos tienen altos niveles de nutrientes y aumerntan mas la
cantidad de microorganismos que en otras aguas de lineas costeras

En la figura IL.2 se presenta un lago tipico o estanque que sirve como un ejemplo para

representar las varias zonas y las clases de flora microbiana encontradas en agua dulce [139].

FIGURA 1.2
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11-1.1 CICLOS BIOGEOQUIMICOS

Los ciclos biogeoquimicos describen el movimiento y conversién de la materia
(C,H,0,N,S,P y otros elementos) por medio de actividades quimicas dentro de la ecosfera; a
través de estas conversiones los elementos penetran en rutas o ciclos caracleristicos entre las
actividades bidticas y abidticas de la Tierra. Los ciclos biogeoquimicos incluyen
transformaciones fisicas tales como disolucion, precipitacion, volatilizacion y fijacidn; también
incluyen reacciones qufmicas que constituyen biotransformnaciones y otras reacciones debidas a

agentes abidticos.

Todos los organisinos vivientes participan en los ciclos biogeoquimicos pero los
microorganismos, debido a sus diversas capacidades metabdlicas y alta actividad enzimdtica,

juegan un papel principal en estos ciclos |5].

Los microorganisinos participantes en  los ciclos  biogeoquimicos  provocan
transformaciones de compuestos muy diversos y asf es que intervienen en varios ciclos a la
vez. Por ejemplo, los microorganismos desulfatizantes reducen los sulfatos a HyS al oxidar los
compuestos de carbono. Los tiobacilos por su parte, oxidan el H,S para obtener energfa a fin
de reducir el CO; y sintetizar su biomasa. Con ello participa este microorganismo en tres
ciclos: el del carbono, el del azufre y el del nitrégeno. Esto es vdlido también -aunque de
forma diferente- para las bacterias proteoliticas, las cuales liberan COy, H,S y NH; al degradar
las protefnas, por lo que participan asimismo en los tres ciclos antes mencionados, El ciclo del
fésforo o el del hierro estdn vinculados del mismo modo con los de otros elementos.a 'cau‘sa"‘de
la actividad microbiana [119]. ‘ -

Los elementos esenciales del crecimiento para el metabolismo bacteriano incluyen al
carbono, oxfgeno, hidrégeno, nitrGgeno y fésforo. Después del carbono, elv,‘elemcn,to m4s
importante es el oxfgeno, el cual actiia como un aceptor de electrones. El nitrégeno, el azifre
y ¢l fésforo, proveen de precursores para la sintesis de biomasa, asi como los eleme‘ntos\
esenciales como, calcio, potasio, magnesio que son necesarios para el metabolismo. La
degradacion del carbono a los nutrientes principales en la biomasa es generalmente de 100
partes de carbono por 10 partes de nitrégeno por 1 parte de fésforo (10:1:0:1), Cuando la
biomasa es consumida por la siguiente generacién de bacterias, el requerimiento puede ser mds
estricto: 300 partes de carbén por 10 partes de nitrGgeno y una parte de fésforo |76, 149].

10
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11-1.1.1 Ciclo del Carbono

El ciclo del carbono es un pre-requisito para la evolucién de los organismos vivos de
una forma simple a una mds compleja, que requiere el establecimiento de un flujo continuo de
energfa a través de la bidsfera; esta evolucién fue promovida por el oxigeno, el cual provee

una atmoésfera en la cual el CO, es el compuesto de carbono mids estable |134,39].

El reservorio mds activo del ciclo del carbono es el CO; atmosférico (0.32% de la
atmésfera o cerca de 700 billones de toneladas de carbono). Las formas inorgdnicas solubles
del carbono (CO,;, H,CO,, HCO; y CO;Z') que representan 500 billones de toneladas de
carbono estdn directamente en equilibrio con ¢l CO, atmosférico.

La biomasa viviente en ambienses terrestres y acudticos contiene ligeramente menos
carbono (450-500 billones tons, ) que la atndsfera, La materia muerta, pero no la materia
orgdnica fdsil, como humus y sedimentos orgdnicos, contiene 3700 billones de tons, Todo esto
puede ser considerado como un reservorio activo del carbono {4].

El oxfgeno contenido en las aguas influye considerablemente sobre el ciclo del carbono.
Su presencia en forma molecular hace que este ciclo se verifique con la indxima velocidad. Sin
embargo, si falla este elemento gaseoso, la degradacién de los compuestos de carbono se
realiza al menos lentamente, pero puede completarse mediante respiracién anaerobia si el
medio dispone de oxfgeno combinado en forma de nitritos, nitratos o sulfatos, Si las
condiciones son desfavorables hasta el extremo de alterar dicho ciclo, se acumulan los
productos intermedios que se depositan en los sedimentos, Estos depdsitos orgdnicos pueden
representar enormes cantidades formadas en el curso de las eras geoldgicas y sufren otras
transformaciones; asf se han formado los depdsitos de petrdleo, gas natural, lignito y turba
1119].

La actividad humana recientemente ha introducido cambios en el ciclo del carbono. El
CO0, atmosférico, debido a su relativamente pequeiia cantidad, se ha visto afectado por las

industrias que liberan este gas.
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La fijacién neta de didxido de carbono para formar compuestos orgdnicos es realizada
por organismos autotréfos. Entre estos microorganismos se incluyen organisnios fotosintéticos
y quiniiolitétrofos. Los grupos de organismos mds importantes, en términos de su habilidad
para convertir el diéxido de carbono a materia orgdnica, son las algas, las cianobacterias y las

bacterias totosintéticas verdes y purpuras. La reaccién general de fijacion es [4,111]:

CO, + 4H ——— » (CH20), -+ Hy0

La ruta metabdlica principal para la fijacién fotosintética de CO, es el ciclo de Calvin;
los microorganismos son también capaces de incorporar CO, a través del sitema de la
fosfoenol piruvato carboxilasa. En el caso de microorganismos heter6trofos, ocurre un
intercambio, pero no una fijacién neta, sin embargo, algunos microorganismos quimiolitr6fos
usan uno u otro sistema en vez de, o en adicion al ciclo de Calvin para la fijacién neta de CO;,

La siguiente reaccién es un ejemplo de como algunos heterétrofos fijan CO;:

CH;COCOO0H + COy ———- -+ HOOCCH,COCOOH
4¢. Pindvico 4c oxaloacético

El diéxido de carbono es convertido a carb6n orgdnico por los productores totales
primarios de la comunidad. Estos procesos son realizados predominantemente por organisnios
fotosintéticos que convierten la energfa de la luz a energfa quimica.

Una porcién de la produccién primaria es convertida de nuevo a CQ; por la respiracién
de los productores primarios. El carbono orgdnico restante es la produccién primaria neta
disponible para los consumidores heterétrofos; los heterétrofos completan el ciclo del carbono,
quienes finalmente convierten los compuestos orgdnicos formados por los productores

primarios de nuevo a CO, durante la respiracidn [4].

Una pequeia cantidad del diéxido de carbono disuelto en el agua puede ser atrapado
dentro de bloques de hielo y mantos fredticos o puede formar iones bicarbonato. Los iones
bicarbonato reaccionan con iones calcio para formar rocas de calcio (carbonato de calcio); el
carbono en esta forma no puede ser regresado a la atmdsfera por mucho tiempo., Los
carbonatos formados por organismos vivos como conchas u otras estructuras de proteccion de
animales y protozoarios pueden también acumularse en lagos y mares y eventualmente formar

12
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rocas de cal [[50]. El carbono depositado en recas como CaCOj es disuelto como iones
carbonato en los ocednos, también es depositado en formas minerales orgdnicas tales como
carbén y petrdleo [139].

Cuando se queman tales combustibles fdsiles o la madera, se producen grandes
cantidades de didxido de carbono que va a parar a la atmdsfera. En condiciones de baja
cantidad de oxigeno, la combustién es incompleta y produce monéxido de carbono que es un
gas t6xico; sin embargo, algunas Dbacterias (Pseudomonas carboxidoflava 'y P
carboxydohydrogena) lo pueden metabolizar para formar CO, [150, 4].

Las arquecbacterias metanogénicas juegan un papel importante en la reduccién de CO,.
Bajo condiciones anaerobias, el diéxido de carbono es reducido a metano (CHy) por muchos
microorganismos. Algunos grupos de arqueobacterias son las responsables de tal
transformacién. Usan al CO, como aceptor de electrones reduciéndolo con el H, produci‘do
durante los procesos fermentativo, si el CO, estd disponible en forma de bicarbonato. La
reaccion puede ser representada asf:

HCO” + H" + 4Hy ————> CH, + 3H0

La metanogénesis depende de los productos de fermentacién realizada por otros
microorganismos que utilizan como sustratos. Los hidrocarburos gaseosos como el metano son
finalmente reducidos a carbono y no pueden ser mis metabolizados sin un apropiado vertedero
(aceptor) de electrones [4].

Por iiltimo, varios microorganismos que descomponen la materia orgdnica,

principalmente bacterias, oxidan restos de animales y plantas con Ia produccién adicional de
calor y el retorno del diéxido de carbono al medio ambiente {Figura 11.33[150].

13
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FIGURA I1.3
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II-1.1.2 Ciclo del Nitrégeno

El nitrégeno tiene considerable importancia bioldgica y ecoldgica. Es un constructor
clave de protefnas, indispensable y a menudo, es elemento limitante en Jas plantas, animales, y
microorganismos ademids de que gran cantidad de €l es usado como fertilizante [62]. El ciclo
biogeoquimico del nitrégeno es altamente  dependiente  de  las  actividades de  los

microorganismos [4].

Las reacciones de mineralizacién, inmobilizacion y desnitrificacion en el ciclo del
nitrégeno son llevadas a cabo por numerosas especies microbianas. Estas reacciones son no-
especfficas y el monitoreo de estos procesos después de la adicién de un xenobidtico al suelo
no indica cuales especies microbianas son afectadas. En contraste, 1a nitrificacién y la lijaéién
de nirdgeno resulta de la actividad metabdlica de grupos microbianos altamente

especializados. El ciclo del nitrégeno se describe en la figura 114 {62, 111, 150, 139].

FIJACION DEL NITROGENO MOLECULAR.- Diversas bacterias y cianoffceas son
capaces de fijar el nitrégeno en las aguas, lo mismo que en la tierra. Entre las primeras, son
importantes las especies Azofobacter agile y A. chroococcum en medio aerobio, asf como las
del género Azotomonas que son frecuentes en los rfos y lagos. En los sedimentos anaerobios
destacan en este sentido la especie Clostridium pasteurianum y otras formas proximas a ellas.
También las del género Desulfovibrio, ast como algunas bacterias oligonitréfilas de los géneros
Pseudomonas, Aeromonas, Vibrio, Achromobacter, Flavobacterium 'y Corynebacterium
también pueden fijar nitrégeno| 1 19].

El amonio es formado como ¢l primer producto detectable de la fijacién del nitrégeno:
Ny + 6 ——> 2NH;
La fijacién biolégica de nitrégeno molecular es realizada por diferentes géneros de

bacterias de vida libre, algunas de las cuales pueden estar asociadas generalmente en la

rizosfera formando asociaciones mutualistas con plantas. La fijacién de nitrégeno generalmente

15
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FIGURA 11.4
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ocurre en respuesta a la baja concentracion de amonio. En habitats terrestres, el grado de
fijacién de nitrégeno por rizobios simbidticos es a menudo de dos o tres érdenes de magnitud

mds alta que el grado de fijacién exhibido por bacterias fijadoras de nitrégeno de vida libre.

Aunque el grado de fijacién de nitrégeno en el suelo por bacterias libres es bajo, estas
se encuentran ampliamente distribufdas. El grado de fijacion de nitrégeno por las bacterias
libres, tales como Aatobacter y Azspirillium es mds alto en Ia zona de la rizésfera que en un
suelo carente de rafces. Esto sucede debido a la disponibilidad de compuestos orgdnicos de los
exudados de las raices que permite incrementar la eficiencia de la transferencia de nitrdgeno a

los organismos fotosintéticos.

En habitats acudticos, cianobacterias cono Anabaena y Nostoc, son los géneros mds
importantes capaces de fijar nitrégeno atmosférico. Algunas de estas bacterias forman
heterocistos, los cuales separan el oxigeno inhibidor de la nitrogenasa, del oxfgeno involucrado
en los fotosistemas. El grado de fijacién por cianobacterias, es generalmente uno o dos ordenes
de magnitud mds alta que por bacterias libres del suelo no fotosintéticas.

La fijacién de nitr6geno también ocurre dentro del tracto digestivo de algunos
animales, tales como termitas; para estos en organismos que consumen primariamente
celulosa, el nitrégeno libre es importante para la formacién de protefnas. Substancialmente la
fijacién del nitrégeno se ha observado en ambientes caracterizados por abundacia de fuentes de
carbono y por escasez de nitrégeno, tales como tromcos en descomposicion o suclos
contaminados con petréleo {4].

AMONIFICACION.- Muchas plantas, animales y microorganismos son capaces de realizar la
amonificacion, este es un proceso en el cual el nitrégeno orgdnico es convertido a amoniaco.
El nitrégeno en la materia orgdnica viva o muerta aparece predominantemente en forma
reducida como aminodcidos y aminas. La liberacién de amoniaco de un compuesto orgdnico
nitrogenado simple como la urea, puede ser descrita como en la siguiente ecuacion [4]:

NH,CO NH; + HyO 5 INH; + CO,

17
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La amonificacién tiene una importancia especial para ¢l desenvolvimiento de la vida en
las aguas puesto que, gracias a este proceso, se estd incorporando constantemente amoniaco al

ciclo del mtrégeno [119].

En ambientes acuosos dcidos y neutros el amoniaco existe como i6n amonio, parte del
amonio producido por amonificacién es liberado de ambientes alcalinos a la atmdsfera, donde
es relativamente inaccesible a los sitemas bioldgicos. El amoniaco y otras formas del nitrégeno
dentro del atmo-ecdsfera estdn sujetos a transformaciones quimicas y fotoquimicas y pueden

ser regresadas a la lito e hidroecdsfera en forma de precipitacién.

Los iones amonio pueden ser asimilados por numerosas plantas y microorganismos, que
lo incorporan a aminodcidos y otras moléculas nitrogenadas. La incorporacién inicial de
amoniaco por los organismos es a menudo realizado por reacciones de la glutamina
sintetasa/glutamato sintasa o por aminacidn directa de un deido a-ceto carboxilico para formar
un amino deido. La importancia relativa de las dos rutas de asimilacién varian entre habitats y
depende de los factores ambientales y composicion de especies; por ejemplo, a baja
concentracién de NH,' las bacterias acudticas utilizan la ruta de sfntesis glutamina
sintetasa/glutamato sintasa. La incorporacién del grupo amino tamnbién puede hacerse a través

de transaminacidén.

Los compuestos orgdnicos que contienen nitrégeno prodncidos por un organismo,
pueden ser asimilados por otros organismos como fuente de carbono, nitrégeno y energfa. La
transformacion de compuestos nitrogenados no estd restringido a los microorganismos, los
animales por ejemplo, producen desechos nitrogenados tales como la urea, el acido irico la

alantofna y el amoniaco del catabolismo de compuestos orgdnicos nitrogenados [4].

La amonificacién de los nitratos es interesante también en los lagos; representa todo lo
contrario de la nitrificacién, es decir, la reduccién de los nitratos a nitritos y de éstos a
amoniaco. Al parecer, para este proceso estdn capacitadas muchas menos bacterias que para la
desnitrificacién; por ejemplo, diversas especies de los géneros Clostridium y Bacillus, asf

como algunas cepas de Escherichia coli, pueden realizar la amonificacién [119].

18



El Suelo y el Agua cono un Habitat Microbiano

NITRIFICACION.- Consta de dos etapas, la primera se llama NITRACION vy la segunda
NITRATACION [119]. En la nitrificacién, ¢l amoniaco o iones amonio son oxidados a iones
nitrito y después a iones nitrato [4}:

(1) NH;* + 140y~ NO;y + 2HY + H,0
(2) NO; + A0y ——3 NOy

Los dos pasos de la nitrificacién (que son la formacién de nitrito y de nitrato) son
realizadas por diferentes poblaciones bacterianas; normalmente, los dos procesos estdn
estrechamente acoplados y no ocurre la acumulacidn de nitritos. La oxidacién de amonio a
nitrito y la oxidacién de nitrito a nitrato son procesos que producen energfa para las bacterias
nitrificantes (quimiolittrofas) y utilizan la energfa derivada de la nitrificacién para asimilar el
CO,. En la primera reaccién (1) el oxigeno molecular es incorporado en la molécula de nitrito.
La oxidacién del amonio es un un proceso de varios pasos que involucra la generacién de
hidroxilamina (NH,OH), esta reaccidn también produce iones hidrégeno y disminuye el pH de
los ambientes en los cuales se lleva a cabo.

Aunque depende de oxfgeno, el segundo paso de la nitrificacidn obtiene el oxigeno de
una molécuta de agua para la formacién de nitrito; el oxigeno molecular sirve como un aceptor
de electrones. Ambos pasos del proceso de nitrificacidn son aerdbicos y produce sélo bajas
cantidades de energfa.

En el suelo, el género dominante que es capaz de oxidar amonio a nitrito es
Nitrosomonas y el género que es capaz de oxidar nitrito a nitrato es Nitrobacter. Otras
bacterias capaces de oxidar amonio a nitrito son los géneros Nitrosospira, Nitrosococcus y
Nitrosolobus. En adicién a Nitrobacter, miembros del género Nitrospira y Nitrococcus tienen
habilidad para oxidar nitritos a nitratos. Nitrosomonas, Nitrobacter, Nitrospina, Nitrococcus y
Nitrosococcus estdn presentes en ambientes marinos. Nitrobacter, Nitrosomonas, Nitrosospira,
Nitrosococcus y Nitrosolobus son organismos terrestres.

La presencia de nitrito en los mantos fredticos es de mn serio interés, ya que el nitrito
puede reaccionar qufmicamente con compuestos amino para formar nitrosaminas, las cuales
son altamente carcinogénicas, el nitrato en los mantos fredticos también constituye un peligro
para la salud. Mientras que el nitrato por sf mismo no es tdxico, puede ser
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microbiolégicamente reducido en el tracto gastrointestinal para producir nitrito, altamente
t6xico. La acidez normal del estémago en fos humanos adultos tiende a prevenir 0 minimizar
tales reducciones, pero los nifios con baja acidez estomacal son altamente susceptibles a esta
reduccién. El nitrito se combina con la hemoglobina de la sangre causando angustia
respiratoria, también lamada sindrome del bebe azul. La reduccién del nitrato puede tener

lugar también en el rumen del ganado, resultando en enfermedad o muerte del animal.

La presencia de ambos aniones en los mantos fredticos representa un problema en las
dreas agricolas que reciben pesadas concentraciones de fertilizantes sintéticos, que por
lixiviacién contribuyen a dicha contaminacién, El uso deliberado de inhibidores de la
nitrificacién en combinacién con amonio puede minimizar ¢l problema de lixiviacién de nitrato
y al mismo tiempo conducir a una mejor utilizacién del nitrégeno como fertilizante por la
planta [4].

REDUCCION DE NITRATOS Y DESNITRIFICACION.- La nitrificacién es posible
tinicamente en presencia de oxigeno (si bien basta una concentracidn muy baja de este
elemento), pero en medio anaerobio -en presencia de donadores orgdnicos de hidrégeno- se
produce Ja desnitrificacidn, esto es, la reduccion de los nitratos a nitritos y de €stos a 6xidos de

nitrdgeno (NO, NyO) y a nitrégeno molecular{figura 11.5 } {119]

FIGURA 1I1.5
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Las dos vias de la respiracién anaercbia en la que
los nitratos spon los aceptores de hidrégeno. Depnitri-
ficacibn (arriba amonificacidn (gyajo).

in el suelo, los principales generos desnitrificantes son Pscudomonas y Alcaligenes;
numerosos géneros adicionales, tales como Awspirillum, Rhizobium, Rhodopseudomonas y
Propionibacterium, también se han detectado por que desnitrifican bajo las misma condiciones.
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La proporcién de los productos de desmtrificacion depende de los microorganismos
desnitrificantes y de las condiciones ambientales. A bajo pH se forman grandes proporciones
de 6xido nitroso; en cambio, la formacion de nitrégeno molecular se favorece por un adecuado

suministro de equivalentes reducidos.

Simultdneamente con la desnitrificacién, la materia orgdnica es oxidada, la utilizacion
de glucosa mediada por la reduccién de nitrato por Pseudomonas desnitrificans puede ser

descrita por Ia siguiente ecuacion:
CeHyo0s + 4NOQ; -3 6COy + 6Hy0) + 2N,

Los iones nitrato pueden ser incorporados a la materia orgdnica por una variedad de
organismos a través de una reduccién asimilatoria. Un grupo heterogéneo de microorganismos,
incluyendo muchas bacterias, hongos y especies de algas, son capaces de reducir nitrato
asimilatoriamente; este proceso de reduccién involucra diferentes sistemas enzimndticos,
incluyendo nitrato y nitrito reductasas para formar amoniaco, el cual puede posteriormente ser
incorporado como amino dcidos.

Ya se dijo que en ausencia de oxigeno los iones nitrato pueden actuar como aceptores
de electrones. El proceso es conocido como reduccién no asimilatona de nitrato; durante este
proceso, el nitrato es convertido a una variedad de preductos mientras la materia orgdnica es
oxidada. En ausencia de oxigeno, la reduccién no asimilatoria de nitrato permite utilizar los
compuestos orgdnicos con una produccién mds alta de energfa que durante los procesos
fermentativos.

Alcaligenes, FEscherichia, Aeromonas, Enterobacter, Bacillus, Flavobacterium,
Nocardia, Spirrillium, Staphylococcus y Vibrio son algunas bacterias anaerobias facultativas

que reducen nitratos a nitritos bajo condiciones anaerobias.

En los rfos limpios, es decir, no contaminados por aguas residuales, no se producen
pérdidas notables de nitrégeno por desnitrificacion, debido a que el consumo de oxfgeno es
mucho menor, incluso debajo de una eventual capa de hiclo. Dichas pérdidas son posibles allf
inicamente en las zonas como lagos o estanques, Los procesos de mitrificacion |y
desnitrificacién pueden cursar también paralelamente en las aguas que contengan abundantes
detritus y especialmente en los sedimentos [ 119].
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11-1-1-3 Ciclo del Azufre

El azufre es un componente esencial de las protefnas y es ademds requerido por todas
las formas de vida. En la naturaleza, el azufre existe en la forma de azufre elemental (S) y en
diferentes estados de oxidacién que incluyen al sulfuro de hidrégeno (H,S), sulfitos (SOJZ') y
sulfatos (SO,%). Los depésitos naturales del azufre elemental son debidos a la accion volednica

y a la actividad microbiana [150].

El azufre es un elemento reactivo con una valencia estable de -2 a +6 en las siguientes

formas |4}

Forma Ejemplo Estado de
oxidacién
s+ Sulfuros, mercaptanos -2
s° Azufre elemental 0
5,04 Hiposulfito +2
SO32* Sulfito +4
SO, Sulfato +6

La actividad microbiana que participa en este ciclo es de vital importancia, ya que
algunos microorganismos tienen la capacidad para oxidar varios compuestos azufrados
mientras que otros lo reducen.

El azufre en forma elemental no puede ser usado por plantas o animales. Sin embargo,

algunas bacterias pueden oxidarlo a sulfato (SO4% ), que es una forma fécilmente disponible |

para todas las formas de vida. Un ejemplo de tales microorganismos es el autétrofo
Thiobacillus thigoxidans, el cual lleva a cabo la siguiente reaccién:

28 4+ 2H20 + 30, - - 2H,80; ~———— 2H" + SO
Azufre elemental fic. sulfiirico i6n sulfato

Algunas especies de Thiobacillus como T. thioparus y T. nowellus son acidéfilas y
quimioautétrofos que realizan dicho proceso bajo condiciones aerdbicas, en ¢l cual se produce
dcido, reduciendo el pH de los suelos alcalinos. Estos microorganismos obtienen su energia
exclusivamente de la oxidacién de azufre inorgdnico y fijan el diéxido de carbono. Muchas
especies de Thiobacillus son aerobios obligados requiriendo de oxigeno molecular para la
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oxidacion del azufre inorgdnico, sin embargo Thiobaciflus desmitrificans puede ulilizar iones
nitrato como aceptor finad de electrones en la oxidacion de azufre morgdnico como se presenta

en la siguiente ecuacion:
ANO3 + 38 iy 38047 + 2N,

Miembros del género Sulfolobus, una wqueobacteria, oxida azufre elemental en

habitats calientes y acidos para generar su energia requerida [ 1),

sin embargo, las especies del género Thiobacillus son las mds importantes para oxidar
el azufre en las aguas. Lista importancia reside en que pueden oxidar también el azifre en el
medio anaerobio de la zona afdtica en presencia de nitratos. Los tiobacilos parecen encontrarse
en todas las aguas, pero sélo pueden intervenir en ¢l ciclo del azulre cuando estd presente el
H,S [119}).

Las plantas, algas y muchos microorganismos heterdtrofos asimilan azufre en la forma
de sulfato, para la incorporacion dentro de la estructura de la cisteina, metiomna y coenzimas
en la forma de grupo sulfidrilo (-SH), ¢l sulfato necesita ser reducido a sulfuro por medio de
una reduccién asimilatoria de sulfatos, Cuando las plantas mueren. los microorganismos del
suelo degradan las protefnas de la planta liberando Jos amino dcidos y mercaptanos. Estos son
ademds degradados por enzimas Ilamadas desulfidrasas, como se presenta en la siguiente
ceuacion en donde el azufre es liberado en forina de sulfuro de hidrégeno [4,111]:

Cisteina desuifidrasa
HSCH,CHNH,COOH + H,0 > HOCH,CHNH;COOH + H,S

Cisteina : Senna

El azufre elemental puede asumir un papel similar al oxfgeno en los procesos
respiratorios. La especie  Desulfiromonas acetoxidans crece -en acetato y reduce

estequiométricamente en condiciones apacrobias el azufre elemental a HpS:
CH;COOH + 2H;0 + 48° ——e - 2C0; + 4H,8

Recientemente, se aislaron de vertientes volcdnicas arqueobacterias termdfilas cuya
temperatura Gptima de crecimiento es de 105°C, cstas bacterias son capaces de usar azufre ¢
hidrogeno para sus procesos respiratorios. Esta nueva forma de metabolismo quimiolitotrofo

puede ser descrito por medio de Ia siguiente ecuacion {4]:
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HyO + 8§ - my HyS

Durante la reduccion bacteriana de sulfatos, puede liberarse H,S al aire, perdiéndo as{
este sustrato, el proceso se llama desulfuracion, se trata, por tanto, de un fendmeno paralelo a
la desnitrificacidn, pero los reductores de los sulfatos son casi siempre microorganismos
anacrobios estrictos de los cuales el reductor mds ampliamente distribuido es
Desulfufovibrio desulfuricans [ 119].

El sulfato puede ser reducido a sulfuro de hidrégeno por otros microorganismos. Por
ejemplo, la bacteria anaerobia Desulfotomaculum puede realizar el proceso segin la siguiente

ecuacion [111]:
8H + CaS0; ——-- > HyS + 2H,0 + Ca(OH),

Las dos especies anteriores son las bacterias reductoras de sulfatos mds comunes. Sin
embargo, algunas especies de Bacillus, Pseudomonas'y Saccharomyces también liberan sulfuro
de hidrégeno a partir de sulfatos, pero estos organismos no parecen jugar un papel principal en
la reduccidn no asimilatoria de sulfatos |4].

Algunas especies de bacterias fototroficas pirpuras y verdes pueden oxidar el sulfuro
de hidrégeno que es producido por a reduccion de sulfatos y la descomposicién anaerdbica de
aminodcidos; este proceso de oxidacién genera azufre elemental [ 111

Enzimas, luz

CO; + 2H,8 3 Hy0 + (CHy0), + 28
Carbohidrato

Las bacterias sulfireas fotosintéticas, que son capaces de fotoreducir CO, mientras
oxidan H,S pertenecen a las familias Chromatiaceae y Chlorobiaceae {4].

En presencia de oxigeno, los compuestos de azufre reducidos son capaces de mantener
el metabolismo quimiolitétrofo microbiano, como en los géneros de Beggiatoa, Thiovulum,
Thiothrixy Thermothrix que son capaces de oxidar H,S de acuerdo a la siguiente ecuacién:

HoS + 1405 > §° + Hy0
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Durante el proceso de oxidacion las células depositan particulas de azufre. En ausencia
de H,S estas particulas de azifre son lentamente oxidadas a sulfatos, El ciclo del azufre se

representa en la figura 1.6 {4,111].

FIGURA 1L.6
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11-1.1.4 Ciclo del Fésforo

El fésforo es esencial para el crecimiento y desarrollo de todas las formas de vida. Sin
el {6sforo no podrian existir compuestos orgdnicos que contienen fésforo tales como la
adenosina trifosfato (ATP), dcido desoxiribonucleico (DNA) y dcido ribonucleico (RNA).

Los organismos adquieren su fdsforo en forma de fosfatos inorgdnicos PO y lo
convierten a fosfatos orgdnicos que son importantes en el metabolismo de carbohidratos, grasas
y dcidos nucleicos. Los animales inferiores obtienen su f6sforo como fosfatos inorgdnicos en el
agua o como fosfatos orgdnicos e inorgdnicos en el alimento que consumen. Como en las
aguas hay a veces cantidades considerables de fésforo fijado (en forma de Cay(PO4); en los
huesos) | 119, 150].

El ciclo de este elemento es de gran imporiancia debido a la capacidad que tienen
muchas bacterias para disolver el fosfato tricdlcico. Esto ocurre principalmente durante la
produccién de dcidos orgdnicos. En la descomposicion del fésforo participan preferentemente
bacterias de los géneros Pseudomonas, Aeromonas, Escherichia, Bacillus 'y Micrococcus,
segtin s¢ ha comprobado en diversos lagos, estanques y reservorios investigados [119].

il fésforo {Figura 11.7} tiene importantes reservorios presentes en los sedimentos
marinos y acudticos. Otros reservorios activos pero mds pequeiios son los fosfatos disuctos en
el suelo y agua y los fosfatos presentes en la materia orgdnica viva y muerta. Un gran
reservorio estd presente en las rocas, tales como la apatita (Cag] POs),.Cal FeCly), pero éste, se

ha dafiado debido a 1a indusiria de fertilizantes.

Aungque los fosfatos normalmente no son reducidos por la microbiota, parece ser que en
algunos suelos y sedimentos ciertos microorganismos tienen la capacidad pani utilizarlos como
aceptores finales de electrones bajo apropiadas condiciones ambientales. El fosfato
comunmente sirve como aceptor final de electrones en ausencia de sulfatos, nitratos y oxigeno.
El producto final de la reduccion del fosfato es la fosfina (PHs). Las fosfinas son voldtiles y
poseen ignicién expontdnea cuando tienen contacto con el oxfgeno produciendo un resplandor

verde.
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FIGURA 117
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En muchos habitats los fosfatos se combinan con calcio, siendo entonces insolubles y
no disponibles para las plantas y muchos microorganismos. Algunos microorganismos
heterétrofos son capaces de solubilizar a los fosfatos de estas fuentes, siendo entonces
asimilados. El mecanismo de Ja solubilizacidn del fosfato es normalmente debido a la
produccién de deidos orgdnicos. Estos microorganismos quimiolitétrofos, tales como
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Nitrosomonas y ‘Thiobacillus, mobilizan los fosfatos inorgdnicos por medio de la produccién

de dcido nitrico y sulfiirico.

Las formas solubles de los fosfatos inorgdnicos pueden ser tomados rdpidamente por

plantas y microorganismos y son asimilados en forma de fostatos orgdnicos.

El proceso inverso, la mineralizacion de los fosfatos orgdnicos también estd presente en
el medio ambiente; este proceso es catalizado por fosfatasas que son producidas por muchos
microorganismos. Algunas bacterias y hongos producen fitasas, las cuales liberan fosfatos
inorgdnicos solubles a partir del hexafostato de inositol (dcido fitico):

Hexafosfato de Inositol + 6H,O > Inositol + 6PO,>
Las actividades microbianas pueden también inmovilizar fdsforo, haciéndolo
inaccesible a la comunidad biolégica. L.a asimilacién de fésforo dentro de los constituyentes
celulares microbianos, tales como membranas, remueven fosfato del reservorio disponible.
La precipitacién de fésforo, especialmente en habitats marinos, limita grandemente la

productividad. En los habitats acudticos, el fdsforo puede existir en forina soluble o particulada
y estas formas exhiben diferente reactividad y disponibilidad hacia la comunidad biol6gica [4).
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IiIL.- LA CONTAMINACION DEL MEDIO AMBIENTE Y EL PAPEL DE
1.OS MICROORGANESMOS

La mayorfa de los suelos, rfos y lagos asi como de algunas regiones marinas, sufren
constantemente de una contaminacién intensa, motivada por los desechos y las aguas

residuales.

La depuracién natural del agua y del suelo tiene una importancia extraordinaria, porque
gracias a este proceso los rios, por ejemplo, vuelven a estar limpios hasta cierto punto, unos
kilémetros mds alld de los canales de evacuacion. Los procesos fisicos y quimicos (como lo
son los fendmenos de sedimentacién y oxidacién) tienen un importante papel en la
autodepuracidn, pero son los procesos bioldgicos los que mds contribuyen a esta depuracién
{119]. Los microorganismos constituyen un medio natural para la eliminacién de desechos
indeseables del medio ambiente [37].

El poder de autodepuracién del agua es muy variable. Alcanza su grado mdximo donde
la agitacion provoca la rdpida distribucién de los residuos y permile un activo intercambio
gaseoso con la atmdsfera, ya que la descomposicion de las iinpurezas no suele ser posible mds
que en presencia de oxfgeno, por lo que es necesario suministrar éste continuamente. El poder
de autodepuracién varia también con la estacién del ano (lemperatura, irmdacién), ya sea que
se trate de aguas de rfo, lagos o continentales [ 119].

HI-1 LOS PROCESOS BIOLOGICOS Y LA DEPURACION

las aves, peces y microorganismos participan activamente en la depuracion de las
aguas. Las gaviotas y algunos peces ingieren los fragmentos de desperdicio de mayor tamaiio,
pero en conjunto no pueden utilizar como alimento mds que una parte muy escasa de-los
contaminantes. La importancia de los animales inferiores es algo mayor, sobre todo larvas de

insectos, gusanos y protozoos, que consumen fragmentos pequefios y las particulas mds

29



La Coniungnacion Ambiental y el Papel de fos Microorganistos

insignificantes; pero el papel mds importante corresponde a las bacterias y hongos, porque
tienen capacidad para poder degradar tanto los compuestos orgdnicos presentes en forma sélida
como los disueltos convirtiéndolos en los casos mds favorables, a CO,, agua y sales
inorgdnicas. Por tanto, en condiciones adecuadas, poseen capacidad para la remineralizacion

completa de muchos contaminantes orgdnicos.

Tas la evacuacidn de las aguas residuales sin depurar en Jos rios, suele disminuir el
mimero total de eubacterias existentes en un principio. Después sigue un miximo crecimiento

de protozoarios y algas {Figura I11. 1} [119].

Es bien conocido que los microorganismos son la clave en ciertos procesos
bioquimicos; poseen una gran cantidad de enzimas que participan en diversas rutas vy
mecanismos de contro! que tienen la habilidad para degradar una gran cantidad de compuestos
naturales convirtiendo Jos compuestos qufmicos complejos a materiales mds simples. En la
naturaleza, estos procesos ayudan a limpiar el medio ambiente; por ejemplo, los hongos que
actian sobre los drboles muertos ayudan a degradar las fibras de la madera para alimento. Esto
es el caso de compuestos naturales, sin embargo, ciertos xenobidticos presentes en el suelo
s6lo pueden ser degradados por cepas seleccionadas genéticamente en el Jaboratorio, las cuales

pueden ser obtenidas por:

a) Enriquecimiento natural,
b) Manipulacién genética in vivo

¢) Manipulacién genética in vitro

Los microorganismos participan activamente en el reciclaje del carbono, nitrégeno,
azufre y otros elementos en los ecosistemas, al degradar no sélo los compuestos orgdnicos
naturales, sino también muchos de los sintéticos que son introducidos en la naturaleza a través

de los desechos domésticos e industriales del uso exagerado de fertilizantes y plaguicidas.

La comprensién de los procesos hacia los cuales los microorganismos responden al
stress contaminante es un punto clave para entender c6mo es que funcionan dichos habitats
contaminados: cdmo es que los contaminantes pueden afectar al medio ambiente de forma
negativa y cémo es que los microorganismos responden degradando dichos contaminantes. La

investigacion en este campo busca aplicar principios similares para convertir los productos
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quimicos sintetizados por el hombre a compuestos no-dxicos o menos téxicos [37,117, 16,
139].

FIGURA 1IL.1
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1] hongo de la pobredumbre blanca, (Phanerochaete chrysosporium), se ha empleado y

estudiado mucho debido a su capacidad de degradar compuestos xenobidticos recalcitrantes que
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incluyen hidrocarburos poliaromdticos y que posee enzimas oxidantes como la ligninasa y

: . 2+ : L
perooxidasas dependientes de Mn"" y que catalizan el paso limitante en la degradacion de
dichos compuestos recalcitrantes | 142},

111-1.1 CONSIDERACIONES AMBIENTALES

Los plaguicidas se convierten en un problema cuando son dispersados mds lejos del
drea blanco. Las caracteristicas de no-biodegradabilidad y acumulacidn de algunos de estos
compuestos han enfatizado el problema.

Las condiciones bajo las cuales los plaguicidas pueden convertirse en contaminantes,
son la lixiviacién y contaminacién de los mantos fredticos del suelo tratado; cuando son
arrastrados de las superficies agricolas y areas urbanas, a causa del mal uso o accidentes,
arrastre por corrientes de los plaguicidas y depositos abandonados de materiales sobrantes y
contenedores vacios. Casi todos los xenobi6ticos se degradan o transforman en otros productos
quimicos relacionados y eventualmente, en biomasa. Estos procesos se dan en rangos muy
diferentes para los diversos xenobidticos.

En algunos compuestos qufmicos los cambios ocurren rapidamente (de horas a pocos
dfas), y a estos materiales se les define como de vida corta. En otros, los cambios son muy
lentos y los plaguicidas pueden estar presentes por un largo‘periodo de tiempo en el medio
ambiente, estos son conocidos como plaguicidas persistentes (recalcitrantes). El grado de
degradacién o descomposicién puede variar dependiendo de las condiciones ambientales tales
como temperatura, luz solar, aire y localizacion.

Algunos xenobidticos presentan el efecto acumulacién en el cuerpo de los animales

(incluyendo al hombre). Estos son llamados xenobidticos acumulativos. . Entre estos

xenobidticos encontramos algunos plaguicidas que también se acumulan dentro de la cadena

alimenticia, como en el caso del DDT {Figura 1I1.2} | 11].
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FIGURA II1.2
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i11-2 MECANISMOS DE BIODEGRADACION

Antes del siglo XX, la biodegradacidn natural tuvo la capacidad de mantener la biosfera
en un relativo estado de seguridad. Pero entonces el ser humano desarrollé la habilidad para
sintetizar industrialmente compuestos quimicos nuevos y estos procesos se usaron a gran escala
para servir a las necesidades de una poblacién en rdpido crecimiento |84].

En la actualidad, mds de 1000 nuevos compuestos sintéticos son puestos en venta cada
aflo, estimdndose la produccién total de compuestos orgdnicos en mds de 300 toneladas por
aio. La inquietud publica sobre los posibles efectos que causan los productos quimicos en el
hombre y en el medio ambiente, se centra en unas pocas clases de compuestos. La EPA, hizo
una lista con los principales compuestos contaminantes que incluyen pesticidas, compuestos
aromdticos y alifdticos halogenddos, mtroaromdticos, bifenilos policlorinados, hidrocarburus
policfclicos aromdticos y nitrosaminas [49,64,117].

En la tabla 111-2.1 se listan algunos ejemplos de compuestos orgdnicos contaminantes
que se han detectado en el suelo y cuya presencia representa un peligro para el ecosistema, ya
que de algunos de ellos se sabe o se sospecha que carcinogénicos, teratogénicos y/o
mutdgénicos [62]. Los compuestos mds problemdticos en este sentido son los aromdticos con
algin grupo halégeno sustituyente (especialmente si el halégeno es el grupo cloro). Los
bifenilos policlorados y los clorobencenos presentan su punto de entrada al medio ambiente
[119,84].

Los compuestos nitroaromdticos son producidos masivamente en la manufactura de
tintes, pldsticos y explosivos. Su descarga en aguas de desecho y su aplicacién como
plaguicidas han ampliado su impacto en el ambiente. A pesar de que muchos de los
compuestos que presentan un grupo nitro sustituyente son sintetizados por microorganismos y
que por ejemplo, la biodegradacién del cloranfenicol genera otros compuestos nitrosustitufdos,
sigue siendo la industria quimica la mds grande productora de nitroaromdticos [64].
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TABLA 11I-2.1

TIPO DE COMPUEST(Q EJEMPLOS

Alifdticos (halogenados) Tricloroetano Cloruro de metileno
Triclorometano  Tetracloroetano

Alifdticos (no-halogenados) Acilonitrilo

Aronuiticos {no-halogenados) Tolueno Fenol
Benceno Cresol
Nitrobenceno

Aromdticos (halogenados) Pentaclorofenol Hexaclorofenol
Clorobenzoato Diclorofenol

Policiclicos (no-halogenados) Naftaleno Bifenilo
Benzo|a]pireno Fenantraceno
Antraceno Benzoja]antraceno

Policiclicos (halogenados) Bifenilos policlorinados .

El problema fundamental que presentan este tipo de compuestos es el ser recalcitrantes.
Muchos xenaobiéticos y compuestos naturales son resistentes a la biodegradacion, pero la
biotecnologfa puede proveer soluciones a estos problemas acrecentando su biodegradacién y
biorremediando el medio ambiente, incluyendo los beneficios y limitantes {Figura 111.3}.
Algunos xenobidticos son répidamente degradados (el p-clorofenol tiene una vida media de 3
dfas) mientras que algunos compuestos naturales como la lignina son extremadamente
recalcitrantes [49].

Es muy probable que no haya distincién enire la biodegradacién de compuestos
xenobidticos y compuestos naturales. En ningin evento, a no ser que la fuente de un
compuesto en particular pueda ser rastreada directamente, es extremadamente diffcil descubrir
hasta que punto la fuente deriva de una natural y hasta que punto fue producido por la
industria manufacturera; por ejemplo, el cloruro de metileno, es un compuesto industrialmente -
importante y ha sido clasificado por la EPA como un contaminante prioritario a pesar de ser
un compuesto natural. Una gran variedad de sustancias aaromdticas participan en los procesos
biogeoqufmicos; su biosfntesis y degradacién forma una parte importante del ciclo natural del
carbono [46,49].
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FIGURA 1IL3
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En 1988 los cientificos comenzaron a hacer uso de los microorganismos para la
limpieza de las aguas téxicas producidas en varios procesos industriales. Por ejemplo, algunas
bacterias pueden actualmente sintetizar algunas enzimas que degradan los comptieslos toxicos a
sustancias menos peligrosas |139]. Una gran parte del trabajo en el laboratorio estd enfocado
en los detalles del metabolismo de compuestos individuales, a menudo se usan colecciones de
organisinos suministradas con altas concentraciones del sustralo puro. Este trabajo es
importante, pero todavfa no se puede apreciar su comportamiento en la naturaleza |49].

El grado de destruccidn del compuesto contaminante puede fluctuar entre un simple
desplazamiento de los dtomos o grupos funcionales (biodegradacién parcial) a Ia completa
oxidacién del compuesto para producir formas inorgdnicas de sus dtomos constituyentes (p.
ejem., CO,, Hy0, y sales inorgdnicas). Este tltimo proceso (mineralizacidn) resulta en una
sucesiva limpieza y sugiere que la destoxificacién también ha sido alcanzada |132). La
completa mineralizacién de un compuesto puede ser un proceso lento que a menudo involucra
muchas generaciones y géneros (en co-metabolismo) de organismos. Si el organismo puede

crecer aerébicamente en un xenobidtico como tnica fuente de energfa, s6lo aproximadamente
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dos terceras partes del carbono puede ser oxidado a CO, y el restante es convertido en nuevo
material celular. Menos biomasa es producida bajo condiciones anaerébicas, los productos

orgdnicos son cominmente acumulados antes de ser finalmente convertidos en metano {491,

Los procesos microbianos pueden ser determinados en muestras de agua y sedimentos
usando técnicas trazaderas y estudios de campo tratando de mantener las condiciones in situ
tanto como sea posible, pero en ocasiones es necesario trabajar con microorganismos aislados
para ayudar a interpretar los resultados obtenidos con las muestras naturales. Los
microorganismos empleados pueden entonces ser manipulados genéticamente para degradar un
compuesto en particular y asi proponerse para ser wtilizados en procesos de biorremediacion
(principalmente para el tratamiento de mantos f{redticos contaminados). De esta forma las
herramientas de la biologfa moiecular y la ingenierfa genética pueden contribuir

sustancialmente al progreso de la biorremediacidn.

El conocimiento de los mecanismos moleculares del ataque enzimdtico y de la
estructura molecular en la biodegradacién de los compuestos quimicos sintéticos es esencial
para aumentar la capacidad de destoxificacion de los biorreactores el problema que de esto
resulta estd en que muy poco se sabe acerca de la sobrevivencia de tales microorganismos una
vez liberados al medio ambiente 87,18}

Muchos compuestos quimicos contaminantes potencialmente téxicos, recalcitrantes o
insolubles, escapan a la degradacién o perturban los sistemas convencionales de tratamiento.
Los procedimientos para el tratamiento biolégico son a menudo inadecuados para remover
dichos compuestos, ya que el uso de microorganismos para el tratamiento de las aguas de
desecho industrial, requiere la extrapolacion de los estudios de laboratorio a los sistemas de
tratamiento en el medio ambiente (in situ), La extrapolacién es imprecisa porque sélo algunos
de los pardmetros quimicos y bioldgicos del medio que influyen en el potencial de
biodegradacion de las cepas de laboratorio, pueden ser fijados bajo condiciones de laboratorio
en experimentos bien controlados. Un problema mayor es el desarrollar y mantener un
microorganismo con capacidad especifica para degradar un determinado compuesto quimico o
el encontrar una cepa autdctona con las caracterfsticas deseadas para el tratamiento [117].

Existen diferentes tecnologias para el tratamiento y destoxificacion de los residuos

peligrosos, siendo las principales:
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A) Tratamiento térmico.- Induce cambios permanentes en los residuos peligrosos; el volimen
final se reduce considerablemente y permite la recuperacién de energfa, ya que es posible
obtener importantes cantidades de vapor a alta presién, a partir de lo cual se puede generar

calor o electricidad.

B) Tratamiento biol6gico.- Utiliza microorganismos desarrollados selectivamente para la
degradacién de ciertas sustancias téxicas. De entre los métodos biolégicos destacan los que se

muestran en la tabla [1-2.2:

TABLA 1il-2.2

I[ TECNOLOGIAS

DESCRIPCION DEL PROCESO O El
EQUIPO

OBSERVACIONES Y
TIPO DE RESIDUO

LODOS ACTIVADOS

Es un proceso que utiliza una masa
activa de microorganismos  (biomasa)
que es capaz de descomponer sustancias
biodegradables en forma acrobia.

Sélo  se

sustancias biodegradables o

wtiliza  para

que puedan ser bioadsor-
bibles.

COMPOSTEO
35,12,43,55]

El
oxidacion biol6gica. Se puede llevar a

proceso  involucra - una
cabo mediante dos métodos:
a) en tierra

b)en reactores.

Los productos resultantes
se pueden utilizar como
mejoradores de suelos.

I

LAGUNAS DE
ESTABILIZACION

ADIGESTORES

ANAEROBIOS

B)
BIOCONTACTADORES

lodos
activados, sdélo qué se leva acabo en

Proceso parecido al de

forma anaerobia.

Se utiliza para  grandes|
volimenes. :

Es un proceso en el que se degrada
la materia orgdnica a metano y diéxido
de carbono en un medio carente de
oxfgeno.

Se utiliza para compuestos
como fenol, dcido fidlico,

propanol, . propilénglicol,

R ——
e

ete.

El contactador tiene una seérie de
discos de poliestireno, cloruro de vinilo
u otro material similar. Estos discos se
sumergen parcialmente en el residuo y
entonces se les adhiere una biomasa de
2-4 milimetros de espesor,

Se  aplica a  residuos
orgdnicos dilufdos.

|
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C) Tratamiento quimico.- Se basa en la modificacion quimica de las propiedades de los
residuos peligrosos, con lo cual las sustancias se convierten en no-toxicas y su solubilidad en

agua se reduce,

D) Tratamiento fisico.- En general, estos procesos separan el residuo por aplicacion de fuerzas
ffsicas o cambiando la forma ffsica del mismo. Sus ventajas son: simplicidad, costo

relativamente bajo y amplio intervaloe de aplicacién [31].

112.1 REACCIONES COMUNES EN XENOBIOTICOS

Desde hace tiempo se ha reconocido la importancia de las comunidades microbianas del
suelo en mediar la degradacion de los plaguicidas; de hecho, uno de los primeros plaguicidas
orgdnicos sintéticos, el 2,4-diclorofenoxiacético, se reconocié la degradacion microbiolégica

como el primer mecanismo de destoxificacién en los jardines.

La degradacion de plaguicidas a través de procesos metab6licos microbianos es de
importancia por ser el primer mecanismo de transformacién biolégica, ya que los
microorganismos pueden proliferar en virtualmente cualquier ambiente imaginable debido a su
notable poder de mutacién y adaptacién y potencial para adquirir capacidades degradativas

cuando se exponen a los xenobidticos.

El metabolismo microbiano de los plaguicidas es a menudo subdividido en dos clases

principales [115,34]:

CATABOLISMO.- A menudo resulta en la mineralizacién del compuesto orgdnico de alguna
porcién del mismo vfa rutas enzimdticas a productos simples de presencia comin y universal
(CO,, NHj). En algunos casos, una porcién de la molécula puede ser mineralizada y otra
porcidn puede acumularse en el suelo (p.¢jem. metabolismo del Carbofuran). Hay que seiialar
que el catabolismo no deberfa ser equiparado con la mineralizacion o la destruccion completa
del plaguicida. La clave para entender el catabolismo es que primeramente €s un proceso
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conducido por el microorganismo con el fin de obtener energia en donde el compuesto

orgdnico sirve como sustrato para el crecimiento.

COMETABOLISMO.- Muchas enzimas degradativas microbianas (catabélicas) no estdn
directamente ligadas a los procesos que liberan energia para el crecimiento. De este modo, las
enzimas que adicionan agua o rompen enlaces quimicos por hidrélisis o fision aldélica,
simplemente sirven para la funcién de suministrar sustratos para las secuencias metabdlicas que
terminan en la produccién de energfa. Cuando ocurre una disyuncidn, sucede la degradacion
incompleta del xenobidtico con la acumulacion de metabolitos. En consecuencia ef xenobidtico
es transformado por reacciones metabdlicas pero no sirve como fuente de energfa para el

microorganismo.,

La transformacién cometabdlica puede conducir a la acumulacién de productos
intermediarios con decremento o incremento de su toxicidad y asf causar impactos ambientales
adversos, y en algunos casos, inhibir el crecimiento microbiano asf como su metabolismo. Por
ejemplo, el 4-clorotolueno se convierte en 3-cloro-6-metilcatecol que ya no puede ser mds
metabolizado. Esto suguiere que el catecol inhibe a las enzimas dioxigenasas que son

esenciales en las rutas degradativas de las moléculas aromdticas.

Existen ademds otros procesos involucrados en la transformacidn microbiana de los

xenobidticos:

1.-Polimerizacién o conjugacidn, en el cual las moléculas del xenobidticos estdn unidas junto

con otros xenobiGticos 0 con compuestos naturales.
2.-Acumulacién, el xenobidtico es incorporado dentro del microorganismo.

3.-Efectos secundarios de la actividad microbiana, en la cual, el xenobidtico es transformado
debido a cambios de pH, condiciones redox, productos reactivos, etc.

La transformacién microbiana de un xenobidtico puede involucrar mds de un tipo de

mecanismo y bajo diferentes condiciones, varios productos pueden ser derivados det mismo

compuesto inicial dependiendo de las condiciones ambientales; pardmetreos tales como efectos
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fotoquimicos, qufmicos y biolégicos que son capaces de causar transformaciones en la

estructura quimica del compuesto [137,34].

Las reacciones mds comunes en la degradacion microbiana de los xenobidticos se

exponen a continuacion {99}

1) HIDROXILACION.- La hidroxilacién microbiana es a menudo el primer paso en la
degradacidn de plaguicidas. La adicién de un grupo hidroxilo en la estructura del xenobidtico
le proporciona mayor polaridad y acrecenta su solubilidad en agua haciéndola ademds mds
reactiva, Las enzimas que catalizan esta reaccién son monooxigenasas, hidrolasas o funciones
mixtas de oxidasas. La hidroxilacion puede ocurrir en el anillo aromitico, o en grupos
alifdticos. Para que se Heve a cabo la reaccidn es necesario la presencia de O, y NADPH en
ese orden. Por ejemplo, el metabolismo del metolaclor por cepas de actinomicetos lleva a

diferentes productos hidroxilados {Figura 111.4}
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2) N-DEALQUILACION.- La N-dealquilacién es una importante reaccion de destoxificacién
para fenilureas, acilanilinas, carbamatos, S-triazinas, dinitroanilinas, y plaguicidas
bipiridinicos. Las sustituciones alquilicas en el anillo aromdtico son a menudo el primer lugar
donde los microorganismos inician la transformacion catabdlica de Ia molécula de un

compuesto xenobidtico.

Las enzimas involucradas representan una mezcla de funciones de oxidasas que
requieren un nicleo de nicotinamida reducido como donador de H. Como ejemplo se presenta
la ruta principal del metabolismo de la atrazina por un cultivo de Nocardia se lleva a cabo por
N-dealquilacién {Figura HI.5}.

FIGURA 1115
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J) B-OXIDACION.- Muchos xenobifticos aromdticos, especialmente herbicidas
fenoxialcanoicos, poseen cadenas de dcido graso que pueden ser metabolizadas por B-
oxidacion. Esta reaccion procede por la ruptura inicial de un fragmento de dos carbonos; el
dcido graso acortado puede ser mds degradado de la misma manera. La sustitucién en el anillo
aromitico de un deido w-fenoxialcanoico especialmente en la cadena lateral, tiene una fuerte
influencia para facilitar la B-oxidacién {Figura I11,6},
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4) DESCARBOXILACION.- Ll desplazamiento del grupo carboxilo por H es otra reaccién
enzimdtica comin Hevada a cabo mediante la actividad microbiana. En el caso de los dcidos
carboxilicos aromdticos, el grupo carboxilo puede ser degradado mds o menos rdpidamente
dependiendo de la influencia de la configuracién y sustitucién en la molécula. La
descarboxilacion es una reaccién microbioldgica muy frecuente en la naturaleza, y se han
detectado varios ejemplos en el metabolismo de los xenobidticos; como Ja descarboxilacién
causada por la microflora del suelo en dcidos benzoicos, bipiridilos de hidrocarburos
halogenados con actividad acaricida {Figura 111.7}.

FIGURA L7
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5) RUPTURA DEL ENLACE ETER.- La ruputura del enlace éter en los plaguicidas puede
disminuir su toxicidad para los organismos blanco. Tal ruptura, la separacién de un
hidrocarburo de un dtomo de oxfgeno que funciona como ligando con la otra porcién de la
moléula. Aunque el mecanismo especifico de esta reaccién no es todavia claro, los estudios
suguieren que la ruptura es catalizada por oxidasas en presencia de nucledtidos de piridina
reducidos y oxigeno molecular. La o-dealquilacidn también representa una reaccion de ruptura
del éter en la cual un sélo grupo alquilo es eliminado. Muchos plaguicidas, tales como
herbicidas de dcido benzoico, organofosfatos, carbamatos, metoxi-S-triazinas, fenilureas y

fenoxialcanoatos, tienen un enlace éter o un grupo alcoxido {Figura I11.8}.

FIGURA 111.8
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6) EPOXIDACION.- La epoxidacion o insercién de un dtomo de oxigeno dentro de un doble
enlace carbono-carbono, frecuentemente resulta en la formacién de productos con mayor
toxicidad ambiental. Por ejemplo, varios microorganismos pueden catalizar la conversion de
ciclodienos clorados como el insecticida aldrin y el heptacloro a sus derivados epdxidos que
son toxicos. Las especies de Aspergillus niger, A. flavus, Penicillium chrysogenum y P.

notatum convierten ¢l aldrin al epéxido dieldrin.

7) ACOPLAMIENTO OXIDATIVO.- El acoplamiento oxidativo o reacciones de
condensacién son catalizadas por fenol oxidasas tales como peroxidasas. En Ia condensacion
del fenol por ejemplo, los radicales ariloxi o fenolatos se forman al remover un ¢lectrén y un
protén del grupo hidroxilo. Los radicales fenolatos resultantes se acoplan entonces con fenoles
u otros compuestos para producir productos dimerizados o polimerizados. Estos procesos que
son importantes durante la formacion de humus, unen compuestos reactivos a través de la
actividad enzimdtica, resultando una mezcla compleja de moléculas polimerizadas. En
particular, los productos de degradacién fenolitica de la lignina producidos por hongos y otros
microorganismos reaccionan entre si con amino dcidos, péptidos, y con plaguicidas que poseen
similares grupos funcionales {Figura 111.9}.

FIGURA I1.9
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Condensacién del 2,4-diclorofenol por
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8) RUPTURA DEL ANILLO AROMATICO.- Muchos plaguicidas orgdnicos tienen uno o
mds anillos aromdticos, y consecuentemente, su catabolismo solo es posible si tiene lugar la
ruptura del anillo. Numerosos microorganismos, especialmente bacterias, son capaces de
romper al anillo bencénico. Los plaguicidas aromdticos con muiltiples y diversas sustituciones
son a menudo completamente resistentes al ataque microbiano, dependiendo de la
configuracién particular de la molécula; el tipo de enlace, el sustituyente(s) especifico, su

posicién y su numero, determina la susceptibilidad a la fision del anillo. Usualmente los
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sustituyentes son modificados o eliminados y los grupos hidroxilo insertados en posiciones
apropiadas antes de que las enzimas oxigenasas puedan causar fa ruptura del anillo. La
diludroxilacion es esencial para fa fision del anillo de benceno bajo condiciones aerdbicas

{Figura 111 10}. Mds adelante se expondrd ¢l mecanismo de hidroxilacién y fisién aromdtica.

FIGURA II1.10
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Ruptura del anillo aromitico del 4- (metilmercapto)-
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9) RUPTURA DEL ANILLO HETEROCICLICO.- Los compuestos carboxilicos aromaticos
que tienen anillos de heterociclos, también estdn sujetos al metabolismo microbiano. A estos
compuestos heterociclicos, sin embargo, se les ha prestado menor atencion, debido a la
dificiitad para identificar sus metabolitos intermedios que se encuantran en cantidades traza.
En plaguicidas con tales anillos de heterociclos, la ruta seguida para los procesos de
degradacion es complicada por los heterodtomos presentes, generalmente N, O y S, los cuales
contribuyen a las caracteristicas individuales significativas  para las reacciones de
descomposicidn. Estos compuestos pueden tener uno o mds anillos de cinco a seis atomos
siendo los mds comunes los de seis miembros como piridinas, triazinas y pirimidinas. Sélo

raramente se han trazado las rutas de descomposicion sucesivas {Figura 1111},

FIGURA 111,11
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Deqradacion del Paraguat y ruptura del anillo de piridina por bacteriae
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10) SULFOXIDACION.- Las reacciones de sulfoxidacién implican la conversién enzimdtica

de un compuesto divalente a un sulfoxido, y ocasionalmente a una sulfona:

S » SO > S0,

La oxidacién de sulfuros orgdnicos (tiveteres), y sulfitos a los correspondientes
sulfoxidos y sulfatos pueden ser catalizadas por microorganismos. Con frecuencia es dificil
distinguir entre las reacciones bioldgicas y quimicas. La observacién de las reacciones de
sulfoxidacion en el suelo 1o pueden ser atribuidas a {a actividad microbiana sin establecer que
Ia catdlisis es verdaderamente de origen bioldgico. Por ejemplo, para el fungicida sistemidtico
carboxina se observa que en ¢ suelo ocurre la sulfoxidacion al 6xido no fungitdxico, S-6xido
(sulféxido de carboxina), pero ya que la reaccién también ocurre en suelos estériles, esto da
una idea de destoxificacién no debida a microorganismos {Figura 11, 12}.

FIGURA I11.12
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Sulfoxidacion de la Carboxina por Ustilago maxdig

1) REACCIONES DE REDUCCION.- Las principales reacciones de reduccion se presentan
en la tabla 11I-2.3. La reduccién del grupo nitro a amina involucra la formacion de
intermediarios de un grupo nitroso e hidroxiamino. Este tipo de reacciones de reduccidn se ha
encontrado durante el metabolismo microbiano de varios compuestos. Los plaguicidas
organofosforados como el Paratién, Paraoxon, son a menudo reducidos a compuestos amino,

los cuales son cominmente inactivos como plaguicidas.
Los sulfoxidos son reducidos a sulfuros. Muchos plaguicidas poseen dtomos de

halégenos que son la causa real de su actividad y del consecuente problema ambiental; ademds,
la eliminacién del grupo halégeno es de primera importancia, y sus reacciones son cusi
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siempre de caracter reductivo; plaguicidas como el DDT, heptacloro, lindano o metoxicloro

pueden ser reductivamente desclorados por varios microorganismos.

I\” TABLA 111-2.3 |

TIPO DE REACCION DE REDUCCION [ REACCION

REDUCCION DEL GRUPO NITRO RNO. — » ROH

L RNO, ---> RNH,

REDUCCION DEL DOBLE O TRIPLE AC=CH, > ArCHCH,

|| ENLACE RC-CH - » RCH=CH,

1 REDUCCION DE SULFOXIDOS RSCOIR’ > RSR’ ”
DESHALOGENACION REDUCTIVA ALCHCL - ArCHCHCL,
Ar="Porcidn aromitica R=Porcién orgidnica

12) REACCION HIDROLITICA.- las reacciones hidroliticas son comunes en el
metabolismo microbiano de plaguicidas. Muchos plaguicidas pueden ser degradados por una
reaccién hidrolitica con la adicidn simultinea de agua. Las enzimas involucradas en las
reacciones hidvoliticas incluyen estearasas, acrilamidasas, fosfatasas, hidrolasas y liasas. Los
plaguicidas que tienen enfaces tipo déster o umida pueden ser fdcilmente susceptibles de
hidrélisis can los productos resultantes que generalmente pierden su actividad plaguicida
{Tabla I¥1-2.4}. En caso de la deshalogenacion hidrolitica, un haldgeno es intercambiado con
un grupo hidroxilo generada a partir del agua; de este modo, el proceso puede ser categorizado

como una reaccidn hidrolitica.

ﬂ TABLA 111-7.4

TIPO DE REACCION DE HIDROLISIS | REACCION
Ilﬂ[)R()LL'SIS DEL ETER ROR + 11,0 —» ROH + ROH
I[nlnkm_lsm DEL ESTER RC@OIOR” + HO- - RCO)OH + R'OH
HIDROLISIS FOSFORO-ESTER ROLPOIOR + B0 > (RO),PO)OH + R'OH
HIDROLISIS AMIDA RCEONR'R” + R0~ RC(QO)OH + HNR'R”
DESHALOGENACION HIDROLITICA RCU1ILO - ROH + HC

Ar= Porcién aromdtica R= Porcion orgdnica.
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La transformacién de compuestos xenobidticos durante la biodegradacién es posible gracias
a una serie de reacciones que realizan los microorganismos y que s¢ debe en gran parte a los
sistemas de los citocromos P-450 que son usualmente sistemas multienzimdticos y requieren la
participacién de otras proteinas auxiliares para sus funciones cataliticas. Hay bdsicamente dos tipos
de sistemas P-450 reportados hasta la fecha {Figura HL13}.

FIGURA 11113
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P-458 tipo 1 y tipo Il

i

Los sitemas identificados en el reticulo endopldsmico de organismos eucariotes
corresponden al Tipo | y consisten de una reductasa que contiene FAD y FMN para el transporte de
electrones del NADPH al componente P-450. En este tipo de organizacion los electrones son
donados del NADPH al NADPH-citocromo P-450 reductasa. La NADPH-citocromo P-450
reductasa estd compuesta de dos dominios en la regién N-terminal que une a Ja membrana y al
componente P-450, y un gran dominio hidrofilico que contiene un C-terminal y une a ambas
flavina. En este caso, el flujo de electrones va del FAD a la FMN.

Fl segundo tipo de sitema P-450 (tipo 1), El cual ha sido identificado en mitocondrias y
bacterias, generalmente poseen una especificidad de sustrato muy estrecha. El Tipo 11 del citocromo
P-450, en adicién a la reductasa que contiene FAD, usa una pequena proteina redox con hietro-
aziifre (ferrodoxina) para la transferencia de electrones al compouente terminal del P-450. En la
figura 11114 ilustra la naturaleza prostética de los comonentes de fa proteina involucrados en el
transporte de electrones en el sistema Tipo I P-450. El citocromo P-450 contiene un grupo simple
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prostético hicrro porfirina IX (hemo) ligado a la apoprotema por un inico enlace tiolato con

cisteina,

Grupo prostético de un
conponente de la reductasa
(Flavin adenina dinucledétido)

firina IX).

Grupo prostético del componente
del citocromo P-450 (hemo, protopor-

§-Cys

FIGURA IIL 14
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Grupo prostético del componente
de la ferredoxina.

Naturaleza prostética de varios
componentes del citocromo P-450
Tipo II

Un tercer tipo de organizacién del componente P-450 se ha encontrado en la especie de

Bacillus megaterium. En esta bacteria el P-450 es catalfticamente suficiente por s{ mismo, no

requiriendo la presencia de protefnas auxiliares transportadoras de electrones, efectda sus reacciones

oxidativas en presencia de piridin nucledtido reducido.

Todas la enzimas P-450 estudiadas a la fecha tienen ciclo catalftico comtin {Figura I 15} a

través del cual rompen reductivamente oxfgeno molecular llevando hacia la hidroxilacion de su

sustrato.
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FIGURA IIL15
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[Ciclo catalitico del citocromo P-450]

HI-2.2 HUMIFICACION Y POLIMERIZACION

En numerosos casos, la biotransformacién sin la biodegradacién, puede mejorar el
grado de la toxicidad asociada con los contaminantes orgdnicos via humificacién o mecanismos
de polimerizacién. Aunque esto no es un ejemplo cldsico de una biorremediacion, no obstante,
es una reacccién comin en el suelo que resulta en el translado efectivo de los compuestos’

toxicos de la fraccidn soluble del suelo a la fraccién insoluble,

La biodegradacién de los hidrocarburos del petrdleo por uso de tratamientos parecidos
a los métodos de las tierras de cultivo pueden conducir a la humificacién de hidrocarburos
poliaromdticos, y otros estudios han indicado que los compuestos halo-orgdnicos reletivamente
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recalcitrantes tales como los PCBs y ¢l PCP pueden ser incorporados dentro del material

hiinico.

En algunos casos la polimenizacion de los compuestos orgdnicos puede conducir al
incremento en la toxicidad como cuando las aminas aromdticas son polimerizadas para formar
compuestos azo. No obstante, muchos productos polimerizados son menos toxicos que el
compuesto original; por ejemplo, varios compuestos fendlicos se encontraron menos toxicos
después de su copolimerizacidn con componentes naturales del suelo tales como deido siringico

132}

1E-2.3 ACUMULACION/ESTABILIZACION MEDIADA BIGLGGICAMENTE

Los procesos biolégicos ¢ sus componentes pueden también ser usados para colectar o
secuestrar los xenobidticos en su estado intacto sin modificaciones quimicas. Por ejemplo, los
metales pesados potencialmente téxicos pueden ser concentrados y colectados por medio de enlaces
especificos 0 no especificos del i6n metdlico a la célula, componentes celulares, o proteinas.
Después de separarse fisicamente del medio ambiente, pueden ser recobrados o estabilizados y
enterrados. El material biol6gico adsorbe ¢l material contaminante (bioadsorcién), y el mecanismo
es puramente fisico o quimico siendo el resultado final la acumulacidn del contaminante. Los
componentes bioldgicos pueden estar vivos o muertos (inactivados) y ¢l mecaanismo no involucra
necesariamente el metabolismo celular activo. Los resultados con algas en este aspecto han sido los
mds prometedores; sin embargo, también se ha probado que células bacterianas y fingicas enlazan

metales en solucién,

Los mecanismos no-especificos de enlace son andlogos a las resinas de intercambio de iones
en que los componentes de Ja pared celular estdn formados de muchos grupos idnicos funcionales
(grupos amino, catboxilo, hidroxilo). El enlace especifico de los metales tales como cobre y cadmio

son mediados por grupos sulfidrilo especificos | 132},
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1i1-2.4 TRANSFORMACIONES ABIOTICAS

La mineralizacién o la completa biodegradacién de una molécula orgdnica en el agua y
suelo, es muchas veces consecuencia de 1a actividad microbiana, Pocos mecanismos abiéticos

en la naturaleza convierten totalmente los compuestos orgdnicos a productos inorgdnicos [37].

Sin embargo, las transformaciones abiéticas también pueden influenciar el destino de los
compuestos contaminantes y son de particular importancia en suelos y sedimentos. Las
transformaciones abidticas tales como la hidrdlisis, reacciones de dxido-reduccién, y
fotodegradacién, son distintas de las pérdidas abidticas tales como la absorcién, lixiviacidn y
remocién, las cuales resultan en la migracién del compuesto intacto (por ejemplo del suelo al aire).
Es importante ¢l entendimiento de estas reacciones que pueden ser usadas para ciertos tipos de
biorremediacién porque asi puede completarse la destoxificacion y degradacion de diferentes
reacciones que a veces son incompletas en una biotransformacion,

Las reacciones hidroliticas son decisivas para determinar el destino de ciertos compuestos
orgdnicos en el suelo. Con muchos plaguicidas, una hidrélisis abidtica inicial puede ser el primer
paso de la degradacién para generar productos los cuales son subsecuentemente mineralizados por
microorganismos del suelo lo cual puede ser considerado como degradacién abidtica-bidtica.

El efecto de la radiacién solar en la disipacién o atenuacién de los compuestos quiinicos
contaminantes ha sidoestudiada principalmente en el tratamiento de plaguicidas, y es otro ejemplo
del papel potencial que las transformaciones abidticas pueden jugar en ia biorremediacién. Por
e¢jemplo, se ha comprobado que la radiacién solar contribuye a Ja biodegradacién parcial de los
PCBs in vitro,

Inversamente, las transformaciones abidticas pueden completar las degradaciones que
fueron iniciadas por el metabolismo microbiano. Por ejemplo, herbicidas tales como las acilanilinas
son parcialmente biodegradadas en el suelo a un intermediario que es subsecuentemente
incorporado dentro del material hiimico vfa mecanismos abiéticos.

Las pérdidas abidticas de los contaminantes ocurre por medios fisicos que incluyen
remocion, lixiviacién, o absorcién |132]:
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Remocidn.- Ocurre en materiales voldtiles como son el clorobenceno y el nitrobenceno. En
este caso, el compuesto es eliminado de la matrix contaminada pero no debida a los

microorganismos, sino al cambio de medio que va del suelo al aire.

Lixiviacién.- Puede ocurrir porque el compuesto es soluble en agua o, si no es soluble, porque
se une a otros componentes del suelo;. por ejemplo, los compuestos considerados como
insolubles en agua como los PCBs pueden unirse a superficies hidrofébicas del humus soluble
con lo cual son mobilizados. Otro ejemplo se presenta en la biodegradacion anaerobia del TNT
que procede via reduccién del grupo nitro a intermediarios aminos que, en presencia de

oxigeno, se dimerizan a compuesto diazo que son lixiviables.

Absorcién.- La absorcién del compuesto, especielmente en compuestos insolubles en un
componente de la matrix contaminada, o en biopeliculas dentro del biorreactor, puede ser de
una magnitud tal que aparentemente el compuesto ha desaparecido sobreestimado Ia
biodegradacién del compuesto. Un ejemplo es la degradacién de los PCB en los biorreactores.

111-2.5 FACTORES QUE AFECTAN LA BIODEGRADACION

El grado de descomposicion microbiana de un compuesto quimico en el suelo y en
medio lfquido es mediado por tres factores:

I) Disponibilidad del compuesto quimico.
2) La cantidad de estos microorganismos o sistemas enzimaticos.
3) El nivel de actividad de estos organismos o sitemas enzimdticos.

La disponibilidad de un compuesto quimico para una poblacién microbiana en medio
sdélido o liquido es determinado por las propiedades ffsicas del compuesto. Los factores
ambientales tales como pH, temperatura, nivel de humedad del suelo, y composicion del suelo
son reguladores importantes de la actividad microbiana, y ademds del grado de degradacion del
compuestos quimico |37].
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Las razones por las que un compuesto es recalcitrante son imagen en el espejo de los

factores que afectan el grado y extensién de la biodegradacién {Tabla H1-2.5} en un medio

ambiente particular {49].

TABLA 1I-2.5 J
FACTORES QUE AFECTAN LA POSIBLES RAZONES PARA LA
BIODEGRADACION RECALCITRANCIA
EN LA MOLECULA [ Concentracion del sustrato alta (téxica) o baja
Concentracién El sustrato es adsorbido a arcilla, humus o es

Solubilidad en agua; agualtpido. Coeficiente de

particién

Sélido/tquido/gas; volatilizacidn.

Toxicidad

Posibilidad de  reacciones  expontdneas  no-
enzimdticas

ffsicamente indccesible,

La temperatura, pH, pO, es alta o baja; las
condiciones iénicas son inaprapiadas.

EN EL MEDIO AMBIENTE

Los organismos apropiades no existen o no estdn
presentes en el medio, quizds por depredacidn,
parasitismo o viabilidad pobre.

Disponibilidad mecdnica

pH, pO,, temperatura, potencial redox,

Presencia de interfases.

Composicion y concentracion ionica.

Calidad e intensidad de luz

Presencia de co-metabolitos, nutrientes esenciales,
radicales reactivos, otros compuestos orgdnicos e
inorgdnicos.

Presencia de organismos apropiados y pldsmidos.
Cantidad de agua

Hay inadecuados nutrientes o co-metabolitos.

H E1 sustrato no es susceptible al ataque inicial por ser
grande y/o insoluble y no hay las apropiadas
enzimas extracefulares.

El sustrato:

-No es transportado al interior de Ia célula,

~-No hay para éf las enzimus adecuadas.

-No induce las enzimas apropiadas o factores de
transporte.

-Es convertido a productos 1dxicos o interficren con

el metabolismao celular,
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11-3 LA BIOTECNOLOGIA EN LA BIORREMEMACION

El mantener la calidad ambiental ha sido un problema continuo desde Ia aparicién de Ia
civilizacién. El hombre, através de sus actividades industriales, agricolas y domésticas, ha
provocado modificiones fisicas, quimicas y bioldgicas en su medio ambiente, muchas de las
cuales han tenido un efecto negativo, La biotecnologfa tiene un impacto muy importante en el
control y mantenimiento de la calidad ambiental. Esto es manifestado a través del
mejoramiento e innovacién de los procedimientos de tratamiento de desechos, asi como el

aumento del uso de la biotecnologia en ta industria quimica y agricola.

Las industrias estdn rdpidamente desarrollando nuevas téenicas que emplean el uso de
microorganismos para producir sistemas de reciclamiento, control de efluentes, fuentes
alternativas de energfa y productos quimicos de uso industrial, asf como un nuevo
aprovechamiento de la agricultura. En los paises subdesarrollados, esta actividad, conocida
como tecnologifa apropiada, podria brindar un incremento sustancial en el estdndar de vida y
mds importante, en la calidad de vida de muchas personas {7].

I11-3.1 GENERALIDADES

La remediacién ambiental, especfficamente {a limpieza de suelos contaminados, y
diversos cuerpos de agua, es uno de los problemas técnicos y sociales que se nos presenta
actualmente. Los contaminantes tienen diversos origenes y causan una seric de problemas que
inclusive se presentan lejos del sitio de contaminacién. También los sitios que se encuentran
contaninados son variados y las tecnologfas que se han utilizado para el fratamiento. Dichas
tecnologias usadas en ¢l tratamiento de los residuos peligrosos se han agrupado en las
siguientes categorfas | 1106]:

sFisicas.
*Quimicas.
sBioldgicas (Biorremediacion).

A
L



La Contmmninacidn del Medio Ambiente y el Papel de los Microorganisios

¢ Destruccién térmica.
*Procesos de fijacion y estabilizacion.

La biorremediacién, en términos sencillos, es el uso con fines benéficos de los

microorganismos y algunos tipos de plantas en la restauracién de sitios contaminados |[89].

En general, un proceso bioquimico normal para los microorganismos, degradar los
compuestos que encuentra en su medio ambiente con el fin principal de obtener carbono y
energfa para su metabolismo, se ha convertido en un proceso tecnoldgico para remediar gran
parte de la contaminacién que sin querer, nosotros mismos hemos provocado. Es asf que
utilizadas concientemente y aplicadas, a veces con una sofisticada tecnologia, las notables
capacidades degradativas de diversos microorganismos se convierten en el conjunto de

procesos que se han dado en llamar biorremediacién.

La biorremediacién puede ser un proceso realizado por una sola especie microbiana o

por varias especies {121,

Los procesos bioldgicos aplicados a la remediacién de la contaminacion se han utilizado
desde la primera década de este siglo por ejemplo, para tratar desperdicios no refractarios
como aguas negras, aungue su uso para el tralamiento de desechos quimicos peligrosos,
(asociados con la actividad de industrias quimicas), es mds reciente,

Este aumento en las aplicaciones de Ja biorremediacién se debe, ¢n parte, al progreso
del conocimiento que se ha ido adquiriendo acerca de cémo metabolizan los microorganismos
existentes los compuestos quimicos recalcitrantes y ademds, gracias al desarrollo de Jas
técnicas de DNA recombinante y al disefio de nuevas capacidades metablicas se han aislado

estos microorganismos para enfrentar nuevos retos de eliminacién de contaminantes.
Por lo anterior, se ha incrementado el repertorio de reacciones biocatalfticas 1tiles para
aplicaciones en biorremediacién que es posible utilizar ya sea con las células intactas,

componentes celulares o enzimas aisladas |12].

Si se tiene en cuenta la heterogeneidad de los contaminantes, por ejemplo, los derrames
de petrdleo contienen miles de hidrocarburos con diferentes estructuras, la biorremediacién
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representa un verdadero reto, ya que normalmente los microorganismos degradan una séla
clase muy especitica de compuestos; los compuestos con una pequeiia variacion en la posicion

de los sustituyentes pueden permanecer refractarios al ataque de la misma enzima microbiana,

En el caso de los aceites refinados se encuentran cientos de diferentes compuestos; los
bifenilos policlorados son un grupo que representa una gran variedad de clases (ver capitulo
IV9.1). Es frecuente también que en muchos sitios los contaminantes sean combinaciones

indefinidas de aceites, plaguicidas y otros compuestos orgdnicos ¢ inorgdnicos.

Cuando un suelo estd contaminado con compuestos aromdticos, se encuentran
normalmente microorganismos que degradan benceno, tolueno, etil benceno y xilenos en el
subsuelo. Estos compuestos pueden degradarse por un proceso aerébico que los transforma en
catecol o protocatecato, los que pueden oxidarse totalmente por lo que mantienen el
crecimiento del microorganismo; en este caso hay que adicionar una fuente de nitrégeno para

complementar ¢l suelo en el que se encuentran dichos microorganismos [20].

Como una alternativa, los procesos de biorremediacidn pueden estimular la velocidad
de lixiviacién de algunos contaminantes recalcitrantes; este problema se presenta también en
bodegas de almacenamiento (contencidn), de residuos peligrosos como es el caso de
combustibles fdsiles pesados, de creosota y explosivos (TNT y otros nitroaromdticos).

111-3.2 MECANISMOS DE BIORREMEDIACION

Las diversas opciones de biorremediacion incluyen muchos diferentes tipos de
mecanismos de atenuacién que puede, dependiendo de la naturaleza del compuesto y de Ila
matriz contaminada, producir diversos resultados finales. Los mecanismos caracterfsticos de la
biorremediacién pueden resultar en la separacién fisica, destoxificacién, o destruccién del
compuesto contaminante [132). La habilidad para predecir la liberacion y flujo de los
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contaminantes desde la fuente de desechos es un paso critico en la aseguracién del impacto

para el medio ambiente y para el disefio de la estrategia de biorremediacion.

La mezcla de contaminantes en la superficie son sujetos a la accién simultdnea de
diversos procesos quimicos y microbioldgicos. Muchos factores y variables estdn involucrados
en la migracién de contaminantes en la superficie. Algunos de estos factores son la capacidad
de adsorcion del suelo y la de los contaminantes en particular o de la mezcla de contaminantes.
La transferencia microbiana de adsorcién y de absorcién de los microorganismos puede afectar
la migracién de los contaminantes. Las condiciones de la superticie tales como la
disponibilidad de oxfgeno, pH y temperatura también pueden afectar el grado de migracion del

compuesto | 145],

La biodegradacién puede ocurrir sin la migracion de contaminantes de una parte del
medio ambiente a otra, como es a menudo el caso con otros métodos de remediacion:
remocion de aire de aguas fredticas contaminadas, incineracién de materiles contaminados, y la
siempre usada adsoreién con carbén activado. Todo contribuye a la contaminancién cruzada
por la produccion de residuos peligrosos a menudo mds concentrados que la forma original que

necesitaba ser dispersa {20,50].

Las bacterias que estdn presentes naturalmente en el medio ambiente son capaces de
degradar una amplia variedad de contaminantes orgdnicos {Tabia 11I-3.1}. La vasta mayorfa de
los contaminantes que a la fecha han sido tratados por biorremediacion son derivados del
petrdleo incluyendo combustibles, solventes del petrdleo como acetona y cetonas y HPAs

presentes en alquitrdn de carbon y creosota [76].

TABLA HI-3.1
BIODEGRADABILIDAD DE DESECHOS ORGANICOS PELIGROSOS

RAPIDAMENTE MODERADAMENTE DIFICIL DE DE GRADAR

DEGRADABLE DEGRADABLE
Gasoling, combustible disel, Penrrdkeo crudo, lubricantes, TCE, PCE, clururo de vinilo,
Tolueno, benceno, alcohol alquitrin de carbdn, PCBs, DDT, Clordano,
isopropflico, metanol, creosotas, pentaclorofenol, Heptaclor
acetona, cetonas, fenoles, nitrobenceno, aniling,
acrilonitrilo. naftalenus, compuestos

alifiticos de cadena larga.
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Los procesos de biorremediacién comercial usados para la biodegradacién del petréleo
asf como para el tratamiento de los desechos peligrosos utilizan bacterias aerdbicas presentes
en forma natural en el medio ambiente. Por medio de una secuencia de pasos metabélicos la
bacteria oxida el carbén contenido en los contaminantes a diéxido de carbono y agua {Figura

11116}, y algo del carbono es incorporado a la formacién de nueva biomasa [ 76).

FIGURA 1II.16
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Para desarrollar un proceso de biorremediacidn se deben de tomar en cuenta: (1) el
problema y el sitio (el o los compuestos a degradar y su ubicacién), en el que realizarfa la
biorremediacién, (2) desarrollar la tecnologfa en estudios de laboratorio, (3) contar con
métodos de moniteoreo del proceso y (4) evaluar el proceso. Las biorremediaciones
tradicionales se realizan en el suelo, sedimentos, agua y efluentes industriales, aunque muchas
se llevan a cabo en biorreactores con tecnologfa especifica [ 12].
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La industria de la biorremediacidén es un excelente ejemplo de la aplicacion de

organismos degradadores para la limpieza del medio ambiente. La Tabla 111-3.2 enumera

algunas de las compaiifas (en los Estados Unidos) involucradas en la biorremediacion y su

aplicacién.

TABLA 111-.3,2

COMPANIA

UBICACION

APLICACION

Advances Mineral Technology
Air Products and Chemical
Amgen

Battelle

Bioclean

Biotechnica

Chemical Waste Management
Celgene

Ciba-Geigy

Detox

Dow

Ecova

Flow

G.L.

Genex

Groundwaler Technology
Homestake Mining

IGT

IITRY
Monsato
Occidental Chemical

Sandoz Crop Protection

Golden, Colorado
Trexiertown, Pensilvania
Thousand Oaks, California
Colombus, Ohio
Bloomigton, Minesota
Cambridge, Massachuselts
Chicago, Hinois

Summit, Nueva Jersey
Greeusboro, Norte California
Dayton, Ohio

Midiand, Michigan
Redmond

Orange, California
Schenectady, Nueva York
Gaithersburg, Maryland
Norwood, Massachusetts
Reno, Nevada

Chicago, IHinois

Chicago, llinois

San Luis, Missouri

Grand 1sland, Nueva York
Des Plaines, IHtinots

Metales Pesados.,
Compuesins orgdnicos
Triclotoetileno
Aromidticos clorados
Pentaclorolenol

Fenol

Desechos toxicos.
Aromdticos clorados
Herbicidas
Compuestos orgdnicos,
Clorofenoles

Solventes

Aguas negras
Policlorobifenilos
Desechos toxicos.
Solventes

Cianuro

Carbon mineral, sulfiros,
compuestos - halogenados  y
aromiticos,

Dicamba

Herbicidas

Aromiticos Clorados

Herbicidas

Para seleccionar los mecanismos de biorremediacidn y su integracién con otras

tecnologias es necesario primero conocer y entender cuales contaminantes son susceptibles a la

biorremediacién asf como sus propiedades quimicas y fisicas (solubilidad, volatilidad,

biodegradabilidad), y como los microorganismos son afectados por su presencia en el medio
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asi como la evaluacién de la distribucién en los cuales puede estar localizado un contaminate

en particular:

1.-Adsorcidn a suelos saturados 6 insaturados.
2.-Disolucion en aguas subterraneas.
3.-Liquido flotante en aguas subterraneas o sedimentado en una capa geoldgica.

4.-Como vapor.

Es de gran importancia también, conocer las caracterfsticas del sitio ya que este juega
un papel determinante en la efectividad de la biorremediacién. Tales caracterfsticas incluyen la
geologia, hidrogeologia, permeabilidad del suelo, contenido de humedad, quimica del suelo y
rango de temperatura [76,100,120).

El lugar donde se va efectuar Ia biorremediacién puede ser realizado con tratamiento in
situ 0 in vivo con células si el suelo puede ser excavado. La excavacién, sin embargo, requiere
que el compuesto contaminante se accesible y se encuentre poco profundo. En contraste, la
biorremediacién in situ puede ser implementada si se encuentra bajo edificios y otras dreas con
gran actividad y con poco o ningiin impacto en las operaciones diarias; para una contaminacion
profunda o diseminada, la biodegradacién in situ es a menudo mds efectiva, costeable y
aprovechable |76].

Hay que tener en cuenta también si lo que se busca es destruccioén, destoxificacién o
eliminacidn ffsica del compuesto contaminante, ya que existen diferentes tipos de mecanismos
de atenuacion que, dependiendo de la naturaleza del compuesto a tratar y del sitio donde se
encuentra, pueden producir distintos resultados finales. Un compuesto puede desaparecer:
eliminar fisicamente (secuestrar, destruir), o atenuar, aliviar, reducir su toxicidad o bien, en el
caso de los metales y sus compuestos recolectar y posteriormente eliminar el compuesto tratado
[12].

La biorremediacién in situ puede ser llevada a cabo por dos diferentes caminos: con

ingenierfa o intrinseca.

La ingeniera de la biorremediacién es para acelerar el grado de biodegradacién asi el
tiempo de limpieza es disminufdo muchas veces. Esto ocurre cuando el crecimiento
po
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actividades biodegradativas del microorganismo son acrecentadas por la adicién de aceptores
de electrones (como el oxigeno).

La biorremediacién intrinseca es usada para sitios de contaminacion concentrada, tales
como estanques de hidrocarburos o fugas en tierras de relleno previniendo migracién de los
contaminantes fuera de la fuente. Los aceptores de electrones asi como los nutrientes son
naturales.

Actualmente la biorremediacién in situ es frecuentemente usada en los E.U. para la
limpieza de los sitios contaminados con petrdleo y sus derivados.

Los casos de estudio involucrados en la aplicacién de la biorremediacion son [ 120]:
a) La biodegradacién con ingenieria del benceno, etil benceno y xileno por de bajo de los
tanques que tienen fuga de gasolina y combustible disel
b) La biorremediaci6n intrinseca de un pozo de depdsito de gas natural.
¢) La degradacién de TCE y otros solventes clorados por bacterias metano-oxidantes.
d) La biodegradacién de PCBs de sedimentos in situ.

El grupo Public Service Company of Colorado hired Graundwater Tecnology, i,
Englewood, Colorado diseid un sistema de biorremediacién in situ en Denver para la
eliminacién de hidrocarburos no-voldtiles derivados del petréleo usados en los motores disel y
gasolina acumulados en el suelo. El sistema utiliza la microflora autéctona que es estimulada
para degradar los contaminantes. El método convierte los desechos orgdnicos en biomasa y
productos inofensivos del inetabolismo tales como didxido de carbono, agua y- sales
inorgdnicas.

En ambientes saturados las aguas de cultivo son recuperadas, adicionadas con nutrientes
y refiltradas. El oxfgeno es adicionado por inyeccién de perdxido de hidrégeno o instalado en
un sistema de aspersién. Los nutrientes son adicionados por medio de inyeccién o filtracién. El
oxfgeno es normalmente proporcionado a través de un sistema de extraccién de vapor con
presién negativa {Figura I11.17}. El peréxido de hidrégeno puede proveer grandes cantidades
de oxfgeno disuelto en la fase acuosa ademds de que puede oxidar compuestos orgdnicos
complejos bajo ciertas condiciones como las que se encuentran en las aguas con petréleo, Las
bacterias responsables de la biorremediacién pueden usar el oxigeno disuelto producido por la
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disoctacién del H,O, y/o nitratos provenientes de la oxidacién de compuestos de amonio de la

solucién nutritiva como aceptores finales de electrones [100].

FIGURA 11117
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Algunos de los ejemplos de aplicacién de las diversas tecnologfas de biorremediacién

son los siguicntes:

1.- Limpieza de derrames de petrSleo en el medio ambiente después de la limpieza fisica como

en los casos de |51}

A) Liberacién deliberada de petrdleo por las fuerzas Iraqufs durante la ocupacién de
Kuwait. Se observd la aparicién de un consorcio compuesto de microorganismos
fotosintélicos y no fotosintéticos, entre los cuales destacan las cianobacterias las cuales
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crecen sobre la superficie de la mancha de petréleo en las costas de Saudi (Arabia) y
es el primer signo de autolimpieza del sitio de contaminacién en este sitio | 131].

B) Derrame de petr6leo en las costas de Alaska por el Exxon Valdés [ 139].

C) Aceleracién de la degradacidn microbiana en los suelos de [a tundra [126].

2.- La tecnologfa es necesaria para remover o degradar diversos contaminantes del suclo

(plaguicidas) antes de que la calidad de los mantos frdticos se vea afectada [96).

3.- La tecnologfa puede cambiar un compuesto recalcitrante natural al introducir poblaciones
de microorganismos con habilidades degradantes no presentes en el sitio de la

contaminacién en forma natural {81},

4.- Uso de la modificacién genélica de microorganismos para el aislamiento de enzimas que
contengan las habilidades degradativas requeridas para el tratamiento de sitios profundos

de contaminacidn | 18],

5.- Se usa la estimulacidn de microorganismos autdctonos metanotréficos por la adicién de
metano y oxfgeno requiriendo de varios meses para llevarse a cabo la complela
eliminacion del solvente de los sitios contaminados (suelos saturados, insaturados, mantos
fredticos y lechos de tierras de rellenos sanitarios) con solventes clorados como el CCl,
[128,133].

6.-Uso de asociacidnes rnicrobianas autdctonas y adaptadas que ofrecen la posibilidad de una
répida, efectiva y econdmica técnica para remover los compuestos organometdlicos en

concentracidn baja transformdndolos a compuestos menos téxicos |25].

7.- Tratamiento y limpieza de mantos fredticos contaminados con desechos lfquidos de
contenido radioactivo provenientes de ta VSDDE en Hanford | 128,129].

8.- Remediacién de areas menos contaminadas que no son excavadas. Tratamiento termal
(incineracién), después de un derrame de petrdleo [68,102],

9.- Uso de biorreactores rotativos para la remediacion biolGgica de suelos contaminados con

antraceno | 58].
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Una biodegradacion transforma la estructura de un compuesto; una destruccion o
atenuacion se puede hacer por reacciones de sintesis, por desplazamiento de dtomos o por

oxidacion a CO, y H,0. En todos los casos se logra una destoxificacion.

En el caso de una biodegradacién parcial, la remediacién se considera eficiente sélo si
el compuesto tratado ha perdido su toxicidad o que se ha convertido en un compuesto que es, a
su vez, susceptible de degradar para perder su toxicidad. Estas reacciones secundarias pueden
realizarse por un proceso abidtico cuyo resultado puede ser una polimerizacién o una

degradacién espontidnea.

Un compuesto a tratar puede mantener el crecimiento del microorganismo cuando es
utilizado como aceptor de electrones o cuando provee de la suficiente fuente de carbono o
ambas cosas [132].

La biorremediacién in situ, en la cual los microorganismos degradan compuestos en el
sitio de la contaminacién no estd libre de controversias y a menudo es mal entendida porque no
es fdcil detectar a los organismos por los cuales se realiza el proceso [49,132]. Las
complicaciones ocurren en la zona del subsuelo haciendo la operacién y la evaluacion de la
biorremediacion in  situ mucho mds exigentes que las tradicionales aplicaciones
biotecnoldgicas, tales como el tratamiento de las aguas de desecho. Muchas de las
complicaciones mds importantes son la no-uniformidad de la superficie, y la dificultad y gasto
de la obtencién de muestras representativas ademds de que mucha de la contaminacién queda
fuera del alcance de los microorganismos porque estos son atrapados en fases lquidas no-
acuosas 0 son adsorbidos en partfculas sélidas |120].

Muchos nuevos procesos de biorremediacién son comunes y accesibles para limpiar las
costas contaminadas con petréleo proveniente de derrames de buques petroleros. Sin embargo,
la efeciencia de estos procesos cuando son usados a campo abierto es ain controversial; es
muy diffcil distinguir entre el efecto de biodegradacién por si misma y el efecto del lavado
mecanico debido a la accién de las olas y de las mareas [87].

Entre las limitaciones para la aplicacién biotecnol6gica de la biorremediacion se encuentran:

A) Que puede utilizarse dnicamente para tratar contaminantes biodisponibles. Los compuestos que
estdn adheridos a humus o arcilla son muy dificiles de biodegradar,
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B) Que pueden quedar una contaminacién remanente en el suelo cuando la concentracién del

contaminante que mantiene el crecimiento del microorganismo es ya muy baja.

Sin embargo, la alternativa del cometabolismo logra superar estos problemas (ver pdgina
40) [132].

I1-3.3 TRATAMIENTO DE AGUAS Y EFLUENTES

Una planta de tratamiento de aguas residuales se disefia para remover de éstas los
s6lidos orgdnicos e norgdnicos o sustancias toxicas que sean nocivas a la calidad de los

cuerpos receptores en donde se pretenda disponerlas | 3].

Los diversos procesos que se usan para el tratamiento de las aguas residuales que van a
ser descargadas en un cuerpo receptor consta de las siguentes etapas de tratamiento | 3,8}

l)Coagulacién.- Se refiere a la formacidn de fléculos precipitados mediante los cambios
fisicoqufmicos que tienen lugar entre el coagulante soluble y la alcalinidad del
agua. Esto incrementa el tamaio de los sélidos suspendidos en el agua hasta un
punto en que estos puedan sedimentarse.

2)Floculacidn.-Consiste en agitar suavemente el agua tratada con ¢l coagulante, durante un
periodo de tiempo apreciable, para completar las reacciones de coagulacién,
hasta alcanzar condiciones que permitan que el material floculento se junte y
adhiera formando grandes masas. ademds el material floculante deberd remover
el color del agua que es de caracter coloidal,

3)Sedimentacién. - Es usado para recoger todos los fléculos pesados que ha atrapado la materia
en suspensidn. Este paso permite disminuir la carga en los filtros de arena.

4)Clarificacién.-Se utiliza para eliminar gran parte de la turbidez y sedimentos encontrados en
las aguas superficiales.

5)Filtracién.- Es una operacién unitaria clasificada dentro de las separaciones mecdnicas.
Implica separar partfculas sélidas contenidas en un flufdo. Lis usado para
eliminar y reducir los sélidos suspendidos los cuales:(1)pueden estar presentes
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en el agua cruda que va a ser tratada o (2)puede resultar de los procesos de
coagulacién o procesos deprecipitacion.
6)Aereacion.-Es el proceso mecdnico por el cual se procura un contacto intimo con el agua.
Aunque a menudo la meta es disolver oxfgeno en el agua, la acreacién incluye
también la eliminacion de gases indeseables del agua, tales como CQO, y metano,
T)Cloracién.- Es de vital importancia en los abastecimientos piblicos de agua para la obtencién
de agua de calidad sanitaria.

En el tratamiento bioldgico de las aguas residuales en las instalaciones de tratamiento
(por e¢jemmplo segin los procedimientos de lodos activados o el tanque depurador por
filtracién) los microorganismos desempefian una funcién andloga a la que desarrollarfan en la
autodepuracion natural de rfos, lagos, arroyos, ete.

El lodo activado de las intalaciones de tratamiento posee una poblacién microbiana
caracteristica que consta principalmente de bacterias y protozoarios, mientras que los hongos
desempenan un papel mucho menos importante. Las bacterias mds representativas pertenecen a
los géneros Pseudomonas, Zoogloea, Achromobacter, Arthrobacter, Sphaerotilus y Nocardia.
También intervienen gusanos y larvas de insectos en los tanques depuradores.

La potabilizacién de las aguas superficiales se verifica igualmente con el auxilio de
microorganismos. en los filtros de arena de las instalaciones distribuidoras de agua se
encuentra una microflora caracteristica compuesta en lo esencial de algas, protozoarios y
bacterias los cuales liberan el agua de sustancias extraias que se encuentran en la capa superior
mediante procesos de oxido-reduccidn, Pero las bacterias que se encuentran en el agua son
eliminadas también gracias a los procesos de filtracién y los protozoarios que las ingieren, El
agua que se ha de distribuir no debe contener coliformes ni estreptococos | 119} |

Los sitemas de tratamiento de efluentes, originalmente disefiados para eliminar
aerébicamente compuesto$ orgdnicos del agua para reducir la demanda bioquimica de oxfgeno
(DBO), se han modificado para incluir en ellosun componente anaerébico en el sistema que
permite eliminar también algunos compuestos inorgdnicos; por ejemplo, se pueden eliminar
nitratos del agua, utilizando un sistema de lecho fluido y ayudando asf a evitar la
eutroficacién.
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Las bacterias metilotréficas que llevan a cabo un proceso de desnitriticacion, pueden
crecer mejor si se agrega metano! al biorreactor. Este se elimina por filtros de goteo y de
carbdn granular activado. Las bacterias convierten los nitratos a nitritos y después a nitrégeno
molecular,. si estos microorganismos estdn operando en condiciones co-metabélicas, pueden
degradar cloroformo, aunque obviamente obtienen su energfa del co-sustrato |4}

111-3.4 TRATAMIENTO DE SUELOS

£l biotratamiento de suelos es una alternativa a los métodos fisicoqufmicos para el
tratamiento de suelos. el método biolégico se ha mostrado eficaz en el laboratorio y en plantas

piloto, asi como a escala industrial en eplicaciones comerciales.

De manera natural, las bacterias, hongos, levaduras y algunas cianobacterias son
capaces de llevar a cabo oxidaciones aerébicas de muchos xenobidticos en el suelo. en este
caso, también se requieren nutrientes para incrementar el proceso natural. La cantidad y tipo
de nutrientes depende de la naturaleza del suelo y de la concentracién de los contaminantes.

Cuando el factor limitante para la biodegradacién es el oxfgeno, ia adicién de peréxido
de hidr6geno puede acelerar el proceso de degradacién de los xenobidticos. La adicién de un
adsorbente también aumenta la biodegradacion de ciertos hidrocarburos contaminantes |97}.

Los diferentes procedimientos de iratamientos de suclos utilizan microorganismos
previamente seleccionados para la biodegradacion que, ademds, estimulan la actividad
microbiana autéctona. Sin embargo, las variaciones entre los diferentes procedimientos
dependen de varios factores, entre ellos, la distancia del nivel fredtico a la superficie, la
oxigenacién, el potencial redox y ofras caracterfsticas ffsicas del suelo |24].

En condiciones anaerébicas los microorganismos que crecen en los desperdicios

contaminanantes de Jos sitios de tiraderos municipales en donde pueden en acasiones producir
combustibles potencialmente utilizables para uso industrial o doméstico. El biogas (35%
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metano), es producido por un consorcio de bacterias anaerdbicas que incluye arqueobacterias

metanogénicas |4].

o

TH-3.5 TRATAMIENTO DE EMISIONES GASEOSA

Recientemente ha adquirido importancia la depuracién del aire contaniminado mediante
procesos bioldgicos. A tal fin, se aprovecha la capacidad que tienen los microorganismos para
degradar sustancias voldtiles. Se emplea agua enriquecida con las correspondientes bacterias
que circula por un tanque de areacién. Dicho sistema tiene aplicacién en ganaderfa para
desodorar, por ejemplo, en el aire evacuado en las grandes porquerizas. En el sur de Alemania
lo estd utilizando una industria fundidora a gran escala para limpiar 120 mil m' de aire por

hora, el cual contiene principalmente fenoles, formaldehido y aminas terciarias [119].

En Europa se ha hecho una modificacién de la tradicional filtracién por goteo
desarrollando biofiltros que permiten tratar emisiones de gas y proteger o conservar la calidad
del aire. Los organismos que intervienen en procesos de tratainiento de contaminantes del aire
son comunidades microbianas miiltiples que crecen sobre las superficies sélidas de las
columnas de filtracién, formando una biopelfcula que degrada eficientemente (hasta un 95%),

el pas que atraviesa los filtros | 119,67].
Algunos compuestos voldtiles son degradados en esta forma por consorcios de hongos
que son capaces de asimilar el estireno y ademds degradan tolueno, xileno, a-metil estireno y

propeno,

Varias industrias han utilizado este sistema, tanto fabricantes de pinturas como

procesadoras de alimentos y maderas (produccion de triplay)j61,119].
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IV.- PROCESOS DE BIODEGRADACION Y MICROORGANISMOS
INVOLUCRADOS

Los microorganismos componentes naturales de ambientes acudticos y terrestres, son
agentes potenciales para las transformaciones biol6gicas de diversos compuestos (ubicuos y
contaminantes) que entran o estdn en forma natural en un ecosistema. Usualmente ocupan un
volumen menor del 0.1% del suelo, pero son responsables de numerosas transformaciones en el
ciclo de los elementos y energfa en la naturaleza como ya se ha descrito. La densidad microbiana
puede ser tan grande como 10’ por gramo de suelo, con una biomasa de varias toneladas por
hectdrea, La poblacién microbiana existe en un equilibrio dindmico formado por interacciones de
factores bidticos y abidticos que pueden ser alterados por modificacion de las condiciones

ambientales.

Los microorganismos ticnen la habilidad para degradar una amplia variedad de compuestos
quimicos, de polisaciridos simples, aminodcidos, proteinas, lipidos, etc., hasta materiales mds
complejos tales como residuos de plantas, ceras, gomas, hidrocarburos (alifdticos, cfclicos y
aromdticos), asf como metales pesados y muchos compuestos xenobidticos (ver apartado 1V-2)

Gran parte del éxito de los microorganismos en los habitats naturales es debido a que
siempre hay forma de obtener energfa, por ejemplo, las bacterias reductoras de nitratos acoplan la
oxidacion de compuestos orgdnicos con agua para la reduccién exergdnico de nitritos via N, o
NH;. la energfa deriva principalimente del transporte de clectrones y fosforilacién durante el
proceso respiratorio del nitrato, y el carbén celular es derivado de la descomposicién de los
productos de compuestos orgdnicos. Las bacterias reductoras de sulfatos acoplan la oxidacién de
compuestos orgdnicos con el agua para la reduccién exergénica del sulfato via sulfito y sulfuro. La
energfa se deriva del transporte de electrones y fosforilacién durante la reduccion del sulfato.

El carbono celular deriva de la descomposicion de las estructuras de los compuestos

orgdnicos. Los microorganisinos reductores de sulfatos son los responsables de la degradacién de

materia orgdnica en ambientes marinos que contienen aproximadamente 27 mM de sulfatos.
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Procesos de Biodegradicion y Microorganisenos Involucrados

Los microorganismos fermentadores derivan su energfa de la fosforilacién a nivel de

sustrato; los compuestos orgdnicos sirven tanto de donadores como aceptores de electrones.

La metanogénesis bacteriana es un proceso comin para muchos ecosistemas anoxigénicos.
Este proceso estrictamiente anaerobio estd asociado con la descomposicién de materia orgdnica en
sedimentos y lodos anoxigénicos, v en digestores de aguas de alcantarilla anaerobicos. Las bacterias
del metano tienen habilidad para usar solo unos pocos compuestos simples para mantener el
crecimiento por medio de procesos simples como la metanogénesis a partir de CO,, metanol, deido

acético y férmico.

La deshidroxilacién reductiva o la deshalogenacién, son a menudo usadas como reacciones

para la produccién de energia [37].

Cabe esperar por lo fanto, que las funciones de los nicroorganismos se modifiquen de
manera importante segiin las sustancias quimicas y las condiciones fisicas del medio ambiente. La
comprension de las influencias ambientales ayudan a explicar la distribucion de los
microorganismos en la naturaleza y hace posible disefiar métodos para controlar las funciones
microbianas ya que no todos los microorganismos responden de la misma manera a un factor
ambiental deferminado; de hecho, una condicién ambiental puede ser peijudicial para un

microorganismo y benéfica para otro |17},



Biodegradacion de Compuestos Naturales

1V-1 BIODEGRADACION DE COMPUESTOS NATURALES

Las bacterias y los hongos heterdtrofos hidrolizan los compuestos orgdnicos para obtener los
precursores destinados a construir su propia sustancia celular y la energfa necesaria para los
procesos vitales, A tal fin, los microorganismos transforman el material orgdnico en compuestos de

menor riqueza energética y, en determinadas condiciongs, por iiltimo, en sustancias minerales.

En esta remineralizacidn de los compuestos orgdnicos reside la funcién principal de las
bacterias y los hongos en el equilibrio material de las aguas y el suelo. La remineralizacion
completa se verfica unicamente, por regla general, en presencia de oxfgeno, es decir, en
condiciones aerobias. En cambio, esta degradacidn suele quedar incompleta en condiciones
anaerobias,

Las sustancias atacables con facilidad (protefnas, polisacdridos, etc.) se descomponen en
gran parte por oxidacién, pero las mds resistentes (grasas, celulosa y lignina) experimentan un
aumento y contribuyen a formar el llamado humus con los productos parcialmente desdoblados,
Por regla general e independiente del lugar, primero se descomponen los azicares y las protefnas,
despuds el almiddn y las grasas y finalmente los compuestos de elevado peso molecular, como la
quiting, la celulosa, Ja lignina, etc.

Ademds, los microorganismos son capaces de degradar una amplia variedad de compuestos
orgdnicos, usdndolos como abastecimiento de enerpfa. La variedad de mecanismos bioqufmicos
requeridos para este proceso es considerablemente pequefia, ya que un microorganismo leva a cabo
la degradacion de diversos materiales con un mismo mecanismo, y los productos finales llegan a ser
los mismos. Algunas sustancias orgdnicas que degradan los microorganismos se describen a
continuacion [ 119,127}

1.- PROTEINAS

En el suclo y el agua es particularmente elevado el nimero de bacterias proteoliticas, las
cuales utilizan las protefnas como alimento. Hay muchas especies representantes de pseudomonas y
otras eubacterias asf como diversos hongos, que tienen capacidad para llevar a cabo la proteolisis,
Los microorganismos utilizan primeramente exoenzimas proteoliticas para hidrolizar las protefnas,
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después las peptidasas descomponen los polipéptidos y oligopéptidos utilizados por las células, para
convertirlos en aminodcidos. Estos tienen aplicacién para la sintesis de las proteinas celulares
propias o bien sufren una desaminacién. En tal caso se libera amoniaco. De aqui que el proceso se
conozca como desaminacion, En medio anaerobio puede producirse también la descarboxilacién de
los aminodcidos originandose aminas primarias y CO,. El esqueleto carbonado sigue después
descomponiéndose por distintas vias, segiin su estructura y los microorganismos participantes en el

proceso [77].

Como ya se menciond, en la degradacién proteica participan activamente diversos
microorganismos entre los que destacan Bacillus cereus var. mycoides, Proteus wlgaris,

pseudomonas y otros

2.- UREA

La urea llega también a las aguas con las deyecciones, donde un gran nimero de bacterias
la convierten en amoniaco y CO, con ayuda de la ureasa. Se trata en este caso de un proceso de
desaminacién hidrolftica.

Ureasa
NHz-CO-NHz + HQO > ZN}IQ + COQ_

Si Ias bacterias que degradan la urea son muy abundantes, los iones de amonio inhiben Ia
produccién de ureasa para que cese la liberacién de amoniaco y su cantidad quede reducida a la
necesaria para la sfntesis proteica. Esta inhibicién de la produccién enzimdtica no sucede con
algunas bacterias, los llamados ureolfticos, como ocurre, por ejemplo, con las especies Bacillus
pasteurii, Sporosarcinaureae, Proteus wulgaris, y otros cuya presencia en las aguas residuales es
bastante frecuente. De ahf que Ia urea existente se convierta con rvapidez, en su totalidad, en
amoniaco y CO,, lo que puede traducirse en una elevacién del valor del pH.

3.- ACIDO URICO

El 4cido trico es producido principalmente por aves y reptiles durante la protedlisis y puede
ser a su vez descompuesto por una serie de baclerias que cuentan con la enzima uricasa. Las
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bacterias que descomponen el dcido trico, aisladas de las aguas costeras y continentales, pertenecen
principalmente a los géneros Pseudomonas, Vibrio, Alcaligenes y Nocardia. En los sedimentos

destaca el género Streptomyces.

4.- AZUCARES

Muchas eubacterias y gran niimero de actinomicetos y hougos son capaces de desdoblar los
azicares sencillos. En medio aerobio, las hexosas se convierlen primeramente en compuestos
tricarboxilicos que se transforman en deido pirtvico; después de la descarboxilacién y a través del
ciclo del 4cido tricarboxilico, se forma CO, por oxidacién.

En medio anaerobio son posibles unicamente las fermentaciones. Entonces pueden
originarse, segin las circunstancias, alcoholes, dcidos orgdnicos (lctico, butirico, propidnico,
acético y férmico), lidrégeno y CO, principalmente.

En contraste con los azicares sencillos, algunos disacdridos muy difundidos en el mar
(sacarosa. lactosa y maltosa) sélo son escindidos por un nimero muy escaso de especies
bacterianas.

5.- MANITOL

Las algas pardas, liberan el manitol en las aguas, siendo importantes los géneros Liminaria
y Ecklonia, pero lo pueden producir también las bacterias que fermentan la fructuosa y que originan
a la vez lactatos, acetatos y CO,. El manitol sirve como alimento a algunas bacterias y levaduras
(por ejemplo Rhodotorula y Torulopsis) y por eso se suele degradar con rapidez, a cuyo efecto se
produce D-fructuosa antes de la oxidacién. Segin esto, es corriente observar también un
incremento de los microorganismos que degraden el manitol donde existan algas pardas.La bacteria
Clostridium pasteurianum puede fermentarlo en medio anaerobio para originar dcido butfrico.

6.- ALMIDON

El almiddn es una sustancia de reserva muy importante en las plantas. Numerosas especies
de bacterias y hongos son capaces de desdoblarlo hidrolfticamente por medio de exoenzimas
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(amilasas). Entonces se origina el disacdrido maltosa, que la enzima maltasa lo hidroliza en
glucosa.

El almidén vegetal estd formado por dos glucanos amilosa (15-27%) y amilopectina. La
amilosa es hidrosoluble y es responsable del color azil tipico que adopta el almiddn al tratarlo con
yodo. Estd formada por cadenas no ramificadas de D-glucosa unidas por enlaces glucosfdicos « en
posicién 1,4. La amilopectina también es una poli-a-1,4-D-glucosa que estd ramificada al igual que
el glucégeno en posicidn 1,5.

La degradacién del almidén se produce generaliente con rapidez en los medios aerobios.
Son responsables del proceso diversas especies de pseudomonas y del género Bacillus, (B.
macerans, B. polymyxa, B. subtilis) as{ como algunos actinomicetos y hongos como las especies
Aspergillus oryzie, A nigery A. wentij. Varias especies del género Clostridium lo desdoblan en los
sedimentos anaerobios.

7.- CELULOSA

La celulosa es una sustancia que forma el armazén de la mayorfa de las plantas y es muy
abundante. Su proporcién puede ser alta en el total de la materia existente en el sedimento de los
lagos y estanques. Por tanto, los microorganismos que degradan celulosa revisten también una
importancia considerable en las aguas del mismo modo que en la tierra. En medio aerobio la
degradan principalmente mixobacterias y los hongos superiores (ascomicetos, hongos imperfectos).
En la fermentacién anaerobia de la celulosa se originan los siguientes productos: etanol, dcido
formico, acético y ldctico, hidrégeno y anhidrido carbdnico.

En condiciones aerébicas los hongos participan de forma esencial en la degradacién de la
celulosa, destacando los géneros Fusariumy Chaetornium. También son celulolfticos: Aspergillus
fumigatus y A nidulans, Botrytis cinerea, Rhizctonia solani, Trichoderma viride, Chaetonium
globosuiny Myrothecium verrucaria.

Entre los actinomicetos, s6lo se han descrito unas pocas especies celulolfticas:
Micromonospora chalcea, Streptomyces cellulosae, Streptosporangium.
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En condiciones anacrobias la celulosa es degradada por los clostridios mesofilos y
termdfilos, La especie termdfila Clostridium  thermocellum tiene capacidad para degradar la

celulosa,

8.- XILANOS

Los xilanos (hemicelulosa) son sustancias estromdticas y de reserva contenidas en muchas
plantas y después de la celulosa es el carbohidrato mis extendido en la naturaleza. Sobre ellos
puede actuar mayor cantidad de microorganismos que sobre la celulosa. La especie Clostridium
tertiuvm degrada la hemicelulosa en medio anaerobio produciendo hidrégeno y CQ, por wedio de

xilanasas.

9.- PECTINAS

Numerosas  especies  de  bacterias  y  hongos escinden también las  pectinas
(poligalacturénidos). La propectinasa las disuelve y las pectinasas (pectinmetilesterasas) las
desdoblan, produciéndose deido pectinico y metanol. En medio anaerobio, los microorganismos
que realizan principalmente esta funcion son los clostridios (por ejemplo:  Clostridium

pectinovorum).

Otras especies microbianas que tienen habilidad para degradar a las pectinas incluyen a

Bacillus macerans, B. polymyxa, Botrytis cinerea, Fusarium oxysporium, Erwinia carotovora,

10.- AGAR

El agar es un polisacdrido que producen numerosas algas. Las mds importantes son las algas
marinas rojas de los géneros siguientes: Ceramium, Gelidium, Gracilaria y Plerocladia. Abundan
mucho en algunas regiones del mar, donde constituyen la base de la obtencién comercial del agar.
Por consiguiente, en esas zonas marftimas hay un gran mimero de bacterias capaces de disolver este
polisacdrido por medio de una enzima especifica llamada agarasa. Se trata a este respecto, sobre
todo, de especies pertenccientes a los géneros Pseudomonas, Vibrio, Achromobacter,
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Flavobacterium, Agaribacterium, Bacillus y Cytophaga. Estas bacterias se hallan principalmente
formando colonizaciones superficiales sobre las mds diversas algas.

11.- ACIDO ALGINICO

El 4cido alginico o poliurénido es un producto de diversas algas pardas. La materia prima
para la obtencién industrial de los derivados de este dcido procede principalmente de la especie
Macrocystis pyrifera, de algunas del género Laminaria y ademds Ascophyllum nodosum. Esos
compuestos se hallan en las proximidades de las algas citadas, tanto en el agua como en los
sedimentos, donde algunas bacterias pueden desdoblarlos. Son frecuentes en particular las especies
Alginomonas alginovorus y A alginica y mis rara, A ficicola. Las dos tltimas pueden también

disociar al agar,

12.- QUITINA

I.a quitina (poliacetilglucosamina), sustancia estructural de animales y bongos inferiores,
estd muy difundida en las aguas y sus sedimentos. Los crusticeos, cuyo exoesqueleto consta
prncipalmente de esta sustancia, suministran la cantidad mds importante de ella. Algunas especies
de baclerias y hongos la desdoblan muy activamente. Entre las primeras destacan, sobre todo, las
pertenecientes a los géneros Pseudomonas y Vibrio, Como los animales con esqueleto de esta
sustancia sirvan de alimento a muchos peces, en los drganos digestivos de éstos hay también
bacterias quitinolfticas.

En las aguas hay asimismo hongos quitinolfticos. Uno de ellos es por ejemplo el ficomiceto
Karlingiomyces asterocystis. Se trata de un hongo quitinolitico estricto.

La escision microbiana de la quitina se debe a exoenzimas (quitinasas). El proceso lleva
consigo una produccién escasa de N-acetilglucosamina, pero abundante de quitobiosa y quitotriosa,

que después son desdobladas por la quitobiasa.

Otros géneros microbianos capaces de degradar quitina incluyen Achromobacter,
Flavobacterium, Bacillus, Cytophaga, Streptomyces, Nocardia y Micromonospora.
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13.- LIGNINA

La lignina es un componente importante de la madera, muy abundante en las apuas
continentales y de las costas. Sin embargo, en los océanos escasea mucho. Se descompone con una
lentitud mucho mayor que la celulosa y por eso puede aumentar enormemente su cantidad en los
sedimentos de los pequeiios lagos. La lignina no tiene una composicién uniforme, sino que lo
forman diversos constituyentes. Se trata de compuestos de fenilpropano, sobre todo de coniferol,
sinapol y cumarol, Los componentes de fenilpropano estdn ligados entre sf multiples veces por

puentes de éteres y de C-C que son extraordinariamente resistentes a las enzimas.

La lignina es desdoblada en las aguas principalmente por hongos superiores. Asi, en la
madera sumergida se cncuentran numerosos ascomicetos y hongos imperfectos que la
descomponen. Entre los hongos que atacan primariamente la lignina se encuentran Polystictus
wersicolor y Stereum hirsutum ademds de Pleurotus ostreatus, Ganoderma applanatum, Polyporus
adustus y Armillaria mellea que degradan también celulosa. Junto a las formas que escinden la
celulosa, contribuyen a la destruccidn de las construcciones de madera inmersa en las aguas. L.a

descomposicion de esta sustancia es muy dificil en medio anaerobio.

14.- GRASAS

Las grasas (ésteres de glicerina y de dcidos grasos) son compuestos de origen vegetal y
animal. las desdoblan una serie de bacterias y hongos con auxilio de las lipasas. En los lagos no es
extrafio que se acumulen las grasas producidas principalmente por ¢l plancton, formando una
pelicula superficial, donde pueden abundar las bacterias que los degradan las cuales tienen también
capacidad para actuar sobre casi todo tipo de aceites y grasas. Las principales bacterias lipoliticas
pertenecen a los géneros Pseudomonas, Vibrio, Sarcina, Serratia y Bacillus, En la hidrdlisis se

originan primeramente dcidos grasos y glicerina.

15.- CERAS

Las ceras (ésteres de 4cidos orgdnicos como los monoalcoholes) pueden ser desintegradas
igualmente por los microorganismos, aunque con mayor lentitud casi siempre que las grasas. Las
Micobacterias tienen capacidad para degradar cste tipo de compuestos.
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16.- ACIDOS GRASOS

Los dcidos grasos resultan no sélo del desdoblamiento de las grasas y ceras, sino también de
diversos procesos fermentativos. Se producen grandes cantidades de ellos, sobre todo, en la
descomposicién anaerobia de la celulosa. Sobre los dcidos grasos pueden actuar las bacterias y
hongos en determinadas condiciones, produciendose entonces metano y CO, en medio anaerobio.
Un pequeiio grupo de bacterias anaerobias estrictas tienen capacidad para esta fermentacion
metdnica. Se trata de varias especies de arqueobacterias de los géneros Methanobacterium.
Methanospirilliun, Methanogenium, Methanosarcina y Methanococcus. Actian como aceptores de
hidrégeno tanto el CO, (también el CO en el caso de Methanosarcina barker) como los grupos
CH;. Algunas de esas especies pueden reducir el CO, con hidrégeno moleeular para formar
metano.

17.- HIDROCARBUROS

Los hidrocarburos liegan al agua de muchas formas. El metano se origina en los sedimentos
en 1 descomposicién anaerobia de los dcidos grasos y abunda mucho en ¢l llamado gas de los
pantanos, En pequenas cantidades se forman también etano, propano y butano. Estos llegan a
miichas aguas como consecuencia de 1a penetracion del gas natural, Los hidrocarburos alifdticos y
aromdticos de cadena larga proceden de las plantas y estdn contenidos principalinente en el
petr6leo, cuya presencia no es extraiia en las aguas de las regiones petrolfferas, pero aparecen
también en las demds como residuo de los barcos que lo vierten.

Los microorganismos pueden desintegrar casi todos los hidrocarburos bajo condiciones
apropiadas. Hay bacterias que no actian sobre los hidrocarburos de cadena larga, pero que oxidan
generalmente el metano. La especie Methanomonas (Pseudomonas) methanica puede utilizarlo (o
bien al metanol) como tnica fuente de carbono. La oxidacién del metano pasa probablemente por
las etapas de metanol, formaldehfdo y dcido férmico para terminar en CO,.

Aparte de la especie Methanomonas methanica, hay otras bacterias capaces de oxidar este

hidrocarburo, especialmente en los lagos donde su produccién es muy activa. Ademds del género
Psendomonas, hay, sobre todo algunos actinomicetos gue destacan como oxidantes del metano.
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Los hidrocarburos alifiticos de cadena corta, como el etano, ¢l propano y cl butano son
oxidados por algunas bacterias de distintos érdenes. Se trata principalmente de representantes de

los géneros Pseudomonas, Flavobacterium (eubacterias) y Nocardia (actinomicetos).

Los hidrocarburos alifdticos de cadena larga sufren el ataque de un mayor mimero de
bacterias . Trdtese principalmente pseudomonas, micrococos, corinebacterias y nocardias, Algunas
levaduras del género Candida son capaces también de oxidar estos hidrocarburos. Ciertas bacterias
oligocarbéfilas pueden vivir solamente del vapor de petrdleo de la superficie del agua.

La oxidacién microbiana de las parafinas superiores se inicia en el iiltimo dtomo de carbono
y conduce a la formacidn de dcidos grasos pasando por la etapa de alcoholes parafinicos. Para ello
es necesaria la presencia de oxfgeno molecular. Psevdomonas erythrea, que utiliza los
hidrocarburos alifdticos desde el hexano hasta la parafina liquida. La descomposicién del octano se
verifica normalmente a través del alcohol octilico y del aldehido y dcido caprilicos. Las
pseudomonas oxidan generalinente los hidrocarburos alifiticos de forma completa, pero los
micrococos y las nocardias originan productos intermedios.

Muchas bacterias, algunas levaduras y oftros hongos descomponen también los
hidrocarburos aromdticos. Entre las primeras destacan principalmente las representantes de los
géneros de Pseudomonas, Vibrio, Spirillum, Flavobacterium, Achromobacter, Bacillus y Nocardia,
En esta degradacién se producen principalmente anillos arométicos que portan casi exclusivamente
grupos hidroxilos. Estos anillos se convierten después en dcidos alifdticos, para lo cual hace falta
oxfpeno molecular, Las oxigenasas catalizan la incorporacion de éste elemento a la molécula del
hidrocarburo.

Las bacterias oxidan diversos hidrocarburos sin que sean capaces d¢ crecer a sus expensas,
Para ello necesitan ofras sustancias orgdnicas que pueden ser igualmente hidrocarburos. Estas
cooxidaciones son conocidas en los cicloalcanos e hidrocarburos clorados.

18.- FENOLES

Un pequefio grupo de bacterias y hongos actian asimismo sobre los fenoles siempre que la
concentracion no supere los 2g/L. Otros principios nutritivos pueden influir en mayor o menor
medida sobre la descomposicién bacteriana de estos compuestos, por cjemplo, la glucosa inhibe Ia
degradacion de} fenol por parte de Pseudomonas fluorescens, en tanto que la urea la favorece.
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1V-1.1 BIODEGRADACION PE LA CELULOSA

Las plantas usan algunos de los carbolidratos que son formados durante la fijacién del
CO, para formar compuestos orgdnicos complejos tales como la celulosa, que es un polimero
de glucosa de cadena larga insoluble en agua {Figura 1V.1} y forma parte de las estructuras
celulares de plantas. La madera contiene normalmente 40 a 50% de celulosa, 20 a 30% de

fignina y 10 a 30% de hemicelulosa.

Cuando las plantas mueren, estas sustancias complejas son degradas por

microorganismos del suelo.

En el subsuelo muchos sistemas de vegetacion, tales como tierras forestales, la cantidad
de material orgdnico permanece aproximadamente con la misma composicién de afio a afio,
Esto es debido al balance establecido entre la cantidad de material de plantas muertas
depositadas en el suelo y la capacidad de los microorganismos del suelo para degradar estos
materiales.

La degradacién de la celulosa ocurre bajo condiciones aerobias y anaerobias. Bajo
condiciones aerobias varios hongos, asf como poblaciones bacterianas acrobias y aerobias
facultativas, estdn involucradas en actividades celulolfticas. Los productos principales de la
degradacidn de 1a celulosa bajo condiciones aerobias son didxido de carbono, agua y biomasa
celular, Bajo condiciones anaerobias algunos miembros del género Clostridium parecen ser los
mds importantes fermentadores de celulosa, La fermentacién anaerobia de la celulosa resulta
en la produccién de 4cidos grasos de bajo peso molecular asf como de diéxido de carbono,
agua y biomasa celular.

Los hongos generalmente juegan un menor papel en la degradacion de celulosa bajo
condiciones anaerobias, ya que la fermentacién produce menos energfa por unidad de sustrato
consumido que la respiraci6n, la fermentacién anaerobia bacteriana de la celulosa puede
degradar grandes cantidades de celulosa en orden para generar biomasa celular,

La degradacién de 1a celulosa también ocurre a elevadas temperaturas, donde es levada
fuera del suelo por bacterias celulolfticas terndfilas, tales como Clostridium thermocellum. 1.a
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degradacidn termofilica de la celulosa es importante en los procedimientos de composteo de

residuos donde pueden ser estabilizadas grandes cantidades de celulosa.

La degradacion de la celulosa es catalizada por celulasas. El sistema enzimdtico
involurca diferentes tipos de celulasas que catalizan varias conversiones de la celulosa. Un
sistema de celulasas involucra tres tipos de enzimas: una enzima C,;, Una enzima C, o § 1-4
glucanasa y una enzima f-glucosidasa. La degradacién total de la celulosa involucra a las tres
enzimas. La enzima C; actda sobre la celulosa nativa y no parece exhibir mucha accién contra
las moléculas de celulosa parcidlmente degradadas. La enzima C, no hidroliza la celulosa
nativa pero en cambio rompe los polimeros parcialmente degradados. Hay dos tipos de ruptura
exhibidos por la enzima C,. La endo 8 1-4 gluconasa rompe la cadena internamente, mds o
menos al azar, resultando en Ia formacion de celobiosa y varios oligomeros. La exo B 1-4
glucanasa ataca al polimero cerca del final de la cadena resultando, parcialmente, en la
formacién de celobiosa.

La degradacién de la celobiosa y otros oligomeros relativamente pequefios, es
catalizada por la B-glucosidasa, resultando en la formacién de glucosa. Ln suma, la
degradacién de cetulosa en el suelo y otros habitats es un proceso complejo que involucra
multiples sistemas enzimdticos. Las actividades celuloliticas' son exhibidas por varias
poblaciones microbianas; el grado de degradacién de la celulosa y los productos formados
dependen de la especie de microorganismos y las condiciones ambientales con los habitats
individuales {4,111].

FIGURA 1IV.1
CH,OH OH OH
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KO —0 —0 On
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Egtructura de la Celulosa que consiste de subunidades
lunidas por enlaces -1, 4-glucosidicos. de glucosa,
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IV-1.2 BIODEGRADACION DE LA LIGNINA

La lignocelulosa forma aproximademente el 95% de los productos de biomasa
renovables de la tierra; cerca de una cuarta parte estd formada por polimeros de la lignina, La
lignina es relativamente inerte y es un componente estructural de las plantas y de algunos
pastos. Junto con la celulosa y la hemicelulosa brinda fuerza y proteccion estructural [46).

La lignina, tiene una estructura aromdtica que consiste en subunidades de fenilpropano,
unidas juntas por enlaces carbono-carbono (C-C) o éler (C-O-C) unidos dentro de una

estructura altamente compleja tridimensional {Figura IV.2}.

La biosfntesis de la lignina se hace a partir de fenilalanina. La desaminacidn,
hidroxilacién del anillo, metilacién y reduccién del carboxilo conduce al precursor de alcohol

cindmico, el cual es polimerizado oxidativamente [5].

La proporcién de lignina que se degrada es mucho mds baja que la de la celulosa o
hemicelulosa. La biadegradacién de la lignina intacta no ocurre bajo condiciones anaerobias,
aunque los fragmentos producidos por la degradacion de la lignina pueden ser metabolizados

anaerobicamente | 149].

La madera intacta es atacada primero por hongos de la pobredumbre café y blanca
(basidiomicetos). El hongo de la pobredumbre café, por un mecanismo que no estd claro
todavfa, se desvfa de la barrera protectora de la lignina y ataca directamente los componentes
celuldsicos y hemiceluldsicos de la madera. Los troncos descompuestos por este mecanismo
forman parte de un polvo café consistente principalmente de lignina liberada enzimdticamente.
En contraste, el hongo de la pobredumbre blanca degrada lignina preferentemente. El hongo
de la pobredumbre blanca y el hongo de la pobredumbre café estdn taxonémicamente
relacionados en forma estrecha y usualmente trabajan secuencial o simultdneamente, llevando
casi a la completa degradacion de la madera. La biodegradacién de la lignina es un proceso

sltamente oxidativo.
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FIGURA 1V.2
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Composicion quimica de la estructura del polimero de la lignina. La eubunidad
de fenilpropano (A} es unida por enlaces C-C  dentro de la estructura del complejo
tridimensional la cual es relativamente resistente a la biodegradacidén, y en el "com-
plejo lignocelulémico® de la madera, también es lenta la biodegradatién de la celulosa.

El hongo de la pobredumbre blanca mds extensamente estudiado por su actividad de
biodegradacién de la lignina, es el basiomiceto Phanerochaete chrysosporium que produce
agentes oxidantes tales como el anién superéxido (Q, ), peréxido de hidrégeno (H,0,),
radicales hidroxilo (-OH) y oxigeno (O,) |5].
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La enzima extracelular que produce el hongo P. chrysosporium degrada a la lignina en
presencia de peréxido de hidrégeno. Esta peroxidasa reacciona con el H,O, para producir un
catién radical oxo-Fe(IV)-porfirina, que es una especie altamente reacliva que remueve un
electrén de uno de los muchos anillos oxigenados de la ligning, formando un radical
aromdtico. Estos radicales causan la fragmentacion de una cadena lateral (ruptura C-C), lo cual

conduce a la desintegracién del polfmero |46].

La lignina no sirve como fuente de carbono y energfa para P. chrysosporium. La
actividad ligninolftica es inducida en un estado tardio del crecimiento y usualmente bajo
condiciones limitantes de nitrégeno. Asi, la biodegradacién de la lignina parece ser un

metabolismo secundario o un evento idiofdsico.

Otros hongos implicados en la biodegradacion de la lignina son Polyporus, Poria,
Fomes, Agaricus, Pleurotus, Collybia, Schizophyllum'y Fusarium. Los géneros de las bacterias
aerobias que participan en la biodegradacién de la lignina son Arthrobacter, Flavobacterium,

Micrococeus y Pseudomonas |S).

También se ha reportado que el hongo Penicillium chrysogenum puede mineralizar

parte de la lignina a CQ, formando algunos intermediarios insolubles no reportados |121].

La despolimerizacion de la lignina resvita en una variedad de fenoles, dcidos
aromdticos y alcoholes aromdticos. Algunos de estos son mineralizados a CO, y H,0, pero
algunos de los productos, particularmente los intermediarios fendlicos de la biodegradacion,
pueden llegar a formar compuestos himicos.

Esta repolimerizacidn es, en parte, una reaccion oxidativa expontdnea y, en parte, una
catdlisis por polifenoloxidasas microbianas y lacasas. El aparente beneficio para los
microorganisinos que catalizan tales reacciones es la destoxificaciéon de los dafinos
intermediarios fenélicos.

Solo una porcidn del suelo himico es derivado de los productos de la biodegradacion

de la lignina; otros numerosos compuestos aromdticos y compuestos orgdnicos no aromdticos,
derivados de plantas, animales y microorganismos, participan en la formacién del humus [5].
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IV-1.3 BIODEGRADACION DEL PETROLEQ Y CARBON MINERAL

La biodegradacién estd presente en forma natural en todos los suelos. Un gran mimero de
bacterias, mohos, levaduras y ciertos tipos de cianobacterias estdn involucrados en la oxidacion
acrobia de los hidrocarburos del petrdleo.los nutrientes son necesarios para optimizar este proceso
natural, El tipo y cantidad de nutrientes depende de la composicién natural del suelo y la
concentracidn de contaminantes [71].

Los microorganismos también participan activamente en la limpieza de las aguas
contaminadas con petréleo. En ellas abundan las bacterias que degradan hidrocarburos y a veces
también los correspondientes hongos [ 119].

Para tener mejor idea de la variedad metabdlica de los microorganismos que degradan el
petrdleo crudo, hay que recordar que sus principales componentes son:
o n-alcanos, 15-30%
» cicloalcanos, 30-50%
o compuiestos aromdticos, 5-20%

* compuestos aromdticos que contienen oxigeno, azifre o mtrégeno, 2-15%

Entre estos compuestos, hay algunos muy voldtiles (con punto de ebullicién de menos de
200°C), que se evaporan y los compuestos aromdticos de bajo punto de ebullicién que se disuelven
tacilmente en el agua | 150).

Del petrdleo se obtienen tres fracciones orgdnicas principales: alcanos, cicloalcanos y
compuestos aromdticos. Las olefinas estdn practicamente ausentes en el petrdleo crudo, pero son
abundantes en muchos de los productos del petrdleo. Los hidrocarburos aromdticos mds comunes
son: naftaleno, bencenos alquil sustituidos, fenentreno, pireno, fluorantreno, benzo(a)antraceno,
criseno, trifenileno,  benzo(g,h,i)-fluoranteno,  benzo(b)fluoranteno,  benzo(k)fluoranteno,
benzo(a)pireno, benzo(e)pirileno y benzo(g,h,i)pirileno; ademds de los compuestos que contienen
azifre, nitrégeno y oxfgeno (piridina, quinolina, sulfuros, tioles, tiofenos, pirroles, fenoles,
cetonas, esteres y alcoholes entre otros) { 109).
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Los derrames de petrdleo significan un problema inherente a su transportacion {Figura
1V.3}. Cuando esto llega a ocurrir, no sélo hay destruccién de los habitats acudticos sino que
también crean un gran problema para los habitantes locales (cuando el derrame ocurre en lineas
costeras) seguido de un largo periodo de devastacion del medio ambiente [48].

FIGURA IV.3
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Proceso de altexacion del petroleo debido a los efectoz awmhientales en el mar.

En 1971 se estim6 que 12 millones de toneladas de petréleo contaminaban cada afio los
ambientes marinos como resultado de los derrames por tanques o pozos o como resulfado de Ja
limpieza de tanques. Pero el hecho de que los derrames de petréleo desapamzcan eventualmente de
las aguas, del suelo alrededor de las refinerfas, de lineas de tuberia rotas y playas contaminadas es
una clara evidencia de que los microorganismos pueden descomponer estos hidrocarburos [150]

£l petrdleo crudo se degrada con gran rapidez en el mar, sobre todo a causa de procesos
fisicos. Los componentes ligeros se volatilizan de 8 a 14 dfas, de tal manera que permanceen casi
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exclusivamente los no voldtiles, los cuales se mezclan con el agua del mar formando una suspensién
pastosa de color pardo [119].

Algunas especies de Corynebacterium son capaces de oxidar parafinas en una forma
comparable al catabolismo de los dcidos grasos a acetil CoA. Cepas de Pseudomonas putida de
habitats acusticos y terrestres pueden oxidar benceno, tolueno, etilbenceno, octano, naftaleno y
salicilatos como tnica fuente de carbono. algunos pldsmidos metabdlicos controlan muchas enzimas
degradadoras de hidrocarburos en estos organismos | 150]

En la lucha contra la contaminacién petrolffera se han empleado a menudo surfactante
artificiales, pero estos causan mayores problemas de contaminacidn en aguas costeras poco
profundas, debido a su toxicidad y persistencia, ademds de que pueden frenar el crecimiento
bacteriano. Sin embargo, hay microorganismos que pueden emulsificar al petréleo facilitando su
degradacidn, tal es el caso de la especie de Pseudomona aeruginosa que produce un glicolipido
capaz de reducir la tensidn superficial de la interface petrdlec-agua y actuar como un potente
surfactante, con la ventaja de no ser téxico [119,60,84).

La levadura Candida tropicalis produce material de pared celular de mananas y 4cidos
grasos los cuales contribuyen a la formacién de gotitas de petréleo (emulsificacién), para facilitar la
penetracion a la célula [ 150].

La mayorfa de los biosurfactantes son producidos por bacterias. Son generalmente
metabolitos microbianos con la tfpica estructura anfibdlica de un surfactante, en donde Ja porcién ;
hidrofdbica es un dcido graso de cadena corta, un hidroxilipido o un alfa-alquil-beta-hidroxi-lfpido;
la porcién hidrofilica puede ser un carbohidrato, un amino4cido, un péptido ciclico, un fosfato, un
dcido carboxilico, un alcohol, etc. Las propiedades ffsicas y qufmicas, reduccién de la tension
superficial y estabilidad de la emulsién formada es muy importante en la bisqueda para un
biosurfactante potencial.

Los surfactantes sintéticos son usualmente clasificados de acuerdo a la naturaleza del grupo

polar, Sin embargo, los surfactantes wmicrobianos son cominmente diferenciados en base a su
naturaleza biogufmica y a la es pecie microbiana que lo producen {Tabla 1V-1.1}.
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I TIPO DE SURFACTANTE l

TABLA IV-1.1

v
—

EJEMPLO

“ESPECIE MICROBIANA
PRODUCTORA

Micolatos de trealosa

Rhodococcus erythropolis
Artrobacter paratinneus
Mycobacterium phlei

Esteres de trealosa

Mycobacterium fortitum

Micrononospora spp.
Myrobacterium snegmatis
Mycobacterium parafiinicum
Rhodococeus erythropolis

A. GLICOLIPIDOS

Micolatos de mono-, di-, y trisacdridos

Corynebacterium diptheriae

Mycobacterium smegmatis

Arthrobacter spp
Ramnolfpidos Pseudomonas spp
Soforolfpidos Torulopsis bombicola

Torulopsis petrophilum
Torulopsis apicola

LIPOPROTEINAS

Candida spp.
Fosfolfpidos y deidos grasos Caitdida spp.
Corynebacterium spp.
B. FOSFOLIPIDOS Y Micrococeus spp.
ACIDOS GRASOS Acinetobacter spp.
Fosfolfpidos Thiobacillus thiooxidans
Aspergillus spp.
Gramicidas Bacillus brevis
Polimixinas Bacillus polymyxa
Cerolipina Gluconobacter cerinus
C. LIPOPEPTIDOS Y | Omitina-lfpido Psendomonas rubescens

Thiobacillus thiooxidans

Lisina-lfpido

Agrobacterium tumeficiens
Streptonyees sioyaensis

Furfacting, subtilisina

Dacillus subtill

Péptido-(pido

S C i S ———

Bacillus licheniformis
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TABLA IV-1.1

(Continuacicin)

Lipobeteropolisacdridos Arthobacter cakeoaceticus RAG-

Heteropolisacdridos A calcoaceticus A2

Mano-pretefnas ‘ S cerevisiae

. Polisacdridos-proteing Aetrhobacter. calcoaceticus
Candida lipolytica
. SURFACTANTES Carbohidrato-protefna Candida petrophilum
FOLIMERICOS Endomycopsis lipolytica
Complejo mananas-lpida ' Candida tropicalis
Manosa/eritrosa-lpido Schizonefls melanogra nuna N

Ustilago nuydis

Complejo carbohidrato-protefua-tpido | Psendonvnas spp.
Pseudomonas Muworescens

Debaryomyces polymorplus

JZBIOSURFACTANTES Vesfeulas de nenibrana Acinetobacter sp. HOL-N
FARTICULADOS Fimbrias A calcoaceticus
Células totales Variedad de microhios.

s m———————
e L P A I i P Pt

Muchos microorganismos parecen producir una mezlca compleja de biosurfactantes,

particularuente durante su crecimiento en sustratos inmiscibles con agua.

Las principales clases de biosurfactantes inctuyen (1)glicolipidos, (2)tosfolipidos y dcidos

arasos, (3)lipopéptidos/lipoproteinas, (4)surfactantes poliméricos y (§)surfactantes particulados.

Bl interés en los biosurfactantes se ha incrementado considerablemente en los aiios
rccientes, debido a que son candidatos potenciales para muchas aplicaciones comerciales en la

mdustria del petréleo, farmacertica y procesamiento de alimentos {71},

El género Pseudomonas puede utilizar al petrdleo como fuente de carbono y de encergfa. En
presencia de aire, pueden remover dos unidades de carbono de una molécula grande de petrdleo a
un fiempo {Figura 1V.4}.
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FIGURA 1V .4

Hidroearbure saturado tipico encontrado en ¢l petrdleo

Los fragmentos con dos unidades de carbono pueden ser metabolizadas
en la eélula,

Los microorganismos desdcblan casi siempre los componentes hidrosolubles del petréleo
con gran rapidez, pero no pueden actuar mds que en la superficie de éste liquido oleoso. Las
bacterias son capaces de penetrar en él ciertamente, pero sin posibilidad de reproducirse en él. Su
actividad depende de la temperatura y de la concentracién de principios nutritivos (fosforados y
nitrogenados), por eso la adicion de éstos compuestos favorecen la descomposicidn microbiana del

petréleo en las aguas oligotrdficas [119].

Las bacterias degradan también lentamente el petrdleo, para ayudar a la limpieza en los
derrames petrolfferos. Por tal motivo, los cientfficos estdn siguiendo un camino simple para acelerar
la degradacién del petréleo sin recurrir a la ingenierfa genética, y es el de adicionar nitrégeno y
fésforo ordinario en las zonas de contaminacion. Esta alternativa ha sido la del tratamiento con urea
y fosfato de octilo con parafinas para producir un fertilizante de baja liberacién. Esta alternativa
parece ser prometedora en la accién microbiana contra Ja degradacién del petréleo | 139,150}
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Especies de los géneros Pseudomonas, Chromobacterium, Alcaligenes, Mycobacterium y
Sarcina, asi como ciertas especies de hongos como Apergillus y Monilia pueden descomponer otro
producto del petréleo, la gasolina, que ocasiona grandes problemas ambientales. En adicion, la
deterioracidn del asfalto de las carreteras y revestimiento de canerfas ha sido causado por especies

de Mycobacteriumy Nocardia {150].

1V-1.3.1 Desulfuracién Microbiana de los Combustibles Fésiles.

La demanda de combustibles fésiles bajos en azufre y nitrGgeno se ha intensificado debido a
las regularizaciones cada vez mas estrictas de los estdndares para reducir la emisién de

contaminantes de los motores de combustién.

La primera objecion para el uso de los combustibles fdsiles que contienen altas
concentraciones de azufre y nitrégeno es la generacién de 6xidos de azufre y nitrégeno, los cuales
pueden jugar un papel importante en la formacion de depdsitos de dcido (lluvia dcida). Si no es
reducido, ¢l depdsito de dcido puede producir efectos perjudiciales duraderos en la agricultura,
lagos, y reservas forestales. Los compuestos azufrados en el petrdleo han sido implicados en la
corrosion de oleoductos, y su eliminacién puede requerir tiempo y costos considerables en los

procesos de refinamiento del petréleo. El carbdn mineral encara problemas similares.

La cantidad y tipo de sulfuros en los combustibles fosiles varfa de Ia fuente y procedencia
{Tabla IV-1.2} ya sea cue se trate de carbon o de petréleo crudo;

TABLA IV-1.2

PETROLEQ CRUDO ‘ CARBON

FUENTE ] % DE AZUFRE FUENTE H FUENTE
Kitwait 206 Francia 08-14
Medio Oricnte 1.5-3.0 Pafses Bajos 1.0-30
Veneznela 1.7 Oeste de Alamania 13-15
Migissipi 1.6 Bélgica 05-45
Oste de Texas 0.05-5.0 Polonia 0.5-28
Californis 1.0 Gran Brotaia 1.0-36
Canadd 0.94 India 6-8
Este d¢ Texas 0.26 Ounte de los .U, 02-7
Norte de Africa 018 Oriente de Joy Bz 02-1
Lejano Oriente 0.10
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PETROLEQ CRUDQ.- El azufre contenido en el petréleo de diferentes fuentes varfa de 0.025%-
5%; se han identificado sulfatos, sulfitos, tiosulfatos tioles y sulfuros, ademds de mds de 200
compuestos orgdnicos de benzo y dibenzotiofenos. El azufre generalmente incrementa en la

secuencia:
saturados < aromdticos < resinas < asfaltenos

CARBON.- E] contenido de azifre varfa entre =0.5% a > 11%.

Mineral.-Formado de pirita o marcasita FeS,, sulfuro de plomo,zine, y cobre, sulfatos

como CaS04 Hy0. La pirita es la forma inorgdnica predominante en el seno del carbdn,

Orgénico.- Covalentemente unido a complejos en la matriz del carbén que incluyen tioles,

mercaptanos, sulfuros, disulfuros y complejos de tiofeno |90},

1v-1.3.1.1 Mecanisnm de Desulfuracién

El azifre contenido en los hidrocarburos constituye un factor refractario a su degradacién

fisica y microbiana.

El dibenzotiofeno (DBT) es oxidado por especies de  Pseudomonas,  Rhizobium,
Acinetobacter, Artrhobacter, y S.acidocaldarius. 1.a oxidacién genera DBT-dibidrodiol y DBT-
diol.

En la desulfurizacién del carbdn, se ha estudiado con microorganismos Gram-negativos
quimiolitétrofos como  Thiobacillus  ferrooxidans. Las reacciones involucradas han  sido

caracterizadas como mecanismos directos e indirectos por oxidaccidn bacteriana del sustrato,

MECANISMO DIRECTO.- Requiere el contacto fisico de la bacteria a las particulas de pirita,

resiltando en la oxidacion localizada det sulfuro a sulfato y de ferroso a férrico:

FeSO, + 3140, + H0 -~ FeSO, + Hy80,
FeSO4 + 150, 4 H80, — > Pey(804 )3+ H,0
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Altemativamente, la solubilizacion del sustrato a través de la disociacién puede ser
requerida por los sistemas enzimdticos de los microorganismos. Estas reacciones generan fierro
oxidado el cual participa en la oxidacién no-bioldgica de la pirita, generando sulfato ferroso y
aziifre elemental:

FeS; + Fey(SOy); ————-» FeSO, + 28

MECANISMO INDIRECTO.- El papel de la bactenia es reoxidar el hierro ferroso a férrico. El
aziifre elemental es metabolizado por T, ferroxidans, T. thiooxidans y otras bacterias dcido

tolerantes para generar 4cido sulfiirico:
28 + 30, +2H,0 ——-> 2H,80,

La contribucién de los dos mecanismos y la estequiometria de Ia oxidacion de la pinita por
T. ferroxidans no queda clara. Esto es debido hasta cierto punto a la precipitacion del hierro a
sulfato como jarosita [KFey(SO,),(OH)s], geotita (FeOH) y otros complejos insolubles de hidréxido
de hierro, fosfatos y sulfitos. Muchos factores, incluyendo las dlases y cantidades de bacterias
presentes asi como la naturaleza de la pirita y el carbén influencian significativamente los
rendimientos de la reaccién final. En general, Ja reaccion total a menudo usada para ilustrar la
solubilizacién de la pirita es:

FeS, + 740, + Hy0 —————3 Fey(SO.); + H,80,

La produccién de dceido sulfirico por 7. ferrooxidans y otras bacterias presenta un
importante problema de contaminacién que tiene un gran impacto en lagos locales. Hay compuestos
que pueden inhibir aparentemente la oxidacién bacteriana del hierro ferroso como son benzoato,
sorbato y dodecit sulfato de sodio (SDS) a una concentracién de 3-10 mg/1[90].

1V-1.3.2 Metabolismo de Hidrocarburos Aromiticos

Se ha reportado que el metabolismo de los hidrocarburos aromdticos puede ocurrir bajo
condiciones anaerobias {Figura IV.5}. Usando cromatograffa de gases y otras técnicas que
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involucran marcaje de sustratos, se pudo establecer que dicho metabolismo ocurre bajo las
siguientes propuestas [46]:

a) La incorporacién de oxigeno en los productos hidroxilados proviene del agua.
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b) El tolueno es convertido a carboxilo y no a metano. Ademds, el anillo es convertido a CQ,,

¢) Los intermediarios aromdticos detectados cuando el cultivo microbiano fue alimentado con
tolueno se identificaron como p-cresol, o-cresol (en pequenas cantidades), alcohol bencilico,
benzaldehido, benzoato, 2-hidroxibenzoato, benceno, y fenol; como productos ciclicos se
encontraron el 2- y el 4-metilciclohexanol, metilciclohexanona, ciclohexanona y ciclohexano,
y productos de dcidos alifdticos como el heptanoato, 4-metilhexanoato, hexanoato, 4-
metilpentanoato, pentanoato, 2-metilbutanoato, butanoato, propanoato, acetato y formato.

d) El benceno lleva a fenol como el principal metabolito aromdtico, seguido de ciclohexanoato y

deidos alifdticos, incluyendo propanoato.
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1V-2 BIODEGRADACION DE COMPUESTOS SINTETICOS

Los productos quimicos hechos por el hombre como refrigerantes, retardantes de la
combustion, solventes, pinturas, herbicidas y plaguicidas, son causa de una considerable
contaminacion ambiental y de problemas de salud humana como resultado de su persistencia,

toxicidad y en ocasiones transformacién a otros metabolitos peligrosos |32].

Las aguas procedentes de los terrenos de aprovechamiento agricola y forestal Hevan
abonos inorgdnicos, productos antiparasitarios para cultivos y que mejoran el suelo. Entre ellos
cabe destacar los msecticidas (por ejemplo el DDT), herbicidas (como el 2,4-D), que se
emplean para combatir las malezas dicotiledéneas, sobre todo en cultivos de cereales y
pastizales. Estas sustancias pueden ser utilizadas por las algas del plancton de las aguas
continentales y costeras y se acumulan en la cadena alimenticia en tal cantidad que son capaces
de producir daiios a los tltimos consumidores, Algunos de estos compuestos son también
téxicos para determinados microorganismos. Asi, se ha observado una inhibicién de la
nitrificacidn acompanada de un estimulo de la amonificacién y desnitrificacién, De esta forma
puede aumentar la concentracién de amonio en las aguas afectadas hasta tal extremo que dstas

resulten tdxicas para los organismos acudticos superiores {119].

Algunos xenobidticos de estructura banzoica son relativamente recalcitrantes, requiriendo

la participacidn del mundo microbiano para su eliminacion [46].

La importancia del catabolismo aromdtico es ahora mds apreciado, ya que después de los
residuos glucositados, el anillo bencénico es una de las estructuras quimicas mds ampliamente
distribufdas en Ia biésfera |39].

En presencia de oxfgeno actian generalmente las oxigenasas que se calsifican en dos

grupos: a) las dioxigenasas y b) las monooxigenasas [39,37}:

A) DIOXIGENASAS:. - Las dioxigenasas catalizan la transferencia de dos dtomos de oxigeno,
Algunas contienen Fe(ll) pero no un enlace 14bil con azufre. Tipicamente constan de
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cuatro subunidades con un peso molecular aproximado de 40 000 cada una. Algunas
investigaciones han revelado que las dioxigenasas son activas cuando el hierro estd
en forma ferrosa, siendo la formacion del complejo Fe(ll)-O; un primer paso

esencial para la asociacion catalitica. Un mecanismo propuesto es el siguiente:

Fe(l)-0y - » Fe(lll) "~y —ememy Fe(Ill)  (ferrihemo)
complejo oxigenado 0, (reagente atacante)

Sin embargo, otras investigaciones han revelado que existen dioxigenasas que
son activas cuando contienen Fe(Ill) y éste permanece en forma oxidada durante la

reaccion.

Antes de que el anillo bencénico pueda ser abierto por una dioxigenasa, la
estructura debe de adquirir dos grupos hidroxilo (hay excepciones pero son muy
raras). Dichas dioxigenasas se han identificado como:

1) Dioxigenasas que realizan meta-fisidn.- Llamada también protocatecol-4,5-dioxigenasa. Son

menos coloridas y requieren i6n ferroso. El idn ferroso en lugar del sustrato parece ser el

sitio del ataque inicial por oxigeno.

2) Dioxigenasa que realiza orto-fisién.- También llamada 3,4 dioxigenasa para catecoles. Son

rojas ya que contienen un enlace muy fuerte con el i6n férrico. El 16n férrico permanece

en la forma oxidada a través del ciclo catalitico y por lo tanto, parece unirse al sustrato

aromidtico en un complejo quelante; el oxigeno ataca directamente al sustrato mientras estd

formando el complejo .

B) MONOOXIGENASAS.- A las monooxigenasas también se les conoce como hidrolasas u

oxidasas de funcién mixta. Catalizan la incorporacién de un sélo dtomo de oxigeno.
Preparan al benceno para la fisién, Son flavoproteinas, en donde el FAD es primero
reducido por el NAD(P)H; entonces el NAD" deja el sitio activo antes de que el

oxfgeno entre al sitio activo para formar un hidroperdxido con ¢l FAD reducido

Las monooxigenasas s¢ clasifican como internas o exfernas. las

monooxigenasas que requieren un cosustrato en adicidn al sustrato hidroxilado
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existente, son conocidas como monooxigenasas externas. Si el sustrato hidroxilado
existente sirve también como cosustrato, entonces la monooxigenasa se clasifica
como interna. Muchas monooxigenasas internas contienen flavinas como cofactores

y estdn desprovistas de metales.

Una monooxigenasa bien caracterizada es la salicilato hidroxilasa. La enzima
contiene un FAD y una cadena polipeptidica que tiene un peso molecular de 57 200
y exhibe una fuerte especificidad para sustratos que presentan un grupo sustituyenie
hidroxilo o carboxilo en la posicién orto.

Las dioxigenasas y cicloisomerasas normales, exhiben una baja actividad para los sustratos
halogenados | 37}].

El reconocer el hecho de que el ataque por oxfgeno realiza un rdpido recambio de diferentes
materiales inertes (a menudo aromdticos), no implica que podemos ignorar los procesos anaerobios,
los cuales también tienen una importante condribucién en la operacidn del ciclo del carbono. Asf, la

deshalogenacion reductiva es un paso importante que es catalizado por anaerobios [39}.

Muclios microorganismos anaerobios pueden poseer capacidades para degradar algunos
xenobidticos que son considerados recalcitrantes bajo condiciones aerobias. Numerosos estudios han
revelado que los benzoatos sustituidos, incluyendo compuestos aromdticos halogenados, nitro y
aminoaromticos, hidrocarburos y compuestos fendlicos, pueden ser degradados por bacterias bajo
condiciones anaerobias.

El grado del metabolismo anaerobio de compuestos orgdnicos y su mineralizacién a CO, (y
CH,), depende de la disponibilidad de luz o aceptores inorgdnicos de clectrones tales como NO;,
$0,%, 0 CO, [37].

Actualmente se conocen al menos cinco situaciones diferentes mediante las cuales se lleva a
cabo el metabolismo del anillo aromdtico en ausencia de oxigeno molecular [37,117]:

a) Por medio de fotometabolismo anaerdébico (0 metabolismo fotosintético anaerobio),

b) Bajo condiciones reductoras de nitratos en cultivos mixtos y con cepas simples de
Bacillus sp., Pseudomonas sp. y Moraxella sp,
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¢) Con sulfato como aceptor final de electrones.
d) En asociacién por medio de fermentacidn acoplada a metanogénesis.

¢) Por medio de fermentacidn,

Muchos xenobidticos ambientalmente importantes, introducidos por su uso industrial
son halogenados, y la halogenacién a menudo estd implicada como una razén para la
persistencia, Los compuestos orgdnicos halogenados son usados como lherbicidas,

plastificantes, solventes y desengrasantes y por lo tanto, son los compuestos mds estudiados.

Por convenencia, la degradacién de los compuestos recalcitrantes por microorganismos

(bacterias y hongos principalmente) son agrupados en en tres clases {32]:

1) Alitdticos
2) Policiclicos

3) Aromiticos

La mayoria de los compuestos aromdticos son convertidos por bacterias a catecol y
protocatecato {Figura IV.6}. El catecol y protocatecato se convierlen rdpidamente en sustratos
por las subsecuentes reacciones de ruptura oxidativa. Por ejemplo, los compuestos aromdticos
halogenados pueden ser convertidos a catecol, protocatecato o sus correspondientes

clorocatecol y cloroprotocatecato.| 7.
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Biodegradicion de Compuestos Sintsticas

IvV-2.1 XENOBIOTICOS

Un compuesto xenobidtico es un compuesto extraino a los organismos vivos, es decir,
un compuesto no natural, producto de sintesis quimica, por lo cual constituye un reto para cl
metabolismo microbiano y que puede llegar a ser tdxico para plantas, animales vy

microorganismos, lo que hace que se considere a los xenobiSticos como contaminantes.

1V-2.1.1 Xenobidticos Orgdnicos

En téminos de cantidad producida, diversidad y potencial de los efectos adversos en el
medio ambiente, fos mds importantes tipos de compuestos xenobidticos son aquellos cuya
estructura molecular estd basada en un esqueleto carbonado. De las 65 clases de compuestos
orgdnicos que son considerados como peligrosos, 114 compuestos orgdnicos han sido

designados por la EPA como contaminantes prioritarios.

La industria agricola es una importante fuente de xenobidticos orgdnicos contaminantes
en el sistema terrestre. Otras fuentes de xenobidticos orgdnicos incluye depdsitos de desechos
en efluentes, depésitos de lodos, la industiia petrolera, industria metalirgica, la industria
papelera y otras industrias de desechos no-agricolas [62].

1V-2.1.2 Combustibles Fdstles

Los combustibles fésiles representan la fuente principal para la produccién de
compuestos quimicos orgdnicos. Su gran ndmero y tipos hace que la prediccién de su conducta
en el suelo sea extremadamente dificil. Sin embargo se puede hacer una clasificacién para
facilitar un estudio sistemdtico de una amplia gama de compuestos orgdnicos usando diferentes
clases representativas {Tabla 1V-2.1}. Esta clasificacién estd basada en las propiedades

fisicoguimicas de los residuos orgidnicos [62].
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TABLAIV-2.1

CLASE DE COMPUESTO l COMPUESTOS REPRESENTATIVOS

Aming Anilina, |-Aminopaftaleno, [-Aminoantraceno, 2-

aminobenzolajantraceno.

Aromaticos bisicos Piridina, Quinolina, Acriding, Benzo|ajacridina,

N-heterocfelicos

Fenoles Fenol, 1-Naftol, I-Hidroxiantraceno, 2-Hidroxibenzo
|ajantraceno.
Aromaticos neutros Indol, Carbazol, Benzole]carbazol.

N-heterocfelicos,

Tiofenos Benzolbltiofeno, dibenzofb, djtivfeno,
Benzolb]nafto(1, 2-d)tiofeno.

Nitroaromdticos Nitrobenceno, 1-Nitronaftaleno, 1-Nitroantraceno,

2-nitrobenzo]a) antraceno

Furanos Benzo|b|furano, dibenzolb,djfurano,
benzoblnafto(1,2 furano

Hidrocarbiros aromdticos Naltateno, Antraceno, Benzo|ajantraceno

neutros

1V-2,1.3 Xenobiéticos Inorgdnicos

Muchos compuestos inorgdnicos derivados de la industria como éxidos de aziifre y
nitrégeno, pueden ser considerados xenobidticos porque se eleva su concentracién al ser
liberados y por los efectos deteriorantes que tienen en la biosfera. Los principales
contaminantes son los metales pesados y los metaloides como son el arsénico, boro, cadmio,
cromo, cobre, plomo, mercurio, germanio, molibdeno, nfquel, selenio, estaiio, vanadio, y

zinc. Sin embargo, los compuestos contaminantes son muy diversos |62].

1V-2.1.4 Interacciones de los Xenobidticos con el Suelo

Cuando los xenobidticos son liberados en el suelo, estos pueden ser transportados, o
qufmicamente modificados por procesos hidticos o abidticos,
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La conducta del xenobidtico depende de las propiedades quimiodindmicas y de las
propiedades fisicas, bioldgicas, y quimicas del suelo {Fig.1V.7}. La adsorcidn, lixiviacién
bioconcentracidn y volatilizacion son propiedades que afectan el transporte det compuesto
original dentro del suelo, mientras que Ia hidrélisis, oxido-reduccién, y otras transformaciones
microbianas abidticas afectan su modificacién, Sin embargo, cstos procesos no suceden
independicntemente uno del otro, y el grado y extension en el cual un proceso aparece

gobierna el grado y extensién del otro proceso [8).

FIGURA IV.7

XENOBIOTICOS|

Adsorcidn/
Toxicidad Pormacion :
de Complejos
Degradacidn
BIOTA DEN Efectos . |COMPONENTES
SUELO | Indirectos | ABIOTICOS

Interaccién de los Xenobi6ticos quimicos con el suelo

1V-2,1.5 Factores ambientales que afectan las interacciones entre Microorganismos y

Xenohidticos

Las interacciones entre microorganismos y xenobidticos en el suelo estdn influenciadas

por una gran variedad de factores ambientales, tales como |62}:

1.-ARCILILA Y MINERALES.- Su presencia tiene un efecto particular en la toxicidad de
varios xenobiéticos orgdnicos e inorgdnicos para los microorganismos. Los mefales pesados
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pueden ser adsorbidos en las arcillas reduciendo su concentracidn en el suelo y atenuando sus

efectos adversos en las poblaciones microbianas.

2.-MATERIA ORGANICA .- Afecta la toxicidad del contaminante en forma que puede ser
similar al efecto de la arcilla. La conducta de los xenobidticos orgdnicos también puede ser

alterado.

Por ejemplo, la materia orgdnica soluble puede reducir la toxicidad de los metales

pesados por quelacién del metal reduciendo su dispombilidad para los microorganismos.

3.-pH.- Afecta la interaccién entre el microorganismo y el xenobidtico de varias maneras. El
pH afecta la conducta adsortiva de los xenobidticos orgdnicos e inorgdnicos, incrementa su
naturaleza cationica lo cual incrementa su adsorcién a arcillas y superficies orgdnicas. Afecta

la toxicidad y mobilizacién de los metales y afecta el grado de formacion de complejos.

4.- POTENCIAL REDOX.- Altera el estado de oxidacion que determina la interaccion
microorganisno-xenobidtico por lo que afecta la toxicidad y el comportamiento ambiental del

xenobidtico.

5.-TEMPERATURA.- Altera la toxicidad de algunos xenobiéticos inorgdnicos al afectar el
grado de reaccidn, sin embargo, el efecto depende del compuesto en particular, p. ejem. la
toxicidad del Cromo (1) para Navicula seminulum disminuye cuando la temperatura se

incrementa de 22 a 30°C.
6.-INTERACCION ENTRE XENOBIOTICOS.- Es raro que se presenten, pero en caso de

suceder se observan interaccioues sinergistas, aditivas o antagénicas, las cuales afectan de

modo diferente al microorganismo que cuando se presenta un sélo compuesto.
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1V-2.1.6 Plaguicidas

Entre los compuestos xenobidticos que merecen atencion prioritaria estdn  los
plaguicidas ya que por su extenso uso y su estructura dificil de degradar en general,

representan un importante factor de contantinacién en el suelo y en el agua,

Los productos quimicos agricolas han sido usados desde tiempos antiguos; se sabe que
los romanos usaron los vapores de fa combustién del azufre para el control de los insectos.
También utilizaron sal para mantener las hierbas bajo control. En el siglo IX los chinos usaron
arsenico mezclado con agua para el control de insectos. Cerca de 1800, la piretrina y la
rotenona se utilizaron como nsecticidas para el control de muchas especies de insectos. El
verde Paris, una mezcla de cobre y arsénico fue descubierta en 1865 y se uso para el control
del escarabajo de la papa en Colorado. En 1862 un fungicida conocido como caldo Bordolés,
hecho de una mezcla de cal y sulfato de cobre, se utiliz6 como fungicida para el control de la
plaga de la uva. El 6xido de mercurio fue usado en 1890 como un tratatamiento para las
scmillas, y posteriormente, en 1915, el mercurio liquido fue usado como tratamiento para
proteger las semiilas de las enfermedades fungicas.

El primer insecticida y herbicida orgdnico sintético fue descubierto y producido al
inicio de 1900; a esta produccién de plaguicidas sintéticos procedid cientos de plaguicidas
orgdnicos sintéticos hasta 1940. Los hidrocarburos clorados entraron a la produccién comercial
en 1940 y los fosfatos orgdnicos fueron comercialmente producidos durante 1950, Al final de
1950 las formulaciones con carbamatos se desarrollaron para insecticidas, herbicidas y
fungicidas. En 1960 se desarrollaron plaguicidas especificos y mds especializados. Muchas de
estas nuevas familias de compuestos son bioldgicamente activos y son aplicados en el rango de
gramos por metro cuadrado. Estos incluyen a las piretrinas, sulfonilureas e imidazoles, muchos
de los compuestos mds nuevos ofrecen gran seguridad para su uso en el medio ambiente.
Actualmente existen mas de 600 plaguicidas quimicos formulados dentro de 30,000
preparaciones comerciales. Aproximadamente 200 de estos 600 productos quimicos bdsicos

activos representan el 90% para uso agrfcola en los Estados Unidos [11].
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El uso de plaguicidas y herbicidas ha beneficiado a lu sociedad moderna al mejorar la
calidad y cantidad del suministro de atimento en el mundo, lo cual hace que la comida teng:
un costo rasonable. Sin embargo, el uso cada vez mayor de compuestos quimicos ha logrado

que se incremente el interés para recuperar el medio ambiente |37].

1V-2.1.6.1 Consideraciones Generales

Aunque los plaguicidas se han disenado para destruir diversas plagas, son aplicados a
un medio ambiente que incluye ademds coscehas, personas, y otros seres vivientes, porque son
esparcidos por el aire y tanto por su produccién como por su diseminacién también legan a

contaminar el agua.

Incuestionablemente, los plaguicidas continuardn ofreciendo un enorme beneficio a los
humanos; ayudan a producir mds alimentos y a proteger la salud. Los productos quimicos
sintéticos son la linea de defensa contra insectos destructivos, gusanos, hierbas que daian las
cosechas, enfermedades de plantas y roedores. A través del control de plagas lemos

modificado nuestro ambiente para también complacer las demanda estéticas y recreativas.

Gran parte de Ia informacidn del efecto que causan los plaguicidas en otros organismos
se debe al estudio en aves, pescados e invertebrados marinos. Es claro que diferentes especies.
responden de diferentes formas a la misma concentracién de un determinado plaguicida, por
ejemplo, la reproduccion es inhibida en algunos y en otros no; los huevos de alguna aves se
hacen delgados y se rompen mientras que en atros no causan daio a las especies.

El interés piblico acerca del posible peligro de los plaguicidas estd manifestado en
acciones legales iciadas por grupos de conservacién. Los plaguicdas, como virtualmente
muchos productos quimicos, pueden tener efectos fisioldgicos en otros organismos vivientes en
¢l medio ambiente incluyendo a Jos humanos. La mayorfa de los plaguicidas no tienen efectos
adversos directos sobre las personas, animales o el medio ambiente en general siempre y

cuando se usen adecuadamente para el control de lay plagas.

108



Bindegradacion de Comygxiestos Sintéticos

Los plaguicidas son un grupo de compuestos que incluye un mimero de productos
quimicos individuales disefiados especificamente para el control de ciertas plagas. Los

plaguicidas mds representativos incluyen a los siguientes:

*Fungicidas *Atractantes.
sInsecticidas. *Moluscicidas.
*Reguladores del crecimiento. *Avicidas.
*Herbictdas. sAcaricidas.
sSilvicidas. *Bactericidas.
sEsterilizantes. *Desfoliantes,
*Nematicidas. *Repelentes.
*Rodenticidas. Piscicidas.
sAlgacidas. *Desecantes,

Como contraparte del efecto de los plaguicidas, los procesos bioldgicos y no-bioldgicos
actian juntos para degradar a los plaguicidas. En la naturaleza es diffcil distinguir entre estos
dos modos de degradacién en muchos casos. A pesar de que algunas reacciones son claramente
no-bioldgicas, tales como la fotSlisis, otras, tales como la hidrdlisis pueden ser debidas a
procesos bidticos 6 abiGticos {Tabla 1V-2.2} |37].

TABLA 1V.2.2
REACCIONES QUE PUEDEN TRANSFORMAR COMPUESTOS QUIMICOS EN El
MEDIO AMBIENTE
CATEGORIA EJEMPLO CATEGORIA EJEMPLO
Fotélisis Aldrin Hidrélisis Diazinon
Oxidacidn 2,4-D Deshalogenacion Clorofenoles
Desaminacién Anilina Desearboxilacion Bifenox
Metil-oxidacitn Isopropinafta Hidroxilacion Dicamba
Oxidacidn del azdfre | Aldicarb Reduceeidn bDT
Metabolismo Oxima | Aldicarb Ruptura ester Malarhion
Ruptura C-N Allaclor Ruptura C-S Benthicarh
Ruptura C-Hg Etilmercurio Rupturd 5-N Oryzalin
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Los herbicidas entran en el suelo y en el agua como resultado de la aplicacidn directa
y/o ¢l escurrimiento de la superficie de las plantas, como una parte inherente del descargado
via aérea. La figura IV.8 ilustra las rutas de entrada de los herbicidas en el medio ambiente y

algunas de las transformaciones que tienen lugar {115].

FIGURA V.8
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1V-2.1.7 Detergentes

La utilizacion del jabdn y del detergente para la higiene y la limpieza personal es
comin y de reconocida aceptacion ademds, llega a decirse que su consumo representa una
medida del avance cultural de los pueblos. Ciertamente, los adelantos de la humanidad al
respecto durante los dltimos 200 afios suponen un origen cientifico de la prdctica de la
limpieza, sin embargo, las prdcticas higiénicas y de limpieza actuales son mds bien el resultado
de una serie de consecuencias meramente fortituitas para la humanidad: a las sustancias
destinadas para uso medicinal y religioso se les reconocid como aditivos para la limpieza del
cuerpo y vestido. Las caracteristicas y los usos de los jabones y detergentes se ha modificado
con el tiempo, asi como la diversidad y distinta naturaleza de las materias primas
utilizadas [ 123].

En la década de 1950, los detergentes sintéticos fueron remplazando al jabén en el
lavado de la ropa. Se obtuvo ropa mucho mds hmpia pero a4 un precio muy elevado: los
detergentes no eran biodegradables. Los espumosos detergentes quedaron en la superficie de de
los rfos y arroyos sin experimentar cambio alguno. De este modo, algunas poblaciones

empezaron a notar que el agua tenia un sabor extrano y aspecto jabonoso.

Este problema causd gran interés entre los cientificos, lo que propicié el desarrollo de
otro tipo de detergentes que fueran biodegradables. Estos detergentes contenfan fostatos en su
estructura, lo que los hacfa disponibles a los microorganismos que entonces podfan utilizarlos
como sustratos. Sin embargo, esto fomento el crecimiento de algas Jas cuales gradualmente
interrumpiero el curso de las aguas y, peor ain, consumieron el oxfgeno necesario para los
peces y otras formas de vida natural. este desarrollo desmesurado de ciertas clases de
vegetales, llamado eutrofizacién, ha ocasionado perjuicios casi- irreparables en muchos lagos
del mundo [44].

Desde 1965, la legislacion en los Estados Unidos y en Gran Bretana, han prohibido el
uso de detergentes de sulfonatos de alquil-benceno (BAS) que no son biodegradables, o no los
son fdcilmente en favor de los jabones biodegradables de sulfonatos de alquilo lineal (LAS)
{Figura 1V.9}.

I1



Procesos de Biodegradacion y Microorganisnws Imvelucrados

ll{ l|1

C-HH-C- 1

pwp | ow | own B EREEE:

He O Crem Come Qo (o (o (o O H Him Qe Qe Qo (oo (e Qo (o (e (e O O O H
i | | I \ Il1 [ | | | t i | { 4 |

\
H H H H H l H E
3% Q"H .

H-

S
Qe 1‘;;‘:;:.;: Q [§=2 S‘;:;;::O
i ?
Na Na

Sulfonato de alguil-benceno (SAB) Sulf do alauilo | HSAL
Sulfonato de alquito lineal (SAL)

Los detergentes se fabrican formulados con un mimero de componentes, cada una con
nna funcién especifica durante el proceso de lavado. Todos los detergentes varfan en su
formulacién, aunque generalmente contienen un grupo funcional bdsico. Muchas sustancias

quimicas incluidas en Jos detergentes tipicos incluyen a las que se muestran en la Tabla IV-2.3

TTABLA 1V-2.3

RUSTANCIA EJEMPLO % | SUSTANCIA | EJEMPLO %
uifactantes SAL 3-15 Blanqueador Fosfonato 02-1.0
i Hiti])crballle Tripolifosfato  de 0-30 Antiespumante | Etanolamida -5
sodio
“/'{;.;enlc floculante | Acidos 0-4 Enzimas Pratedsa 03-1.0
policarboxflicas Lipasas
Agente Perborata de sodio 15-35 | Brillo dptico Derivados ~ def 0.1 -1.0
blangueador pirazolan
“Intercambiador | Zeolita tipo A 0-25 Inhibidor de la | Silicato de sodio ] 2 -7
de jones corrosion
Fragancia 0.05-0.3
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Para merementar la habilidad en el proceso de lavado por los detergentes LAS se
adicionaron dispersantes en forma de polifosfatos tales como los tripolifosfatos de sodio

(TPPS). Estos TPPS son muy inestables y se rompen en superfosfatos [57].

La molgcula de detergente presenta una cadena polar alifiitica que es hidrofilica y una
parte aromdtica que se caracteriza por ser hidrofébica. A esta dualidad en 1a naturaleza de la

molécula se deben las siguientes propiedades:

a) Abatimiento de la tension superficial.- Que se conoce como accion humectante,

b) Separacidn y desintegracion de particulas que se aglomeran en diversas superficies.-
Accién dispersante,

¢) Incorporacién de dichas particulas al agua.- Accidn emulsificante,

La principal diferencia entre los detergentes y los jabones es que los primeros no
- o . . 4+ + 4
fornan precipitados insolubles con iones como el Mg™ " y el Ca’' " presentes en las aguas
duras, lo que significa que la eficacia de los detergentes en el proceso de lavado es

mayor | 146].

La presencia de detergentes anidnicos en algunas superficies acudticas, es debida a la
descarga de las aguas residuales industriales y domésticas. Dicha presencia ain en bajas
concentraciones se ha visto que favorecen la absorcion de sustancias nocivas o carcimogénicas a

nivel digestivo concominantemente presentes en la fuente de manantiales {991,
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1V-3 BIODEGRADACION DIE COMPUESTOS ALIFATICOS

1V-3.1 COMPUESTOS ALIFATICOS HALOGENADOS

Los compuestos alifdticos halogenados estdn predominantemente contaminando mantos
fredticos y son componentes significativos de desechos peligrosos y de lechos de tierras de
relleno. Muchos compuestos alifiticos halogenados son liberados de fuentes industriales,
comerciales y de la agricultura. Son alcanos y alquenos bromados o clorados que contienen
uno o tres dtomos de carbono, tales como los dcidos alcanoicos halogenados (HAA),
haloalcanos, Tricloroetileno (I'CE), y el dibromo etileno (EDB). Los etanos y eteres han sido
comdnmente usados como refrigerantes, solventes en la limpieza en seco (metales y pldsticos)
y en la industna de barnices y en la manufactura de semiconductores. Su aparente peligro para
la salud del ser humano nicid la investigacidn concemiente a su concentracién en la superficie

del agua y en el suelo.

El destino de los compuestos alifdticos clorados en el medio ambiente, depende de sus
propiedades quimicas particulares. El potencial quimico y la transformacidn biolégica ocurre
bajo condiciones ambientales conocidas y controladas por el ndmero y posicidn de los cloros
sustituyentes. La tendencia general con respecto a la degradacién de los compuestos alifdticos
halogenados, es que cntre mds sustituyentes tenga la molécula, es mds alto el grado de
reduccién y mientras menos halogenados, es mds alto el grado de oxidacion.

Aunque las transformaciones abidticas dentro de la escala del tiempo comunmente
asociadas con movimientos de los mantos fredticos son lentas, los procesos bidticos
tipicamente proceden con mayor rapidez suponiendo que hay suficientes nutrientes y poblacidn

microbioldgica para mediar tales transformaciones.

La informacién genética y molecular en la biodegradacién de estos compuestos por

microorganismos acudticos y terrestres, permite la construccion a través de las teenologias de
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DNA recombinante, de microorganismos que tendrin mejores capacidades degradativas que las

que hacen las poblaciones naturales [32].

IV-3.1.1 Acidos Alcanoicos Halogenados (HAA).- Diferentes microorganismos del suelo que
sintetizan compuestos deshalogenados tienen también la capacidad para utilizar a los HAA.
Algunas especies de Pseudomonas 'y Alcaligenes, pueden crecer con  dcido  2-
monocloropropiénico y con dcido 2-monocloroacético; la degradacion de estos compuestos
depende del pldsmido pUU204 (853kb) encontrado en dichas cepas y que codifica para cuatro

diferentes deshalogenasas |32}.

1v-3.1.2 Dibromo etileno (EDB).- El EDB se ha usado como un fumigante en suelos y en la
gasolina como antidetonante. Debido a los grandes problemas ambientales que ha causado su

uso, ha aumentado su investigacién sobre su degradacién en las iltimas décadas,

Hay algunos reportes sobre su degradacién en ambientes acudticos, sin embargo, la
informacién sobre los microorganisimos involucrados y sus caracteristicas genéticas

involucradas en {a degradacién del EDB, no se informan {32, 112].

1V-3.1.3 Demeton S-metil-sulfoxido (Metasystox R).-Este compuesto es degradado por
Pseudomonas putida 1453 por medio de la ruptuta del enlace tioéster para formar tres
contpuestos  principales:  2-(etilsulfinil)etanotiol,  2-(etilsulfonil)etanotiol  y  bisf2-
(etilsulfinil)etil]disulfuro {Figura IV.10}. Nocardia sp. DSM 43252 convierte el insecticida en
otros tres metabolitos: bisf2-(etilsulfoniletit]disulfuro, bis|2-(etilsulfinil)etiljsulfuro y bis|2-
(etilsulfomil)etil]sulfuro via oxidacién, B-eliminacién e hidrélisis. Otras bacterias que son
capaces de metabolizar al demeton S-mefil-sulféxido, son Arthrobacter sp.. DSM20398,
Arthrobacter roseopuraffineus, Corynebacterium petrophilum ATCC 19080; Brevibacterium
ammoniagenes ATCC 13745; Bacillus sphaericus ATCC 12123 y 123000; Pseudomonas fragi
1233 y P. fluorescens 1543 |2].

15



Procesos de Biodepradacion y Microrganisans Involieridos

ﬂ FIGURA IV.10
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1V-3.1.4 Dimetilsulfuro (DMS).- El dimetilsulfuro (DMS) es el principal contribuyente de la
emisién total de azufre de la tierra y del mar a la atmdsfera. Las bacterias aerobias y
anaerobias degradan DMS, pero su metabolisme por bacterias aerobias facultativas se ha

descuidado.

Los microorganismos aerobios que catabolizan la degradacion del DMS son
hipomicrobios o tiobacilos. El mecanismo involucra la incorporacién directa de oxigeno
molecular dentro del grupo metilo del DMS y el CH;3SH. La ruta del metabolismo aerobio
para el DMS se ha documentado mejor en hongos. El DMS es oxidado por una monooxigenasa

dependiente de NADH a metanotiol y formaldehido:
CH,;SCH; 4 O, + NADH + H" ————— CH,;SH + HCHO + H,0 + NAD"

La enzima metanotiol oxidasa se purificé de Hyphomicrobium cepa EG y de
Thiobacillus thioparus TK-m y cataliza otra transformacién dependiente de O,:

CH,SH + 0y +H,0 ———— HCHO + H,$ + H,0,
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El H,S es oxidado a sulfato y la proteccion contra el H,0, t6xica que se produce es
contrarrestada por una catalasa con alta actividad en ambas especies, Thiobacillus e

Hyphomicrobium

Las condiciones anoxigénicas fluctuantes son comunes en muchos ambientes, y puede
ser ventajoso para bacterias que degradan DMS por mecanisimos bioquimicos similares en

presencia o ausencia de O,, de este modo se evitan los procesos de adaptacién ¢ induccién,

Las enzimas DMS monooxigenasa y metanotiol oxidasa parecen ser inhibidas por el
MBI (metil butil éter). La catalasa es inhibida por ATA (3-amino-1,2,4-triazol). En esta ruta

no existen reacciones de transferencia de metilos.

La cepa Thiobacillus ASN-1, crece en condiciones desnitrificacion con DMS, El
metabolismo del DMS no requiere de oxigeno molecular como sustrato, sino que opera via una
metiltransferasa {Figura IV.11} la cual es inhibida por CHCl; pero no por MBE. Debido a que
el O, no es un sustrato, esta ruta catabélica también permite crecer a la cepa en DMS c¢on

aceptores de electrones alternativos, tales como nitratos o nitritos.

FIGURA IV.11
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Esquema de la ruta de la oxigenasa oxidasa y metil traneferaea para el cataholismo de los
sulfuros metilados. Las reacciones 1 y 2 son catalizadas por la DMS monooxigenasa y metano-
tiol oxidasa las cuales son inhibidas por metil butll éter (MBE). el agua oxigenada(H,0,) de
la reaccién de la metanotiol oxidasa es eliminade por una catalasa (reaccién 3) y es inhibi-
da por 3-amino-1,2,4-triazol (ATA). La reaccién 4 abarca el mecanismo de la metiltransferasa
que emplea una cobalamida acarreadora(X) y es inhibida por el clorcformo (CHCly). La oxida-
c¢ién del enlace del grupo metilo probablemente aucede después de la transferencia de la co-
balamida al tetrahidrofolato y desde ahi al formaldehide (HCHO)} de la ruta de la oxigenasa -
oxidasa es oxidade por una dephidrogenasa a dcido féimico (HCOOH) y despuén. a C0O,.
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La inhibicién provocada por el CHCly implica la existencia de una cobalamina
acarreadora, la cual probablemente transfiere el grupo metilo al tetrahidofolato con la

subsecuente oxidacién del enlace de la unidad C, del formato.

La implicacidn ecoldgica del metabolismo del DMS por metil transferasas, mds que por
oxigenasas, es la facilidad del consumo de O, bajo concentraciones fluctuantes de éste, las
cuales se encuentran tipicamente en las interfases de sedimentos, Las evidencias sugieren que
los sistemas de metil transferasas son mis comunes en los ambientes naturales que las rutas

oxigenasa-oxidasa [147].

IV-3.1.5 Tricloroetileno (TCE).- Los etenos clorados tales como el cloruro de vinilo,
tricloroetileno  (TCE).y el tetracloroetileno (percloroetiteno) han  sido  frecuentemente

detectados en los mantos acuiferos.

El TCE es uno de los principales solventes industriales usados para desengrasar y
limpiar metales y componentes electrénicos. Estos compuestos son persistentes en el medio
ambiente y son transportados rapidamente en las aguas fredticas. Su presencia en los mantos
acufferos es de interés piiblico debido a su toxicidad y/o carcinogenicidad. La identificacion de
las condiciones que favorecen la biodegradacidn de los etenos clorados podria contribuir

significativamente al esfuerzo para restaurar los mantos acufferos,

Bajo condiciones anaerobias en el laboratorio, el TCE vy el percloroetileno puden ser
degradados en condiciones metanogénicas mientras se hace crecer la cepa degradadora en
medio con acetato. El percloroetileno es reductivamente deshalogenado a TCE, dicloroetileno

y cloruro de vinilo, pero esta degradacién es muy lenta,

El TCE también puede ser metabolizado bajo condiciones acerobias; es mineralizado
cuando la microflora del suelo es expuesta a pas natural en el aire, lo que implica la
participacion de metanotrofos en la degradacién del TCE, Cuando se usa un medio lquido

inoculado con bacterias que utilizan metano, el TCE se convierte a CO,,
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Bajo estas condiciones, la degradacion del TCE es inhibida por acetileno, que es un
inhibidor especifico de la oxidacién del metano por metanotrofos lo que apoya la hipdesis de
que la degradacién del TCE es realizada por microorganismos metanotréficos. Bajo

condiciones metanogénicas ambos, el TCE vy el tetracloroetileno fueron convertidos a etileno.

La biodegradacion del TCE por estas bacterias (metanotréficas), parece ser realizado a
través de co-metabolismo, También se ha probado que la degradacién del TCE es Hevada a

cabo cuando otros microorganisnios aerobios crecen en presencia de fenol.

Las reacciones de degradacién del TCE {Figura 1V.12} tanto en condiciones anaerobias
como aerobias, pueden ser importantes como un tratamiemo potencial de los sitios

contaminados via estimulacién de bacterias metanotréficas |32}
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1V-3.2 OTROS COMPUESTOS ALIFATICOS

1v-3.2.1 Cymoxanil (Cruzate, DPX-3217).- EI cymoxanil es un fungida usado en el control
de la lama de la uva, La glicina se recupera como el producto principal de degradacién de este

compuesto por la bacteria Peptococcus glycinophilus {Figura 1V.13 } {6},

FIGURA IV.13
o ‘j ﬁ
C-CNHCNHC 1, - —p- H,N-—CH,CO,H
CH30N/ Cimoxanil Glicina

Transformacién del fungicida Cimoxanil
a Glicina por Peptococcus glycinophilus
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1V-4 BIODEGRADACION DE COMPUESTOS HALOAROMATICOS

IV-4.1 METABOLISMO DE LOS COMPUESTOS HALOAROMATICOS

Los compuestos aroindticos clorados, son los principales contaminantes ambientales, porque
a menudo se liberan en grandes cantidades; son téxicos y resistentes a la degradacidn, y se
acumulan en sedimentos y en la biota. A pesar de que algunos compuestos son degradados
lentamente por microorganismos acudticos y terrestres, otros son degradados con relativa

rapidez | 32].

Los clorobencenos son usados principalmente como intermediarios en la sintesis de otros
compuestos quimicos y entran al medio ambiente a través de las aguas residuales de los sitios de
produccién. Se emplean en la industria eléctrica (transformadores, capacitores), en fluidos
hidrdulicos o de transferencia de calor y en otros usos diversos (plastificantes, componentes de

pinturas y tintas, adhesivos, aditivos para aceites, auxiliares textiles y plaguicidas) [ 117].

La habilidad de los icroorganismos aerobios para degradar los compuestos quimicos
clorados es a menudo himitada debido a que el grupo cloro de dichos compuestos, provoca un

blogueo del sitio activo de las enzimas, por lo cual, estos compuestos se vuelven recalcitrantes |137].

Dos procesos que son especialmente importantes en la degradacion inicial de los compuestos

la biodegradacién de los compuestos halogenados se considera completa cuando el
esqueleto carbonado es convertido a intermediarios metabélicos y el grupo halogeno orgdnico es

regresado al estado mieral [117).

IV-4.1.1 Desmetilacion.- La enzima 4-metoxibenzoato-o-desmetilasa es un sistema
multienzimdtico que contiene hierro y una monooxigenasa con un enlace 14bil de azufre, La enzima
desimetilasa consiste de una reductasa dependiente de NADH y una monooxigenasa. La NADH-
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reductasa contiene flavina mononucledtido (FMN) y un complejo hierro-azufre. El complejo hierro-
azufre parece ser esencial para la funcién catalitica de la reductasa y puede mediar Ja transferencia
de electrones de}l NADH a la monooxigenasa. La monooxigenasa parece ser un diimero que
confiene un cromdloro hierro-azufre. Un mecanismo de accién propuesto para el sistema

enzimdlico desmetilasa se presenta en la figura 1V. 14 [37).

FIGURA V.14
. N
Fe ITI Fe 11X
N
3
R
R-H H
{ 4
~—p NADH NAD
N4
FMN (H)
8
N PN
Fe IIX Fe III(II)
/ ~No
S
/ Reductasa
8 - N S
- N / e - N
Fe IIX Fe IIIX Fe II Feo TIX
~.~ ~
S S
Monooxigenasa Monooxigenasa R
(oxidada) (reducida) H
R-OH€~ | /H. O 0y
R {
. S 8
\ // ~. // Y "\ / S
Fe III Fe III w——— | Fe II1 Fe III
- ™~ -~ N
S S
; | | 1
|...a=;z:r"_:”::’: o, R\
Z2e” 0 H H
Mecanigmo de reaccibn propuesto para el sistema enzimltico
4-metoxibenzoato monooxigenaga (O-desmetilasa).

122




Biodegradacion de Compaestos Halvarongiticos

IV-4.1.2 Deshalogenacion.- El punto crucial es remover el halégeno sustituyente del
compuesto orgdnico, lo cual puede ocurrir tempranamente en la ruta degradativa con reduccion,
hidrolisis o eliminacion oxigenolitica. Alternativamente, s¢ pueden generar estructuras no-
aromdticas, con pérdida espontanea del haluro por hidrdlisis o halwro de hidrogeno por 8-
eliminacién [37,117].

1V-4.1,2.1 Desplazamiento del halégeno por medio de hidrégeno.- La pérdida del grupo haldgeno
sustituyente sucede sin la alteracién del anillo aromdtico, el cual es recuperado en forma idnica.
Cuando se han eliminado todos los dtomos del haldgeno, la fision del anillo aromidtico conduce a la
formacién de metano y didxido de carbono, Para compuestos aromdticos polisustitufdos, el orden
de deshalogenacidn es el siguiente:

orto > meta > para

Se ha reportado que la deshalogenacion ocurre s6lo bajo condiciones metanogénicas.

FIGURA V.15 J
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El poder reductor requerido se obtiene de los hidrégenos producidos durante la oxidacion de
los sustratos, por ejemplo, para la degradacidn del 3-clorobenzoato este poder reductor se obtiene

del hidrégeno producido en la oxidacién acetogénica del benzoato {Figura 1V.15}.

La ventaja de la deshalogenacidn reductiva por microorganismos anaerobios no es utilizar al

compuesto como fuente de carbono y energia sino como a un aceptor de electrones [46, 143].

1V-4.1.2.2 Desphnzamiento del haldgeno por el grupo hidroxilo.~ Este mecanismo de deshalogenacion
se lleva a cabo remplazando el grupo haldgeno sustituyente de la estructura aromdtica por medio del
grupo hidroxilo y es catalizada por una enzima deshalogenasa que fue aislada de la especie

Arthrobacter sp.

El mecanismo de deshalogenacién utiliza al agua como el donador del grupo hidroxilo y no
al oxigeno molecular como lo demostraron experimentos utilizando H,""0 y 0. La conversién
enzimdtica del haloaromdtico al fenol correspondiente procede via fisién hidrolitica del enlace
carbono-cloro, por ejemplo, en la conversién del 4-clorobenzoato a 4-hidroxibenzoato se utiliza ésta
via {Figura IV.16}.

FIGURA IV.16
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La misma ruta se sigue para la degradacidn del pentaclorofenol (PCP) por Flavobacterium
sp, la degradacién fue iniciada por la conversion del PCP a tetracloro-p-hidroquinona por medio del
desplazamiento hidrolitico del cloro. Dos descloraciones reductivas del tetracloro-p-hidroquinona,
produjeron triclorohidroquinona y después 2,6-diclorohidroquinona. Sin embargo, al estudiar el
metabolismo del PCP con Rhodococcus chlorophenolicus se obtuvo que la primera hidroxilacion
ocurre en la posicion 4, tenga o no un grupo halégeno sustituyente en esa posicién, lo cual indicaria

entonces que la enzima actia solo casualmente como una enzina deshalogenante [ 117].

1V-4.1.2.3 Fisién oxigenolitica del enlace Haldgeno-Carbono.- Lste es otro mecanismo para la
eliminacién del halégeno sustituyente del compuesto haloaromdtico, en el cual sucede una fortuita
deshalogenacion catalizada por dioxigenasas. Se ha estudiado en el metabolismo de compuestos
como el 2-fluorobenzoato, 4-clorofenilacetato ¢l cual es ademds metabolizado por meta-fision y
para el 5-clorovainillato {Figura IV.17 }.

1V-4.1.2.4 Eliminacion del haldgeno a través de In formacidn de intermediarios no-aromdticos.- La
forma mds comin de estas rutas es la elininacién del cloruro después de la orto fisién del
clorocatecol. El cloruro parece ser eliminado espontdneamente después de que el enlace carbono-
halégeno ha sido sensibilizado por medio de isomerasas o reductasas. La ruta de eliminacion se
inicia con la incorporacién de oxigeno a la estructura aromdtica, la cual forma un intermediario no
aromdtico obteniéndose como producto un clorocatecol {Figura 1V.18}. La reaccién enzimitica
requiere tanto de G, como de NADPH.

El clorocatecol sufre una orto fisién que Hleva a la formacién de cloro-muconatos a la que
sigue una cicloisomerizacion en la que se pierde espontdneamente el cloruro por una eliminacion

anty {Figura 1V.19}. La siguiente reaccion Heva a la formacién de malei! acetatos.

La cepa de Pscudomonas B13 cultivada en 3-clorobenceno convierte el maleil acetato a 3-
oxoadipil-CoA y oxoadipato por medio de las enzimas maleil acetato reductasa y 3-oxoadipato
succinil-CoA transferasa. Las enzimas aisladas de Arthrobacter sp. convierten el acetato maleico y
el B-cloromaleil acetato a succinato con consumo de dos equivalentes de NADH o NADPH {Figura

V.19 }. El oxoadipato es un metabolito comuin de la ruta orto. [117].
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FIGURA IV.18
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FIGURA IV.19
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IV-4.1.3. Ruptura del anillo.~ El anillo aromdtico del catccol y del protocatecato son
escindidos via reacciones de orto y mela fisién {Figura 1V.20}. Las reacciones de orto y meta
fision son Nevadas a cabo por diferentes enzimas (ver apartado 1V-2, figura IV,6). Hay, por

ejemplo, una catecol-1,2-oxigenasa y una protocatecato-4,5-oxigenasa.

Los productos de cada fisién, el cis, cis -muconato y el 3-carboxi-cis, cis-muconato,
producen en dos reacciones subsecuentes el primer intermediario comun, el 4-oxoadipato enol
lactona. Este compuesto se degrada para producir succinato y acetil-CoA. La canalizacion de
diversos compuestos dentro de unas pocas rutas centrales beneficia al microorganismo al
simplificar los circuitos reguladores, control genético, 'y reducir Jos requerimientos

energéticos.

l.a ruta de meta-fisién utiliza la enzima catecol-3,4-dioxigenasa para abrir el anillo
adyacente al grupo hidroxilo. El metabolismo conduce a la formacion de piruvato, formato, y
acetaldehido |37].
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FIGURA 1V.20
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1V-4,.2 DEGRADACION MICROBIANA DE COMPUESTOS PARTICULARES

iV-4.2.1 Cloroanilinas.- Las cloroanilinas estdn ampliamente distribufdas en el medio

ambiente. Son usadas en la sintesis de plaguicidas, tintes, pldsticos y productos farmaceiticos,
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En adicién a lo anterior, las cloroanilinas se extienden en el medio ambiente cuando son
metabolizadas por microorganismos a partir de compuestos cloronitroaromiticos o plaguicidas
como los clorofenilcarbamatos, clorofenilureas y acilcloroanilinas. Como metabolitos de los
plaguicidas, estdn presentes en el suelo en relativa baja concentracidn, Debido a la adsorcién
fisico-quimica a matrices himicas en el suelo, las cloroanilinas persisten y perinanecen
detectables por afios después del tratamiento del suelo con el herbicida. Esto puede afectar
negativamente la microflora del suelo, por ejemplo, inhiben a las nitrosomonas.

De algunas cepas microbianas tales como Pseudomonas acidovorans CA28,
Pseudomonas sp JL2, se conoce su capacidad para degradar cloroanilinas utilizdndolas como
unica fuente de carbono y de energfa, mientras que otras cepas como Rhodococcus AM114
s6lo las transforman parcialmente.

Algunos microorganismos degradadores de lignina pueden metabolizar discretamente
cloroanilinas y conjugados de lignina con cloroanilinas, La transformacién de cloroanilinas por
hongos de la podredumbre blanca puede llevar a altas concentraciones tdxicas de

tetracloroazobencenos [21}.

IV-4.2.2 Clorocatecol,- Los clorocatecoles son generalmente degradados por la ruta de orto
fisién (ver figura IV,6). El metabolismo a través de meta fisién puede dar como resultado
interemediarios téxicos o intermediarios de punto muerto (callején sin salida). Las
dioxigenasas normales tienen baja afinidad hacia los compuestos clorados, sin embargo, se han
encontrado  dioxigenasas y cicloisomerasas que presentan afinidad para sustratos
cloroaromdticos. En Pseudomonas sp cepa B13, se encontré que el metabolismo de catecoles
y clorocatecoles es realizado por dos vfas de orto-fision diferentes; esto da la idea de que
existen dos enzimas isofuncionales, la Pirocatecasa I estd presente en células que crecen en
benzoato y es altamente especffica para catecol. La Pirocatecasa Il fue inducida cuando el
sustrato de crecimiento fue el 3-clorobenzoato; esta enzima presenta una alta actividad hacia
los bencenos clorosustitufdos.

También se encontraron otros dos tipos de enzimas isofuncionales para la
cicloisomerizacién del cic-cis-muconato y cis,cis-cloromuconato. La cicloisomerasa 1 fue
altamente especffica para el cis,cis-muconato mientras que la cicloisomerasa II tuvo ala
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afinidad para el 2-, y 3-cloromuconato. El metabolismo propuesto del cido 3-clorobenzoico y
del 4-clorocatecol se presentan en la figura 1V.21 [37].

FIGURA IV.2]
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IV-4.2.3 Clorobenzowtos.- La ruta propuesta para la degradacion del 3-clorobenzoato (3-
CBA) por Pscudomonas sp. cepa B3 {Figura IV.22} y las enzimas mvolucradas en dicha
degradacion oxidativa se han identificado. Un esquema stmilar de degradacién del 3CBA se ha
encontrado en la especie Acinetobacter calcoaceticus. Otra especie que también es capaz de

degradar al JCBA es la especie P. putida.

El pldsmido pAC25 y una porcién del plismido TOL capacitan a las células hospederas
para utilizar tanto al 3CBA como al 3,5-diclorobenzoato (3,5-DCBA). La ruta metabélica de
degradacién: de estos dos compuestos por la cepa reconstruida se presenta en la figura 1V.23, al
1gual que la ruta de degradacidn de otros clorobenzoatos, tales como el 4CBA y ¢l 2,4-DCBA,

por Corynebacterium sepedonicunt..

Los clorobenzoatos, también pueden ser biodegradados bajo condiciones reductivas. Sin
embargo, la informacién concerniente a los microorganismos capaces de degradar los

clorobenzoatos por reduccién ain no es suficientemente clara [32].

IV-4.2.4 4-Clorofenilacetato.-  Pseudomonas sp. cepa CBS3 es hdbil para utilizar 2-
cloroacetato, 4CBA, y 4-clorofenilacetato. En la degradacién del 4-clorofenilacetato, el 3,4-
dihidroxifenilacetato es el principal compuesto imtermediario que se metaboliza via meta-
fision. Esta ruta difiere de la degradacion del 2,4 diclorofenoxiacetato (2,4-D, ver mds abajo)
en que primero se pierde el grupo acetato y cambia a 2,4-diclorofenol. En la ruta metabdlica
del 4-clorofenilacetato se realiza la eliminacién del halégeno antes de que el anitlo sufra fisién.
Ver figura 1V.24 |32].
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FIGURA 1,22
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FIGURA 1V.23
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1V-4.2.5 Clorofenoxiacetatos.- Los derivados de los fenoxiacetatos, tales como el 2,4
diclorofenoxiacetato (2,4-D) y el 2,4,5 triclorofenoxiacetato (2,4,5-T), han sido liberados al
medio ambiente como herbicidas por 40 anos. Muchos compuestos sintéticos recalcitrantes
como el 2,4-D, son rdpidamente degradados por microorganismos del suelo como es el caso de
la cepa Alcaligenes eutrophus  {Figura 1V.24}. En esta cepa, los genes que codifican para la
degradacion del 2,4-D son plismidos siendo ¢t plismido pJP4 de A curotrophus JINP134 uno

de los mds extensamente estudiados |37,32}.

FIGURA 1V.24

OCH,COOH ol OH

cl 2.4-D cl 2,4-Diclorofenol HO [y Al
HMonoexigenasa hidrolasa .
tfda tfan o

Cl Cl Ccl

2,40 2,4-Diclorofenal 3,5-Diclorocatecol
Clorocatecol -

tfdc 1,2-dioxigenana

=0 Clordieno lactona Cloyromuconato COOH
0/ ; ipomerasa cicloisomerina l COOH
P < e et
\///[\ tfAF t£dD ) p
Cl Cl Cl
Cls-2-clorodleno lactona Trans-2-cloro-dieno lactona 2, 4-Dicloromuconato
. Cloreodienclactona
tEQE hidrolasa
COOH
COOH
P g e e Aeido Succinico
~

Cl

2-Cloro maleyacetato

Ruta que ilustra la biodegradacién del 2,4-Diclorobenzoato

136



Bindegraducion & Compriestoy Haloarontticos

Una ta altenartiva de degradacion del 2,4-D propone la formacion de dcido
clorosuccinico como producto final de degradacion (Referencia Fisher et al 1978). Las
bacterias del snelo que degradan al 2.4-D tienen la capacidad de romper el enlace eter para

producir 2, 4-diciorofenol [37]

La ruta de degradacion del herbicida 2,4,5-T comienza con la conversidn a
triclorofenol y clorocatecol antes de ocurrir fa fision del anilo {Figura 1V.25}. Se tiene mucha

informacion sobre los genes que codifican para Ja degradacion de estos compuestos | 32},

iv-4.2.6 Clorotolueno.- La especie de P. cepacia y otras especies diferentes de Pseudonionas
tienen la capacidad para utilizar mono y diclorotoluenos como la iinica fuente de carbono y de
energia, Estas cepas contienen pldsmidos los cuales codifican para la degradacién de toluenos,

La ruta de degradacidn no ha sido reportada {32].

1V-24.2.7 Dicamba.- Il dicamba es usado come un herbicida pre y postemergente para el
control de las malas hierbas de hojas anchas caducas y perennes y de otros tipos de follajes. El
dicamba es similar en accion herbicida a los deidos fenoxi alcanoicos, tales como el 2,4-D,
pero pertencce a la clase conocida como benzoicos. EI modo especifico de accién del dicamba
es desconocido. La sintomatologfa producida (anormalidades en Ja floracién, y formacién de
tallos y hojas) indica que el dicamba actiia para Jimitar el transporte de auxinas en las plantas.
Las especies de plantas resistentes absorben, translocan, y metabolizan al dicamba, mientras
que Jas especies susceptibles no pueden hacerlo con facilidad. El dicamba es sintetizado er una

serie de reacciones que inicia con el [,2,4-triclorobenceno.

El dicamba es qufmicamente estable y hay evidencia que sugiere que su degradacion en
suelos anacrobios y agua es mediada biolégicamente. Los estudios del metabolismo en suelos
anaerobios han demostrado que el dicamba es metabolizado a CO, y que el 3,6-
diclorosalicilato es el metabolito intermediario principal. Sin embargo, no han sido

identificados los factores bioldgicos involucrados en el metabolismo del dicamba.
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i FIGURA IV.25
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El dicamba afecta el crecimiento de ciertos cullivos comerciales, principalmente al
frijol de soya. Usando ¢ marcado en el dicamba, se ha demostrado la habilidad de especies
de Pseudomonas para completar la mineralizacion del dicamba a MC0, A través de la téenica
de cromatograffa en capa fina y HPLC, se propuso una ruta de degradacién del dicamba
{Figura 1V.26}.

FIGURA V.26
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Las bacterias capaces de utilizar al dicamba como vnica fuente de carbono fueron
obtenidas por enriquecimiento de suelos y agua con una larga historia de exposicién al dicamba

y se identificaron como Pseudomonas sp. cepa DI-6 y DI-8, Moraxella sp. cepa DI-T [37],

iV-4.2,8 Diclorobenceno (DCB).- Hay poca informacidn sobre el papel de los
microorganismos en la eliminacién de los compuestos aromdticos halogenados. Recientemente,
bacterias como Alcaligenes spp, y Pseudomonas spp. que wtilizan clorobenceno, l,'2—
diclorobenceno (0-DCB), 1,3-diclorobenceno (m-DCB) y 1,4-diclorobenceno (p-DCB) como
dnica fuente de carbono se han aislado o han sido construfdos a partir de ingenierfa genétiéa.
Sin embargo, las bases genéticas de la degradacién de clorobencenos en estos microorganismos

1o han sido descritas,
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La deshalogenacion de los clorobencenos se hace bajo condiciones anacrobias, La ruta
metabélica para la degradacién de o-, m-, p-diclorobenceno {Figura IV.27} sugiere que todos
ellos forman un intermediario comdn, el diclorocatecol, para después romper el anillo de
benceno [32].

FIGURA V.27
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Ruta de biodegradacién de los Diclorobencenos. Los diferentes diclorobencenos
llegan a un intermediario en comin que es ¢l diclorocatecol antes de que el anillo
ge rompa.

1V-4.2.9 Dicryl.- La conversién del dicryl es realizada por el hongo Rhizopus japonicus y
flega a un miximo de conversién cuando el crecimiento fiingico es finalizado, En una semana,
el 22% del dicryl es transformado a sus metabolitos {Figura 1V.28}, pero el 78% permanece
sin cambios |2].
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1V-4.2.10 Pentaclorofenol (PCP).- El pentactorofenol (PCP) es un contaminante muy
esparcido en suelos, y mantos fredticos. Es un conservador importante de maderas, ademds de

ser herbicida, fungicida y biocida en general [32,22,].

En 1983, Ia produccién mundial de de PCP fue estimada en 5X10’ Kg. La toxicidad de
los fenoles clorados tiende a incrementarse con su grado de cloracion y por el hecho de que
pocos microorganismos pueden degradarlo. las bacterias que se han aislado de zonas
contaminadas con PCP se identificaron como Arthrobacter sp. Pseudomonas cepacia y
Flavobacterium sp 32,117].

El metabolismo del PCP bajo condiciones acrobias se inicia con el desplazamiento de la
posicién para del cloruro por un grupo hidroxilo (deshalogenacién reductiva), produciendo
2,3,5,6-tetraclorohidroxiquinona reaccién que e¢s catalizada por la PCP hidrolasa. El
metabolismo continua con la formacién de tricloroquinona y dicloroquinona, seguida de la
completa mineralizacion del PCP [32,62,151].

Bajo condiciones anaerobias, el PCP es degradado a triclorofenol por una rdpida
eliminacién de los grupos cloro de las posiciones 2 y 6; entonces se presenta una eliminacion
del cloro en posicidn para dando lugar a la formacién de diclorofenol y finalmente se lleva a la
formacién de monoclorofenol. El anillo bencénico se rompe para producir metano y CO,, lLas

rutas de degradacion aerobias y anaerobias del PCP s¢ presentan en la figura IV.29 {117, 32].
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Se han hecho Intentos de utilizar células inmovilizadas en poliuretano para degradar
PCP. Las células mmovilizadas pertenccen a la especie de Flavobacterium sp, pero adn faltan

mids estudios a este respecto para desarrollar métodos viables de biorremediacién [107].

FIGURA.1V.29
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Ruta propuesta de degradacién del Pentaclorofenol. La via superior es la ruta
peguida por microordganismos aerobios y la inferior se reportd para microorganismos
anaerobion.

Los estudios recientes han indicado que la degradacién microbiana del PCP conduce a
la formacidn de metabolitos intermediarios los cuales son mids toxicos que el compuesto
original, Para comprobar la toxicidad relativa del PCP y de algunos de sus metabolitos
identificados, como productos de la actividad microbiana, se ha hecho uso de un cultivo
estdtico de Tetrahimena pyriformis encontrandose, que cuando los intermediarios estdn
deshalogenados su toxicidad se ve disminufda a causa de una disminucién en la hidrofobicidad
y en su reactividad, pero cuando estos productos fueron metilados, la toxicidad se incrementa

debida al aumento en la reactividad {22},
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IV-5 BIODEGRADACION DE COMPUESTOS NITROAROMATICOS

Compuestos tales como los nitrobencenos, nitrotoluenos, nitrotenoles y nitrobenzoatos son
usados en la manufactura de plaguicidas (Parathién, Paraoxdn y Treflan), tintes, explosivos,

espuma de poliuretano, elastdmeros y solventes industriales.

Otros compuestos nitrados aromdticos que se encuentran como contaminantes son el 2,4,6-
tnnitrotolueno (TNT) que ha sido usado extensivamente en la elaboracidn de explosivos. Los
nitrobifenilos son importantes como plastificantes del acetato de celulosa y el poliestireno, como
fungicidas textiles y preservadores de madera, y en la sintesis de tintes. Antibidticos como el
cloranfenicol y el tranquilizante nitrazepam son ejemplos de fidrmacos en los cuales st accién
depende de la presencia del grupo nitro en el anillo aromdtico; las nitroamilinas y sus derivados
aparecen en aguas de desecho de Ia elaboracién de tintes y de la industria farmacéutica y en el suelo

como metabolitos de la degradacién microbiana de ciertos herbicidas |64].

Los mantos fredticos, suelos y sedimentos de muchos sitios militares - estdn
contaminados con desechos nitroaromdticos como resultado de la manufactura, ensamblaje y

empaque de armas y productos que contienen explosivos | 15].

Los compuestos aromdticos que presentan s6lo un grupo nitro sustituyente son los mis
rdpidamente degradados por los microorganismos del suelo; pero el Trinitrotolueno (TNT),
que es un compuesto en el que hay impedimento estérico y estd electronicamente desactivado
es mucho menos susceptible a la oxidacion microbiana y en caso de llevarse a cabo esta

oxidacion, conduce a la formacidén de compuestos mds téxicos que la estructura original [64].
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1V-5.1 METABOLAISMO MICROBIANO DEL GRUPO KITRO

El grupo nitro sustituyente puede ser reducido o eliminado de la estructura aromdtica.

La reduccion del grupo nitro puede hacerse en condiciones acrobias y anaerobias
{Figura 1V.30}. En condiciones anaerobias se estudid a partir de una preparacion enzimdtica
de la especie Veillonella alkalescens que catalizd Ja reduccion del grupo nitro por
hidrogenacién via R-NO y R-NHOH. Para ¢l caso de la reduccion acrobia, ésta se estudio
recientemente en la especie Citrobacter fecundii de donde se aislé una reductasa que degradé
TNT aerdbicamente. Un basidiomiceto del género Rhodosporidium puede transformar por una
ruta reductiva al 4-cloronitrobenceno para producir una amina: la 4-cloroanilina {Figura
1V.31}. La nitrorreduccidn es presumiblemente llevada a cabo por enzimas del metabolismo

normal del microorganismo.

En el caso de que el grupo nitro sea climinado de la estructura aromdtica, se hace a
través de nitroreductasas para generar una amina y después amonio, 6 puede formarse el i6n
nitrito que es liberado en la reaccién reductiva; por ejemplo, la especie Pseudomonas putida
(aislada por Zeyer y Kearney en 1982) utiliza 2-nitrofenol para formar catecol y nitrito y

cuando utiliza 3-nitrofenol libera amonio |64].

1V-5.2 DEGRADACION MICROBIANA DE COMPUESTOS PARTICULARES.

IV-5.2.1 Cloronitrofenol.-  El metabolismo del 4-cloro-2-nitrofenol se - reportd para
Pseudomonas sp cepa N31 la cual expresa una enzima que es la nitrofenol oxigenasa. En la
transconjugacion el clorocateco! acumulado se consume, lo cual indica que actué como fuente

de carbono. Como producto final de la mineralizacién se identificd nitrito [64).
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FIGURA 1V.30
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FIGURA IV.3L
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IV-5.2.2 Nitrobenceno.- Llevada a cabo por Nocardia Los metabolitos asf como la ruta de
degradacion no se reportaron pera se sabe que hay una completa mineralizacidn del

nitrobenceno [64].

IV-5.2.3 Nitrofenol.- Se ha reportado el metabolismo de diferentes nitrofenoles entre los que
estdn:

a) 4-nitrofenol

b) 3,5-dinitro-2-metilfenol (herbicida)

¢) 2-nitrofenol

d) 3-nitrofenol.

Los productos finales del metabolismo de los anteriores compuestos se han identificado
como nitritos, calecol, CO, e hidroquinona. Las cepas bacterianas responsables de la

mineralizacién que han reportado son Pseudomonas sp, Arthrobacter y Moraxella sp.

La actividad enzimdtica es dependiente de NAD(P)H y oxfgeno y es estimulada por
FAD. Usando 0 se demostré que el ingreso del grupo hidroxilo proviene del oxigeno

molecular {64].

IV-5,2,4 Nitroanilinas.-  Pseudomonas P6 se ha reportado que degrada 4-nitroanilina
resultando catecol como producto final. La degradacidn de este compuesto se acrecentd al
adicionar extracto de levadura. La identificacién de los metabolitos no pudieron realizarse por
HPLC, pero por anologfa de la degradacién de anilina y 3-cloroanilina por P. multivorans se

establecid la ruta del nitrocatecol |64].

IV-5.2.5 Nitrobenzoatos.- En el metabolismo del 4-nitrobenzoalo, hay acumulacién del 4-

hidroxibenzoato bajo condiciones de estricta aeracion {Figura 1V.32}. El producto final es 3-
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hidroxibenzoato nitrocatecol y es llevada a cabo por especies de Nocardia y Flavobacterium

164].

FIGURA IV.32
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iv-5.2.6 2,4,6-Trinitrotolueno (YNT).-  En cuanto al 2,4 6-trinitrotolueno (TNT) se ha
informado su mineralizacién por cepas de Pseudomonas y Vhanerochaete chrysosporium

obteniendose como productos finales CO; y nitrito [64,15].

El TNT es téxico para algas unicelulares de agua dulce (Salenastrum capricornutum,
Microcystis acruginosa. Chlamydomonas reinhardin) y larvas de ostra a una concentracion por

abajo de 2.5 ppm.

En seres humanos provoca la muerte por hepantis toxica y anemia apldstica causadas
por exposicién al TNT que afecta la sobrevivencia de eritrocitos y la funcidn hepdtica,
También provoca metahemoglobulinemia, cianosis, anemia e ictericia como resultado de la
exposicién a dinitrotolueno (DNT) en los lugares de trabajo. A una dosis mayor, causa

carcinoma hepatocelular en ratas alimentadas con DNT [63].

En estudios posteriores realizados por Kaplan y Kaplan en 1982 {69], encontraron que
en compostas durante el metabolismo del TNT se producen metabolitos que se sabe son téxicos
y mutagénicos al formar complejos con otros compuestos presentes en las compostas  {Figura

1V.33} y al parecer intervienen factores como ¢l pH y la humedad |64].
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FIGURA V.33
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1V-5.2.7 Nitrilos.- El 3,5-dibromo-4-hidroxibenzonitrilo  (bromoxinil) es un  herbicida
selectivo de contacto usado en una gran variedad de cosechas. Actida como desacoplante de L
fosforilacion oxidativa y ha sido detectado en la vertiente de rios proveniente de Jos desagiies
de localidades agricolas. Los ésteres de bromoxinil contenidos en varias formulaciones de
herbicidas son rdpidamente convertidos a fenol en tierras himedas. La vida media es de varios

dias y la biodegradacién es el principal mecanismo de disipacion {95,
) p

La cepa de Flavobacterium sp ATCC 39723 degrada al bromoxinil por medio de la
misma enzima que degrada al PCP debido a que el bromoxinil posee una estructura semejante
al PCP. Klebsiella pneumoniae subsp. ozienae usa el bromoxinil como fuente de nitrdgeno
pero no como fuente de carbono, acumulando 3,5-dibromo-4-hidroxibenzoato como producto

final del metabolismo.

El metabolismo es iniciado por la accién de la PCP hidrolasa la cual desplaza el grupo
ciano sustituyenle en la posicién 4 con un grupo hidroxilo produciendo 2,6-DBHQ {Fig.
1V.34}. El intermediario 2,6-DBHQ es entonces propuesio para fa mineralizacién por una

reaccién inespecifica catalizada por un grupo de enzimas co-inducidas por PCP o bromoxinil.

FIGURAIV, 4
OH OH
Br . -BY Br \ Br
O, ¥ 2NADPH + 21
Lo & Y RS B> —ompe MINERALIZACION

\ﬁ/ HJO + ZNADP* + HCN

N OH

3,6 DIBROMO-4-HIDROXIBENZONITRILO 2.6-DBHO
Ruta propuesta para la degradacién del Bromoxinil por Flavobacterium sp

La conversién de bromixinit a dibenzo hidroxiquinona (DBHQ) sin la produccion de
bromuro sugiere que la enzima ataca especfficamente en posicién para y que por lo tanto, el

mecanismo de deshalogenacién y cianogénesis son similares.

La produceidn de cianuro tiene efectos téxicos sobre el metabolismo de las células, por
lo cual se sugiere usar este mecanismo de descontaminacién de derrames de bromoxinil sélo en

fos casos en donde la concentracion det herbicida sea baja | 144].
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1V-5.2.8.- Nitrosaminas.-

El primer reporte sobre las propiedades carcinogénicas de las

nitrosaminas fue dado en 1956 por Barnes investigando compuestos nitrosos (CNOs).

Subsecuentes investigaciones reportaron que existfa una relacién entre la estructura de la

nitrosamina y el drgano afectado (efectos organo-especiticos).

Se observé que un pequeiio cambio en la estructura de la nitrosamina (grupos

sustituyentes en las dos cadenas laterales ya fueran simétricos o asimétricos) producian

diferentes efectos carcinogénicos organo-especificos en ratas {Tabla [V-5.1 }.

TABLA 1V-5.1

RI
0= N-<
R2

PROPIEDADES CARCINOGENICAS DE DIALQUILNITROSAMINAS

NITROSANIMAS SIMETRICAS

NITROSAMINAS ASIMETRICAS

h ESTRUCTURA ] SITIO DEL TUMOR ESTRUCTURA SITIO DEL TUMOR
IR = Metilo Higado RT = Metilo Esofago
R2 = Melilo R2 = Efilo Higado
RI = Etilo Higado R1 = Etilo Esofago
R2 = Eiilo R2:= Trifluoroetileno
RI = Propilo Higado R1 = Metilo Esofago
R2 = Propite R2 = N-butilo
R1 = N-butilo Vejiga urinaria R1 = Etilo Esofago
R2 = N-butilo Higado R2 = N-butilo
RI = N-pentilo Higado RI = Metilo Esofago
R2 = N-pentilo f| R2 = Hexito
IRI = Mo Esofago
R2 = Heptilo- No impar Higado
de stomos de Carbono Pulmdn

RI = Metilo
R2 = Octilo - No pares de
dtomos de Carbono

Vejiga urinaria

——
e

it

Las nitrosaminas por s mismas no son carcinogéiicas, sino que requieren de activacion

metabdlica por o-oxidacion {Figura 1V.35} para formar o-hidroxinitrosaminas. Estas

reacciones enzimiticas son mediadas por el citocromo P-450 (ver apartado J11-2.1,pégina 48).
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FIGURA 1V.35
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La exposicién exdgena ha sido extensamente monitoreada usando (écnicas analiticas

altamente especfficas y selectivas. La alta exposicién humana ocurre en ciertas situaciones

ocupacionales {Figura 1V.36} tales como en la industria del caucho y por el uso de flufdos

contaninados con nitrosaminas dentro de la industria metalirgica [114].
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IV-6 BIODEGRADACION DE COMPUESTOS N-ALQUILADOS

1V-6.1 COMPUESTOS PARTICULARES

1V-6.1.1 Etoxilatos de Alquilfenol (EAFs).- Los ctoxilatos de alquilfenol (EAFs) son del tipo de
surfactantes polioxietilenos no aniénicos que tienen principalmente aplicaciones industriales mds
que domésticas. Los EAF se dividen en dos grupos segiin el mimero de dtomos de carbono en la
cadena alquilica: etoxilatos de octilfenol y etoxilatos de nonilfenol (NFEs) {Figura 1V.37}.

FIGURA 1V.37
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A los EAFs se les ha reconocido como compuestos de considerable poder refractario. En
realidad, ain no se ha reportado su completa degradacién, aunque la degradacién parcial ocurre
exclusivamente en fas regiones hidrofilicas: por ejemplo en las cadenas de 6xido de etileno (OE),
También se ha encontrado que la cadena mds corta de OE de un EAF se origina como resultado de
la biodegradacidn. Sin embargo los productos de degradacién del EAF tienden a la bioacumulacién
en algunos organismos y se creé que es debida a la estabilidad de estos compuestos.

Se lan aislado bacterias de lodos activados de una planta de tratamiento de desechos por
mediode un cultivo enriquecido que tienen la habilidad para degradar la cadena OF. [65].

IV-6.1.2 Estireno.~ El estireno (feniletileno, vinilbenceno) corresponde al grupo quimico de los
arenos (contienen partes tanto aromdticas como alifdticas); es el alquilbenceno mds sencillo y recibe

el nombre de estireno. Tiene muchos usos, tales como en la manufactura de poliestireno, pldsticos y
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goma de estireno-butadieno. Es uno de los productos quimicos aromdticos mds importantes
producidos en la industria |93, 148].

La liberacién de estireno por ¢l hombre puede ocurrir por diferentes vias que incluyen aguas
de desecho de fdbricas, evaporacion y pirrdlisis del poliestireno. En la naturaleza, el estireno es
usualmente producido por descarboxilacion del dcido cindmico, que es un deido comiin en las

plantas. Penicillium caseicolum puede sintetizar estireno.

La especie Rhodococeus rhodochrous metaboliza estireno por la ruta que procede via cis-
glicol {Figura 1V.38}.

FIGURA V.38
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El metabolismo se iicia por medio de una dioxigenacion que Heva a estireno cis, cis-glicol
seguido de una deshidrogenacién para formar 3-vinilcatecol el cual esperimenta una orto-fisién no
productiva que forma 2-vinil-cis,cis muconato como producto final; pero el metabolismo se
completa con una meta-fision por la 2,3-catecol dioxigenasa para dar un compuesto amaritlo,
identificado tentativamente como el deido 2-hidroxi-6-oxoocta-2,4, 7-trienoico, Este producto es
atacado por la enzima hidroximuconato semialdehido hidrolasa que produce dcido acrilico y 2-
hidroxipenta-2,4-dienoato que es transformado a 4-hidroxi-2-oxopentanoato por una hidratasa y

subsecuentemente se metaboliza hasta acetaldehido y piruvato [ 148].

IV-6.1.3 lbuprofeno.- 1l ibuprofeno es un potente agente antimflamatorio no esteroideo,
antipirético y analgésico. Su modo de accién es por medio de la interferencia de ta produccidén de
prostaglandinas (mediadores de la inflamacién). A bajas dosis el ibuprofeno es analgésico pero sin

considerables efectos antiinflamatorios {33,56].

En el ser humano, el ibuprofeno es metabolizado por oxidacion para formar dos metabolitos
inactivos, ( +)»234‘—(Z-hidmxi~2»metilpmpil)fenil“ propionato (metabolito A) y ( +)-2'4(2-

carboxipropil) fenit’ propionato (metabolito B) [ 41].

FIGURA 1IV.39
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El grupo funcional correspondiente al dcido carboxilico del ibuprofeno es reducido al
correspondiente alcohol y subsecuentemente esterificado al derivado acetato {Figura 1V.39} por
cultivos de Mocardia NRRL.5646 {33].

1v-6.1.4 Sulfonatos de alquil benceno.- La degradacién bioldgica de los bencenos alquilados

involucra diversos aspectos que comprenden la rapidez y magnitud de fa biodegradacion.

Un aspecto de la degradacién de estos compuestos es que es mds fdcil degradar a los
sulfonatos de alquilo lineales (1.AS) que a los sulfonatos de alqulo ramificados (BAS). Esto se
atribuye a la resistencia del BAS, derivado del polipropileno que posee una estructura ramificada
del grupo alquilo en contraste con el LAS que presenta menor resistencia a la degradacidn

microbiana por tener una estructura alquflica lineal |82].

También se ha observado que existe una relacion entre la posicién del grupo fenilo en la
cadena alquilica; entre mayor sea la distancia entre ¢f grupo sulfonato y el extremo lidrofébico, es
mayor la velocidad de biodegradacién del BAS. La degradacion de tales compuestos puede hacerse

a través de tres procesos que son [9f:

1.- OXIDACION OMEGA.- Consiste en la adicién de oxigeno molecular a la cadena alquilica
catalizados por una oxigenasa para dar un hidroxiperdxido, un aldehido y un dcido tricarboxilico
{101}

2.- OXIDACION BETA.- En cste mecanismo se presentan una serie de reacciones catalizadas
enzimdticamente semejantes a la oxidacién f de deidos grasos en el metabolismo intermediario:

1.- El 4cido graso reacciona con ATP para formar un actladenilato

0
Py I
R—C. < ATP ===== R—C—AMP | PP4
o
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1L - El grupo sulfidrilo de la CoA ataca entonces al acilademlato, el cual estd fuertemente unido a la

enzima, para formar acil-CoA y AMP.

o 0
I Il
R—C--AMP - HS-CoA === R-—C—-$—CoA -+ AMP

I1l.- La cadena alquilica activada asi, al igual que un deido graso como un ac-CoA saturado se

degrada mediante una secuencia repetitiva de 4 reacciones:

1) Oxidacién ligada a la flavina adenina dinucledtido (FAD).
2) Hidratacidn.

3) Oxidacion ligada al NAD"

4) Tidlisis por CoA.

Como resultado de estas reacciones la cadena alquilica se acorta en dos dtomos de carbono y
se genera FADH2, NADH y acetil-CoA {Figura IV.40}.

FIGURA 1V.40
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Si la cadena alquilica es insaturada, solamente son necesarias dos nuevas cnzimas, una
isomerasa y una epimerasa, cuando la doble ligadura estd involucrada en la seric de cuatro

reacciones | 135].

3.-DEGRADACION DEL ANILLO BENCENICO.- Muchos investigadores suponen que ocurre
un rompimiento en el anillo con la cadena parcialmente oxidada; otros autores proponen que
necesita efectuarse una oxidacién completa de la cadena o quizd, que primero se efectia la

eliminacion del grupo sulfonato para que el anillo aromdtico sea degradado | 101].

Pseudomonas putida S-313(=DSM 6884) tiene la habilidad para degradar los surfactantes
tipo LAS mientras crece en un medio libre de sulfatos y los utifiza como tnica fuente de carbono y
de energia. Se trata de los surfactantes 2-(4-sulfofenil)butirato, 4-n-butil-1-metil-6-sulfotetralina y al
4-toluensulfonato que son completamente metabolizados. Los productos de degradacion en cada

caso fue el correspondiente fenol y 4-cresol en el caso del 4-toluensulfonato.

El metabolismo inicia con la w-oxigenacion de la cadena alquilica seguida de una serie de
pasos de B-oxidacién los cuales dan un producto intermediario de sulfofenilcarboxilato. La

desulfonacién y ruptura del anillo aromdtico es el siguiente paso de la ruta de degradacién |70

1V-6.1.5 Tolueno.- El tolueno es el mds sencillo de los alquilbencenos. Este compuesto puede ser
degradado bajo condiciones desnitrificantes. El 80% del carbono proveniente del tolueno es
oxidado a CO, o puede ser asimilado como carbono celular (biomasa) por unma bacteria
desnitrificante (cepa T1); del 20% restante, una porcion significativa es transformada en dos
metabolitos finales (potencialmente téxicos) que se producen durante su mineralizacion, tales
metabolitos han sido identificados como 4cido bencilsuccinico y dcido beneilfumdrico [93,45].

La ruta comin propuesta durante la transformacién del tolueno a dcido bencilsuccinico y
4cido bencilfumdrico por la cepa T1 se ilustra en la figura IV.41 (ruta superior), la cual procede via

adicién de cuatro carbonos.

El grupo metilo del tolueno es ligeramente electrofflico debido a la naturaleza desactivante

(quitar electrones) del anillo aromdtico. De esta forma, el grupo metilo es adecuado para ser

159



Procesos de Biodegmdacion y Microorganisnms Involucrados

atacado  por succinil-CoA, un nucledfilo fuerte, para formar bencilsuceinil-CoA, que es
subsecuentemente hidrolizado para formar deido bencilsuceinico el cual es oxidado para formar
deido bencilfuntdrico. En la ruta inferior {Figura V.41 se muestran los pasos iniciales durante la

mineralizacion que opera simultdneamente con la transformacidn del tolueno,

El primer paso involucra un ataque nucleofilico al grupo metilo del tolueno por acetil-CoA
para formar fenilpropionil-CoA, el cual, via B-oxidacion, produce benzoil-CoA, el cual es sujeto a

la ruptura del anillo y a la oxidacién [45].

La degradacion anaerdbica del tolueno también se ha prapuesto a través de fenol el cual

puede ser subsecuentemente oxidado a benzaldehido. |73,80).

FIGURA 1V .41
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IV-6.1.6 O-Xileno.- Los dialquilbencenos mds simples, los dimetilbencenos, reciben los nombres

comunes de xilenos, dando o-xileno, m-xilenos y p-xilenos {Figura IV.42} 193],
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El o-xileno es un compuesto relativamente recalcitrante a la biodegradacidn  bajo
condiciones aerobias y anaerobias, Sin embargo, las transformaciones incompletas tienen un lado
potencialinente negativo ya que los metabolitos formados pueden ser mids tdxicos que el compuesto
quimico original fuente de la contaminacién. Aunque Ia identificacién de estos metabolitos puede
proveer informacidn sobre su toxicidad, su tormacion y como se inicia su mineratizacién todavia no

¢s clara.

La transformacién del o-xileno, que produce metabolitos andlogos con un grupo metilo
adicional (dcidos 2-metilbencil succinico y 2-metilbencil-fumdrico) a los metabolitos identificados

en el tolueno, podrfa suguerir una ruta idéntica a fa degradacidn del Tolueno.

La cepa T1 aislada de un cultivo anaerobio crecida en Tolueno puede transformar al o-

xileno pero no lo mineraliza, lo cual puede ser el resultado de la baja especificidad enzimitica |45).

FIGURA 1V.42
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IV-7 BIODEGRADACION BE ACIDOS AROMATICOS Y FENOLES

1V-7.1 COMPUESTOS CARBOXILADOS

IV-7.1.1 Acido Benzoico.- Diferentes especies de la familia Rhodospirillaceae, bacterias
piirpuras no sulfifreas, las cuales pueden obtener energia de Ia luz o de la respiracién acrobia,
crecen anaerobicamente en la tuz a expensas de compuestos aromdticos simples como tinica

fuente de carbono [37,46],

En 1968 se identificaron cinco intermediarios en el metabolismo fotosintético del dcido
benzoico por otra especie bacteriana identificada como Rhodopseudomonas palustris y con
estos hallazgos se propuso la ruta de degradacién de éste dcido aromdtico, que se supone es
realizada a través de B-oxidacion de los dcidos grasos {Figura 1V.43}, come se comprobé mds
tarde todas las enzimas necesarias para el metabolismo de deidos grasos de cadena corta fueron

encontradas en un extracio celular de tas mencionadas bacterias.

FIGURA 1V.43
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El transporte del deido benzoico a través de la membrana se leva a cabo sin gasto de
energfa. El deido benzoico, también puede ser metabolizado por bacterias reductoras de
nitratos que acoplan la oxidacién de compuestos orgidnicos con agua para la reduceion
exergénica de nitrato via nitrito a N, o menos frecuente a N, La energia se deriva
principalmente de la fostorilacidn del transporte de electrones durante el proceso respiratorio

del nitrato, y ¢l carbono celular se deriva de la degradacién de los compuestos orgdunicos.

Las especies bacterianas que metabolizan el :dcido benzoico por el mecanismo anterior,
se identificaron como Pseudomonas stutzeri y Moraxella sp. La ruta procede por la

descarboxilacion oxidativa del benzoato a catecol por la ruta orto (ver pdgina 102).

El primer paso en la reduccién bioquimica del benzoato es su activacidn a través de su

conversion a benzoil-CoA por una ligasa inducible.

Se han identificado especies bacterianas reductoras de sulfatos que oxidan compuestos
orgdnicos (benzoatos entre otros), con la reduccién de sulfato via sulfito a sulturo. La enerpfa
la derivan igual que las bacterias reductoras de nitratos, de la cadena de transporte de
electrones pero ahora durante la reduccidn de sulfito. Los reductores de sulfatos son los
principales degradadores de compuestos orgdnicos en los ambientes marinos. La asociacidn
sintrfica de Desulfovibrio vulgaris y Pseudomona aeruginosa pueden metabolizar al benzoato

con la reduccién de sulfato.

El benzoato también puede ser metabolizado por un consorcio metanogénico indefinido,
¢n donde el benzoato es primero reducido, probablemente como ester de la CoA, seguida de
una secuencia de B-oxidaciones, ruptura del anillo y formacién de dcidos alifdticos; con la

subsecuente formacién de acetato, formato y CO, {Figura IV.44}.

Alcaligenes xylosoxidans subespecie denitrificans metaboliza aerdbicamente al p-

hidroxibanzoato a través de la ruta del protocatecato por meta-fision [46]
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FIGURA IV. 44

Bonzooto - COH

!
lnzo

< 2"““00211
OH

Hy

) \——~~~(~o i
\ // <~~~~co_1u o

-0, 1 H,0
2 Ehi pry Pimelato

on /

e M, — 0 e \“

—=CO,H e -
S— - ~CO,H Valeruto
o o Heptanouto Bukit|rato
2-Dxociclokexun- Metil ciglo- e B ml?zgé;(;;ﬂto e CHgq + CO4
carboxilato TN hoxanona Farmato
\ Hidrégeno
,,,,, — H,0 e
7\ o/ 4
e e I . o,
T - ~C0,H
. OH C 1
Fanol (Iiclohomg\wm spronato
‘\
\i
* RPN
CHO, N
00, H
Adipato

Posibles rutan en la fermentanién del benzoato y el fenol por un cmsoreio de
bacterias adgptadas a una variedad de ecosintemas mal:am?t’mitxxs.ln 1-metile hie -
xanaa es un intemediario hipatético, pero es uno de los pocos precursores del
heptanoato; ciros dmvolucran la rediocién del -2 degpude de 1 fisidn o tieyn wn
arigen bloaintético,

164




Biodegradacion de Acidvs Amngiticos y Fenoles

IV-7.1.2 Antranilato.- Especies de Pseudomonas son capaces de metabolizar el 2-
aminobenzoato (antranilato) acrobicamente mientras crece en una mezela de antranilato con
benzoato. En presencia de nitrato, fueron metabolizados hasta CO, con la concurrente
reduccién del NO;™ a NO, ' s6lo después del consumo completo del NO;™ fue el NO, reducido
a N, |46).

1V-7.2 COMPUEST OS HIDROXILADOS

IV-7.2.1 Fenol.- Algunos microorganismos por ejemplo, la especie Nocardia rubra,
participan en la depuracién de las aguas residuales que contienen fenol procedente de la
industria qufinica o de centros hospitalarios y lo degradan con rapidez en las estaciones cdlidas
del afio [119).

Pseudomonas sp. y Spirrillum sp son capaces de metabolizar al fenol y al cresol bajo
condiciones anaerébicas en un medio de sal-nitrato-mineral. El fenol es reducido a
ciclohexanol el cual es deshidrogenado a ciclohexanona, que sufre una fisién del anillo para
producir n-caproato {Figura [V.44 y IV .45},

IV-7.2.2 Cresol.- El p-cresol es metabolizado vfa oxidacién anaerobia produciendo 4-
hidroxibenzoato {Figura 1V.45}. En aguas marinas, se ha usado la técnica de marcaje usando
tritio (CH) para la evaluacién de la biodegradacién en ambientes amarinos contaminados con
p-cresol, probando que la mineralizacidn es completa obteniendose CO, y *H,0 [13,46].

IV-7.2.3 Resorcinol.- El resorcinol (1,3-dihidroxibenceno) al igual que los dcidos o,B,7-
resorcflicos son completamente degradados. El 4cido alfa-resorcilico fue metabolizado a
acetato y metano, El resorcinol fue metabolizado por medio del proceso fermentativo por
Clostridium sp en cocultivo con Campylobacter sp produciendo acetato y butirato {Figura
1V.46} [14].
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FIGURA 1V.45
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1v-7.2.4 Hidroxibenzoato.-

Desulfovibrio vulgaris, un microorganismo metanogénico, o

Acetobacterium woodii pueden degradar al hidroxibenzoato a través de la via reductiva de

deshidroxilacidn por medio del benzoato hasta acetato y metano [46].
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p FIGURA 1V.46
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IV-8 BIODEGRADACION DE COMPUESTOS HETEROCICLICOS
V-8.1 COMPUESTOS PARTICULARES

1V-8.1.1 Atrazina.- La atrazina |2-cloro-(etilamino)-6-(isopropilamino-1,3,5-triazina] es uno
de los herbicidas mds ampliamente usados en el mundo para el control de la mala hierba en

mafz y sorgo.

El grupo etilo del herbicida puede ser mineralizado por el hongo de la podredumbre
blanca Phanerochacte chrysosporium. Durante el metabolisino de la atrazina hay formacidn de

metabolitos hidroxilados y/o N-dealquilados {Figura 1V.47}.

FIGURA V.47
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La dealquilacion parece ser el principal y primer mecanismo involucrado en la
degradacién microbiana de cloro-s-triazinas. El hongo elimina el grupo etilo de la atrazina

preferentemente al grupo isopropilo. Los metabolitos dialquilados ya no se metabolizaron [94].

Mds recientemente se aisté un microorganismo identificado como Pseudonionas sp
ADP de un consorcio nicrobiano que tiene la capacidad de degradar Atrazina mientras crece
en un medio de cultivo minimo con atrazina como unica fuente de nitrégeno. Los dtomos de
carbono de la atrazina fueron liberados como CO, |85].

IV-8.1.2 BAS.- Se ha encontrado que se metabiliza por los hongos Rhizopus japonicus, R.
nigricans, R. peka y dos cepas de Mucor. El metabolismo inicia con la hidroxilacién de los
dos grupos alfa-metilos del BAS {FiguralV.48} y el producto resultante ya no se metaboliza
12].

FIGURA 1V.48
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IV-8.1.3 Carboxina.- Las bacterias hidrolizan la oxicarboxina via intermediarios 2-
(vinilsulfonil)acetanilida, liberando 4cido  2-(2-hidroxietilsulfonil)acético 'y aminofenol,
mientras que la carboxina primero es oxidado a su sulféxido y después hidrolizado. Ademds,
la hidrélisis del aminofenol produce la acumulacién de amonio, el cual es parcialmente
oxidado a nitrito {Figura 1V.49}.

Los microorganismos involucrados en esta transformacién - son  Pseudomonas

aeruginosa, el alga verde Chlorella wulgaris, y Rhodospirrillum sp., ademds de necesitar.
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ciertas condiciones en el suelo (pH) para que la transformacidn de la carboxina se lleve a

cabo |2].
FIGURA 1V.49
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Ruta de degradacién de la carboxina llevada a cabo por diferentes microorganismos:

1V-8.1.4 Diclorobutazol.- La formacién de un metabolito en forma de alcohol primario, es
una posible ruta de destoxificacion del diclobutazol y su oxo andlogo {FiguralV.50}. Tal
destoxificacién es realizada por los basidiomicetos Coriolus versicolor y Rhizoctonia solani

2]
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FIGURA 1V.50
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1V-8.1.5 Isouron.- El isouron {Figura IV.51} es un herbicida. Existen dos principales rutas
de degradacién que involucran N-desmetilacion e hidroxilacidn del grupo ter-butilo. La ruptura
del anillo isoxazol es observada en el metabolismo por el hongo Hansenula saturnos en el
suelo, dando I-(I-amino-4,4-dimetil-3-oxo-1-pentenil)-3,3-dimetilurea, 1,1-dimetil-3-(2-
pivaloylacetiljurea y  4-amino-6-ter-butil-2H-1,3-oxazin-2-ona.  Otro  microorganismo
involucrado en el metabolismo del isouron es el hongo Rhizoctonia solani cepa F2, F3'y
F4 |2].
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1V-9 BIODEGRADACION b COMPUESTOS POILIAROMATICOS

Los hidrocarburos poliaromdticos (PAHSs) representan una clase de compuestos
quimicos muy esparcida en el medio ambiente, Aparecen en la naturaleza como constituyentes
naturales y como productos de la combustién de combustibles féstles. Los principales
contaminantes incluyen una variedad de compuestos toxicos y genotdxicos, siendo el 1,1,1-
tricloro-2,2-bis(4-clorofenol)etano  (DDY), bifenilos policlorados (PCBs) y los para-

clorobifenilos (p-CBs) los de mayor nterés por su persistencia en el medio ambiente. [59,32].

La degradacién microbiana representa Ia ruta principal de transformacién y remocidn
de los PAHs en el medio ambiente, y Ia explotacién de estos procesos naturales en la
remediacién de los sitios contaminados se ha presentado como una alternativa prometedora a

los tratamientos fisicos [59).

1V-9.1 BIFENILOS POLICLORADOS

El medio ambiente ha sido contaminado con una variedad de xenobiéticos que incluyen
a los PCBs, como resultado del desarrollo industrial del uso de los compuestos halogenados,
Al mismo tiempo los PCBs no exiben la toxicidad aguda originalmente atribuida a ellos y sus

bioproductos | 14].

Fueron citados en la literatura por primera vez en el afio de 1881, por H. Schmidty G.
Shults; pero no fue sino hasta el afo de 1930 cuando la compaiia Swuan tuvo éxito al’

sintetizarlos, inicidndose al mismo tiempo su produccién y uso a nivel industrial [88].

Los PCBs se denominan genéricamente “Askaralest, son hidrocarburos aromdticos,
{Fig IV.52} en los cuales los dtomos de hidrdgeno de 1a molécula bifenilica son reemplazados

por dtomos de cloro |29].
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FIGURA 1V.52

00

Los bifenilos que se encuentran en México fueron importados principalmente de los

istados Umidos, siendo el productor mds importante de este pafs la compaifa Monsanto
Chemical, que los introdujo al mercado con el nobre de Aroclor. Un total de 1.2 millones de
toneladas de PCBs se fabricaban en todo el mundo antes de que su produccién fuera
suspendida. Se estima que mds del 30% de este producto ha sido liberado al medio ambiente,

principalmente en sitios de relleno sanitario. {92].

Los PCBs tienen 209 isémeros posibles en teorfa, pero sélo cerca de 100 existen en
formulaciones comerciales. Estas formulaciones son insolubles en agua, no polares, solubles
en lipidos y son inertes. Estas propiedades los hicieron atractivos para emplearlos en la
industria. Los PCBs se utilizaron comercialmente a partir de 1930, en diversas aplicaciones,
siendo la principal su empleo como medio aislante y de enfriamento; son conocidos conio
retardadores de la ignicidn en los transformadores (reducen o incrementan el voltaje de las
Ifneas de potencia) y capacitores eléctricos (ayudan a mantener el voltaje constante durante la
transmisién de potencia) {32,74,31].

Se usaron también en ceras, aditivos, adhesivos, flufdos para intercambiadores de
calor, bombas de vacio, pinturas plastificantes, tintas para impresién, plaguicidas, medicinas,
agentes antimicrobianos, papel copia (no de carbén), aditivos en aceites lubricantes y de corte,
fluidos hidradlicos y agentes desengrasantes, hasta que su produccion fue prohibida en 1979
132,29,139].

Una vez en el medio ambiente, entran a los seres vivos almacendndose en el tejido
adiposo y de ahi son transferidos al siguiente eslabén de la cadena alimentaria en
concentraciones crecientes, Debido a ésto no pueden ser introducidos en los ciclos naturales sin

que causen transtornos y alteren las caracteristicas de los ecosistemas de la tierra |92].
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Son absorbidos por los mamiferos a través del sistema gastrointestinal, pulmén y la piel
para ser acumulados en tejido adiposo. A medida que ascienden por la cadena alimenticia, se
observa una pérdida progresiva de los componentes menos clorados debido a la
biotransformacidén selectiva; en grasas humanas sélo se advierten indicios de PCBs que
contienen menos de cinco dtomos de cloro por molécula (a esto se le denomina persistencia, la

cual aumenta con el grado de cloracion).

Los efectos sobre la salud del ser humano debidos a la exposicion de PCBs se han
identificado como porfiria, inmunodepresion o interferencia con el metabolismo de los
esteroides, teratogénesis (malformacidén del feto); es probable que algunos de estos efectos sean
atribufdos al aumento de la actividad enzimdtica microsémica, vinculado con hepatomegalia,
Algunos de los efectos tdxicos se pueden atribuir a impurezas en productos comerciales
[108,139].

1V-9.2 METABOLISMO DE LOS PCBs

La degradacién de los PCBs es mediante fisién del anillo y deshalogenacién y ésta se

ha demostrado que sucede tanto en sistemas aerobios como anaerobios.

Algunas bacterias aerobias o facultativas aisladas del medio ambiente son capaces de
utilizar PCBs. La especie Pseudomonas cruciviae puede crecer en mds de 10 compuestos
bifenflicos relacionados que incluyen al p-CB y degradar al difenil éter mediante la ruta de
orto-fisién y al bifenilo mediante meta fisién (ver pdgina 102) [32].

1V-9,2.1 Sistemas aerobios.~ Se ha estudiado la degradacién metabdlica de diversas clases de
BPCs a través de cepas bacterianas pertenecientes al género Pseudomonas aislada de
sedimentos de rios y cultivadas en 4-clorobifenilo y bifenilo como tnica fuente de carbono.
Los bifenilos poco clorados son focilmente degradados por cultivos puros y mixtos con otras

especies bacterianas [48).
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Dos especies de Acinetobacter han podido metabolizar PCBs generando  diversos
clorobenzoatos como producto en un reactor acrobio de lecho fijo con un soporte de
poliuretano y con benzoato de sodio como sustrato primario. Los clorobanzoatos se
identificaron como 4,4’-diclorobifenilo (4,4°-DCBP), 3,4-diclorobifenilo (3,4-DCBP), y e
3,3",4,4 -triclorobifenilo (3,3",4,4’-TCBP) | 1].

El uso de cocultivos para lograr la mineralizacién de BPC, ha resultado ser una
alternativa cuando una sola especie bacteriana no posee los sistemas enzimdticos necesarios
para lograr la degradacidn completa del xenobidtico de interés. Por ejemplo, cuando un cultivo
puro fue cultivado en 4-clorobifenilo usualmente lo metaboliza a clorobenzoato que no se
metaboliza, pero la mineralizacion se logra a partir de un cultivo mixto obtenido de sedimentos
de rfos contaminados con PCBs. Alcaligenes sp, por ejemplo posee un plismido (pSS50) que

media esta mineralizacién [23],

En otro experimento, la degradacion del 4-clorobifenilo, se realiza en dos pasos, La
primera fase emplea la cepa Arthrobacter sp M5 la cual transforma al 4-clorobifenito a 4-
clorobanzoato y en el segundo paso se empled Pseudomonas acruginosa 4-CBA que crece en
4-clorobenzoato en presencia del emulsificador S-ciclodextrina a 15 g/l. La cepa 4-CBA
produce un inhibidor del crecimiento de la cepa MS; asi, la deshalogenacién fue optimizada
cuando se deja por cuatro dfas crecer a M3 y después se inocula a la cepa 4-CBA que utiliza el

producto transformado previamente [63].

1V-9.2.2 Sistemas anaerobios.- Los PCBs son eliminados del medio ambiente por medio de
una combinacidn de las actividades aerobias y anaerobias, de esta forma, conociendo el
comportamiento de los microorganismos bajo estas diferentes condiciones, se podrén emplear
mejor la combinacién de técnicas para la completa eliminacién de los PCBs, Los PCBs actjun
como verdaderos vertederos de electrones, con la eliminacién de cloro como producto y sin la
alteracién del esqueleto carbonado, siendo la deshalogenacién reductiva de los PCBs, un
proceso importante para la biorremediacion de sedimentos contaminados | 118, 152].

En 1983 se reportd que fa dnica ruta conocida para la destruccién ambiental del PCB
nds altamente clorado era la fotdlisis provocada por radiaciones del ultravioletra cercano, pero
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los PCBs que permanecen en los sedimentos acudlicos son obviamente inaccesibles a la luz
solar, Generalmente, sélo pocos centimetios de tos sedimentos san aerobios; los mds grandes

reservorios de BPC en los rios son ambientes anaerobios | 142].

Las bacterias anacrobias de estos sitios, convierten los compuestos mds altamente
timotdxicos a metabolitos menos clorados que los organismos aerobios de la superficie pueden
rdpidamente metabolizar a clorobenzoatos. Frecuentemente, los compuestos mds clorados son

sdlo parcialmente metabolizados por organismos acrobios via meta-fisién |63].

En la figura 1V.53 se ilustra la via aerobia y anaerobia de degradacion de los PCBs .

L.a ruta estd basada en la deteccién de metabolitos [32].

FIGURA 1V.53
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1V-9.3 BIODEGRADACION DE OTROS DERIVADOS DE BIFENILOS

Los bifenilos policlorados fueron usados en 1970 como retardantes de la combustion,
hasta que sus efectos sobre el metabolismo hepdtico y su actividad teratogénica prohibié su
uso. Siendo menor el problema causado por este xenobidtico comparado con los problemas
ocasionados por los PCBs; su degradacién ha recibido menor atencidn. Dos cepas microbianas
aisladas del suelo que fueron identificadas como Alcaligenes sp. KF108 y Pseudomonas
paucimobilis KF706 son capaces de crecer en 2-bromo y 2-nitrobifenilo, al igual que en

difenilmetano y en bifenilo |31].

La degradaci6n de bifenilos hidroxitados es llevada a cabo por el género Pseudomonas,
que fue aislada de agua de alcantarilla, que utiliza al 2- o 3-hidroxibifenilo como nica fuente
de carbono; la monohidroxilacion en cada caso generd 2,3-dihidroxibifemlo, et cual sufrig
meta fision {Figura 1V.54}, Pseudomonas sp FH23 convierte al 4-hidroxibifenilo a 4-hidro-
FIGURA 1V.54
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xibenzoato. Lista misma cepa no puede metabolizar al 4,4’ -dihidroxibifenilo, ya que a pesar de
que el impedimento estérico para el ataque del oxigeno podiia ser grande y Ia solubilidad en
agua de los compuestos doblemente sustituidos es baja, es mds factible ¢l hecho de que la 3,4-

dioxigenacion no es productiva.

Pseudomonas cepacia puede crecer en difeniléter como dnica fuente de carbono
produciendo hidroxiderivados. Este metabolito intermediario es metabolizado al 2-pirano-6-
carboxilato y fenol por meta fision y ruptura del éter. Se piensa que se hace una cis-
tautomerizacion en el mismo paso de la ruptura del anillo, sin la participacion de
intermediarios libres. Para la degradacién del herbicida Cloridazon (5-amino-4-cloro-3-fenil-2-
H-piridazin-3-ona. Pseudomonas sp. NSS2, usa al 3-carboxibifenilo o 4-carboxibifenil éter
como tinica fuente de carbono. Se propone que una dioxigenasa es la responsable de penerar
un dihidrodiol para después generarse un fenol y el protocatecato {Figura I1V.55}.

FIGURA 1V.55
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Este es un mecanismo alternativo al clisico ataque de las monooxigenasas en el grupo
alquilo de los eteres para producir hemiacetales que se hidroliza expontdneamente a aldehidos

y fenoles [63).

IV-9.3.1 Metabolismo de bifenilos por hongos y cianobacterias.-  Otras especies
investigadas en el metabolismo de bifenilos abarcan a la especie Helicostylium piriforme
QME945 tiene la capacidad para hidroxilar selectivamente a los bifenilos en la posicion 2, La
especie Cunninghamella echinulata realiza la formacion de 3,4-dxido de bifenilo. Nocardia
salmonicolor 21243 realiza una meta hidroxilacién en bifenilos. Finalmente, la cianobacteria
Oscillatoria sp JCM realiza una para-hidroxilacién cvando es iluminada mientras crece en un

medio enriquecido de CO, que permite el crecimiento fotoautotréfico [63].

1V-9.3.2 P-Clorobifenilos.- La especie Acinetobacter sp es capaz de utilizar p-clorobifenilos
(p-CBs). La degradacién de este compuesto es codificada por el pldsmido pKEl (82 kb) o por
el pldsmido pSS50 (53 kb) de Alcaligenes sp, s embargo, la informacidn sobre estos

pldsmidos es limitada,

Acromobacter sp. y Bacillus brevis, utilizan p-CB formando como producto principal
de degradacién al 4,4-diclorobifenilo {Figura 1V.56}. El p-CB es convertido a 4-clorobenzoato

(4-CBA) después de ocurrir la deshalogenacion.

FIGURA IV.56
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Pseudomonis sp. es capaz de utilizar al p-CB como nica fuente de carbono y energia.
La degradacion metabdlica es diferente a la ruta anterior, y la 4-cloroacetofenona podrfa ser el

producto final [32].

1V-9.3.3 Biodegradacién del DDT (1,1, 1-tricloro-2,2-bis(4-clorofenol)etano)- En muchos
casos, un melabolito es mds persistente que el compuesto guimico que le di¢ origen. Asi, el
1,1-dicloro-2,2-bis(4-clorolenol)etano (DDE) que es un metabotito del DDT {Figura 1V.56}
es mds recaleitrante. Ambos, el DDT y el DDE son altamente lipofilicos y débilmente polares,

lo cual conltleva un alto potencial de penetracion en los tejidos animales 109},

FIGURA 1V.56
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A pesar de que el DDT es un contaminante ambiental muy esparcido. Parece sufrir una
lenta degradacion lievada a cabo por el hongo Phanerochaete chrysosporium que degrada la
lignina y utiliza al DDT como fuente de nitrégeno. La ruta principal metabolica es a través de
una oxidacion seguida de un proceso de deshalogenacién para finalmente llevar a la formacién
de CO, |32].

Bajo condiciones anaerobias el DDT se descompone por cultivos mixtos bacterianos a
través de una deshalogenacion reductiva del grupo etano 6 por deshalogenacién a DDE,
Mientras que el DDE fue el producto final, el compuesto formado en la deshalogenacién
reductiva del grupo etano fue mds degradado por pasos secuenciales que involucran la
descloracion reductiva ¢ hidroxilacion en el grupo etano, resultando en la acumulacién de
diclorobenzofenona.  Uno de los intermediarios de la ruta anaerobia, el p,p’-
diclorofenilmetano, se convierte, por ruptura del anillo, al dcido p-clorofenilacélico por

Hidrogenomonis sp. bajo condiciones aerobias,
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En un estudio mids reciente 98] se reportd la degradacion del DDT por Alealigenes

eutrophus A5 bajo condiciones acrobias {Figura 1V.57},

FIGURA IV.57
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El paso inicial del catabolismo es la oxidacion en el anillo fendlico del DDT (A) en las
posiciones orto y meta para formar un intermediario 2,3-dihidrodiol-DDT (B), se propone que
este es un ataque por dioxigenasas; este compuesto (dxhxdrodml) es inestable y f:icﬂmente
deshidratado en dos compuestos hidroxilados (figura I) bajo condiciones dcidas. Ei dihidrodiol-
DDT puede ser todavia degradado a 2,3-dihidroxi-DDT (C) por una deshidrogenasa. El
compuesto C es metabolizado por meta fision para formar un compuesto amarillo (D) el cual

puede ser metabolizado a 4-CBA (E).
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El producto de la apertura del anillo puede ser metabolizado a un dcido C-5 o C-6
dependiendo del sitio en donde tenga lugar la ruptura hidrolitica. El dcido clorado C6 se forma
si la ruptura hidrolitica tiene lugar entre ¢l carbono Cl y un carbono adjunto al anillo fendhco
fisionado. El deido clorado C5 se forma entre el C5 y C6 del anillo fendlico {98].

1V-9.3.4 Fenantreno.- Los hidrocarburos policiclicos aromdticos (PAHs), tales como el
fenantreno, se encuentran comunmente como contaminantes en suelos, agua de estuarios y
sedimentos, y otros sitios terrestres y acudticos. Lste compuesto es tdxico para diatomeas marinas,

gastorépodos, moluscos, crustdceos y pescados.

Diferentes bacterias, cianobacterias y hongos tienen fa capacidad para degradar este tipo de
xenobidticos. El zigomiceto Cunninghamella elegans oxida fenantreno al correspondiente
compuesto trans-1,2-dihidrodiol y pequefias cantidades del trans-3,4- y trans-9, 10-dihidrodiol y un
glucésido conjugado de !-fenantrol. Phanerochaete chrysosporium puede degradar unma gran
cantidad de xenobidticos entre los cuales se encuentran algunos PAHs como el Benzo(a)pireno,

pireno, fluoreno y el fenantreno {136].

El fenantreno puede ser mineralizado completamente hasta CO, [49,50], sin embargo, Ia
ruta oxidativa completa no se ha esclarecido; se ha propuesto parte de ésta llevada a cabo por la
especie P. chrysosporium {Figura [V.58}, en donde el fenantreno es oxidado a trans 9,10- y trans
3,4 dihidrodiol fenantreno por medio de la actividad sucesiva de monooxigenasas y epéxido
hidrolasas. Los ¢xidos-3,4 y 9,10, no se pudieron aislar, sin embargo se cree que son
intermediarios en el proceso ya que al ser inestables en medio acuoso se isomenizan a fenoles o son
hidratados por epoxido hidrolasas al correspondiente trans-dihidrodiol el cval sufre una -
deshidratacién produciendo un alcohol (3-, 4-, y 9-fenantrol). El isémero 9-fenantrol (débilmente
mutagénico), produciendo un conjugado:  9-fenantril  B-D-glucopiranosido (producto  de
destoxificacién del fenentreno) |136,27].
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FIGURA 1V.58
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1V-9.3.5 Fluoreno.- Bl fluoreno es uno de los compuestos aromiticos, mds simples que
poseen dos anillos aromdticos con un grupo bencil metilénico en un anillo central de cinco
miembros, Ls el componente principal de los combustibles fdsiles y sus derivados
(aproximadamente 7.6% de la creosota) y, junto con fluorenons y un mimero de alquil
derivados, se ha detectado en emisiones de vehiculos, particulas del aire y sedimentos marinos
y de rfos. La estructura quimica del fluoreno tiene relacion con otros contaminantes de interés

(carbazoles, dibenzotiofenos, dibenzofuranos y dibenzodioxinas y sus derivados halogenados).

Se han hecho pocos estudios de la degradacion del fluoreno. Un primer reporte sigirié
que la biodegradacion del fluoreno por Arthrobacter sp. puede proceder por dos diferentes
rutas, una via de monooxigenacién del C-9 produciendo 9-tfluorenona como metabolito final
(dead-end); la otra ruta involucra dioxigenacion via meta-fision de uno de los anillos
aromdticos, con la posible involucracion de un tipo de reaccion bioldgica Baeyer-Villiger

responsable de la formacién de [a hidrocumarina.

En reciente publicaciones, se ha reportado la biotransformacidn del fluoreno por el
hongo Cunninghamella elegans via monooxigenacion del C-9 para llevar a fluorenol y después
O-florenona, con sucesiva monooxigenacion para llevar a 2-hidroxifluorenona, Otros estudios
indican la transformacion del fluoreno por Brevibacterium cepa DPO 1361 que utiliza
dibenzofurano via monooxigenacion del C-9 seguida de una dioxigenacion angular en la
posicién 1,1a. La cepa DBF63 de Staphylococcus auriculans tiene un metabolismo similar

produciendo 1- y 4-hidroxifluorenonas como productos finales.

Pseudomonas sp cepa F274 tiene la capacidad de crecer en fluoreno como tnica fuente
de carbono y de energia. Se propuso una nueva ruta metabdlica para la degradacién del
fluoreno por Pseudomonas {Figura IV.59} que tiene las siguientes caracteristicas sobresalientes

diferentes a los mecanismos antes descritos:
i) Monooxigenacion al C-9 para dar 9-fluorenol (y subsecuentemente, 9-fluorenona).
i1) Dioxigenacidn en un sitio angular en forma estereoespecitica.

ii1) Ruptura del anillo de cinco miembros para generar un bifenilo sustitufdo.

El primer paso del metabolismo del fluoreno (1) es la monohidroxilacién en la posicion

9 para generar 9-fluorenol (I1), el cual es deshidrogenado a la cetona correspondiente, 9-
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{luorenona (111) (previamente identificada como el producto de final en la degradacion def
fluoreno por Arthrobacter sp ), la cetona es sustrato para la dioxigenacién en un ataque
angular, llevando a la formacion de 1, la-dihidroxi-1-hidro-9-fluorenona (1V). Ya que la
dioxigenacion produece un alcohol terciario, las caracterfsticas de la deshidrogenacién no
pueden conducir a la formacion de 1,2-difenol, que generalimente es necesario antes de la
apertura del anillo, Por consiguiente, Ja apertura del anillo parece ser resuelto por esta cepa
mediante un nuevo mecanismo de ruptura del anillo de cinco miembros, llevando a la
formacién del 8-hidroxi-3,4-benzocumarina (en su forma metilada VI) lo que suguiere que el

metabolismo del diol angular puede incluir una reaccidn biolégica Baeyer-Villiger.

FIGURA V.59
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Otro tipo de reaccion alternativa para la formacién del 8-hidroxi-3,4-benzocumarina es

la deshidrogenacion del grupo 1-see-alcohol del diol angular (IV) el cual puede producir un
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tipo de compuesto 1,3 6 B-diceto el cual se hidroliza en el enlace C9-C10 produciendo al 2-

carboxi-2", 3'-dihidroxibifenilo.

La cumarina es de hecho una 4-lactona de este compuesto y puede ser formada como
resultado de reaccidn de deshidratacion veversible. La dioxigenasa cataliza la ruptura del 2-
carboxi-2", 3" -dihidroxibifenilo en el enlace C-1.2 y una subsecuente hidrdlisis del producto
con la apertura del anillo, Las reacciones andlogas a la degradacion de bifenilos aparecen para
continuar con el metabolismo y dar lugar a la formacién de biftalato (V11). El bifialato es
dioxigenado en la posicion 4 y 5 (VIII) antes de la descarboxilacidn para formar protocatecato
(IX), el cual es entonces roto por la protocatecol 4,5-dioxigenasa, levando a la formacién del

semialdehido 2-hidroxi-4-carboxi-cis,cis-mucénico (X) [59].
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1V-10 COMPULESTOS METALICOS

Las perturbaciones de la autodepuracion son debidas a la aportacidn directa de
sustancias toxicas que llevan principalmente las aguas residuales y los desperdicios de los
centros industriales, debido a que matan a los organismos que participan en los procesos de
remineralizacion, Se trata, sobre todo, de diversos compuestos de metales pesados y cianuros y

venenos orgdnicos.

El mercurio metdlico y los iones mercdricos son menos toxicos que los compuestos
orgdnicos de este metal, como los que se pueden originar, por ejemplo, por metilacién
bacteriana, Estos son liposolubles y por eso pueden tener acceso también al sistema nervioso
humano. De ahf la importancia que tiene la actividad de las bacterias resistentes a los metales
toxicos para el hombre y demds organismos vivientes, asi como el poder ser utilizadas para la
recuperacion de metales en la industria minera por la capacidad que poseen para transformar

estos compuestos [119].

Los microorganismos pueden reducir enzimdticamente una variedad de metales en
procesos metabolicos que no estdn relacionados con la asimilacion de metales. Algunos
microorganismos pueden conservar energia para soportar el crecimiento por acoplamiento de la
oxidacién de un dcido o alcoho! simple, H, 6 compuestos aromidticos para reducir Fe(lll) o
Mn (IV) [79].

Los metales que son potencialmente tdxicos (tales como arsénico, mercurio, cromo o

uranio) a menudo pueden ser removidos de aguas contaminadas por reduccién quimica {132},

1V-10.1 BIOTRANFORMACION DE METALES Y COMPUESTOS METALICOS

Los microorganismos que utilizan metales como aceptores terminales de electrones, o
reducen metales como un mecanismo de destoxificacidn, tienen una importante influencia en la
geoquimica de sedimentos acudticos, suelos sumergidos y superficies terrestres. Ademds, este

proceso estd comenzando a lener mayor importancia, ya que la reduccion microbiana de
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metales puede ser manipulada para incluirse en Ja remediacion del medio ambiente y derrames

de desechos contaminados con metales y ciertos compuestos aromiticos | 791,

Por lo tanto, un tipo de biotransformacion bacteriana que puede conducir a la
destoxificacién, y a una verdadera biorremediacion, es la oxidacion o reduccidn de metales
pesados y de otros metales potencialinente téxicos. No hay biodegradacion (cambio en la
estructura nuclear del elemento); sin embargo, el estado de oxidacion de! metal es alterada, asi
que el metal: (a) es mds soluble en agua y es removido por lixiviacion, o (b) es inherentemente
menos toxico, (c) es menos soluble en agua asf que precipita y es menos biodisponible o es

removido de la matrix, o (d) se volatiliza y es removido de la matriz contaminada | 132].

Los metales que han sido mds estudiados debido a su imporiancia ya sea por causar
problemas ambientales o por que es importante su recuperacién por la industria minera, se ha

enfocado principalmente a 12 elementos que son:

1) Cobre 7) Oroy Plata

2) Cromo 8) Selenio

3) Fetro 9 Sulfuros metdlicos
4) Manganeso 10) Tecnesio

5) Mercurio 1) Uranio

6) Molibdeno 12) Vanadio

1) COBRE

Suspensiones celulares de T. frrooxidans reducen el Cu(ll) a Cu(l) en presencia de S’
como un potente donador de electrones. EI Cu(ll) es reducido tanto en condiciones aerobias
como anaerobias, Sin embargo, solo una reduccion neta ocurre bajo condiciones aerobias
cuando la azida o el cianuro se adicionan para impedir la oxidacién del Cu(l) por la fierro
oxidasa. El sulfuro de hidrégeno:idn férrico oxidorreductasa gue reduce Fe(Ill) y Mo(1V) (ver
abajo) también reduce Cu(ll). La reduccion de Cu(ll) por T. ferrooxidans puede jugar un papel

importante en la lixiviacion del cobre | 79].
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2) CROMO

En el mundo industrializado, el uso del cromo en el refinamiento de matales y en la
electro galvinoplastia (capa niquelada o plateada) es extenso. Aunque las cantidades traza de
N . - o O o 2 2. , .
Cr(Il) son esenciales para 1a nutricion humana, el Cr(V1) (Cr'", CrQ4" y Cl'2072) ey toxico

para plantas, animales y el hombre.

El uso de biomasa microbiana como un adsorbente de cromo, no ha sido usado
frecuentemente, pero ofrece una alternativa barata. Ya que la especie idnica del Cr es
dependiente del Eh y pH, puede ser posible controlar ambos pardmetros quimicamente a través
del uso de bactenas reductoras de sulfatos (BRS) para asegurar la reduccion y precipitacion del
Cr(VI), demds de proveer la oportunidad de descontaminar los desechos Hiquidos y recuperar el

cromo [54].

La reduccion de la forma mds toxica y mévil de Cr(VI) a la forma menos téxica y
menos mévil de Cr(l1l) es un proceso que puede ser usado para la remediacion de aguas y
suelos contaminados por los procesos industriales que usan cromatos. Este problema ha
estunulado el interés en los microorganismos que pueden wtilizar al Cr(VI) como aceptor de
electrones [79,132).

Ias primeras investigaciones demostraron que algunos anaerobios facultativos tales
como Pseudomonas dechromaticans, Pseudomonas chromatophila y Aeromonas dechromatica
remueven Cr(VI1) en solucién por la formacién de un precipitado de Cr(ll), presumiblemente
de Cr(OH);. Estudios subsecuentes han demostrado que la capacidad de reduccién del Cr(VI)
estd ampliamente distribufda encontrandose en microorganismos tales como Bacillus cereus,
Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Achromobacter eurydice, Micrococcus roseus y
ischerichia coli, asi como Pseudomonas ambigua, Pscudomonas. fluorescens, Fnterobacter

clocacae, Streptonyces spp., Pseudomonas putida, D. desulfuricans y D. wilgaris |54,28,79].

La reduccion del Cr(VI) es una reaccién catalizada enzimdticamente en los reductores
de Cr(VI), por ¢jemplo, en medios agolados de cultivos de P. fluorescens LB300 no hay
reduccién de Cr(VI), y en suspensiones de células lavadas si hay reduccién de Cr(VI) solo si

. . oo 2
se proveen la glucosa y otros donadores de electrones disponibles, Ef cianuro (107 M) o la
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. -3 . . e ~ .
azida (107 M) inhiben la reduccion del Cr(VI) en extractos celulares crudos y la capacidad

reductora del Cr(VI) se disminuye cuando la fraccion membranal se elimina.

El Cr(VI) es rdpidamente reducido a Cr(l1) en sedimentos anaerobios acudticos, pero
los procesos no enzimdticos tales como reduccién det Cr(VI) por Fe(I) son menos importantes

que la reduccidn enzimitica det Cr(V1).

La formacién del precipitado de Cr(Ill) no es rdpida y no puede ser eficientemente
removida con centrifugacién como se pensd para ser usado como un mecanismo de remocién
del cromo de los sitios de contaminacidén. Una tecnologia alternativa utiliza una cepa de E.
cloacae que es colocada a uno de los lados de una membrana semipermeable y el medio que
contiene Cr(VI) al otro lado. El Cr(VI]) difunde al cultivo de E. cloacae para ser reducido a
Cr(H), el cual es retenido del lado del cultivo, especialinente cuando se usa una membrana
intercambiadora de iones que no permite el paso del Cr(111). La aplicacion de esta tecnologia a
nivel de efluentes industriales ha sido problemdtica, debido a que los metales pesados y

sulfatos presentes en los efluentes pueden inhibir la reduccién del Cr(VI) {79].

Recientemente en China, se identific6 un consorcio de SRB las cuales pueden
encargarse de reducir grandes cantidades de cromo tdxico. El consorcio estd inmovilizado y se
identificéd como SRBII [54].

3) FIERRO

Se ha estudiado la reducciéon microbiana de Fe(Ill) a Fe(ll) no s6lo debido a su
influencia geoquimica, sino también a que el Fe(Ill) es uno de los aceptores de electrones mds
abundantes y potenciales de la materia orgdnica en descomposicién en muchos sedimentos
acudticos y subsuelos ambientales. Hasta hace poco, se crefa que 1a reduccién del Fe(lll) en
sedimentos era el resultado de procesos no enzimdticos, sin embargo, ahora se sabe que en
ambientes anaerobios, no sulfurigénicos en los cuales la reduccién de Fe(lll) es mds
importante, ésta es catalizada enzimdticamente.

LEn muchos ambientes sedimentarios tales como sedimentos acudticos, suelos

sumergidos y aquiferos, la oxidacién de la materia orgdnica acoplada a la reduccién de Fe (IIF)
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requiere la actividad cooperativa de diferentes tipos metabdlicos de reduccidn no asimilatoria

de Fe(1ll) {Figura IV.60}. Por ejemplo, se han descrito una gran variedad de microorganismos

que pueden metabolizar azicares o aminodeidos con fa reduccion de Fe(IlT).

FIGURA V.60
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La especie de Geobacter metallireducens fue el primer microorganismo oxidante de

acetatos conocido el cual conserva la energia y soporta el crecimiento por medio de la

siguiente reacciom:

Acetato + 8Fe(ll) + 4H,0 —~———3 2HCO®

+ 8Fe(ll) + 9H*

La especic Shewanella putrefaciens puede también conservar la energfa para mantener

¢l crecimiento por medio de la acoplacidén oxidativa de compuestos orgdnicos con la reduccion

de Fe(lll):

Formato™ + 2Fe(Ilt) + H,0 -3 HCO™ + 2Fe(ll) + 2H'
Lactato + 4Fe(Ill) 4+ 2H,0 - - Acetato” + HCO® + AFe(ll) + SH*
Piruvato + 2Fe(IH) 4 2H;0 ————» Acetato’ + HCO® + 2Fe(ll) + 3H*
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Otros microorganismos que pueden acoplar la oxidacién de H, con la reduccion de
Fe(I1l) son Pseudomonas sp., S. putrefaciens y Desultovibrio spp. por medio de la siguiente

reaccion | 79):

H, + 2Fe(Ill) ——— 2H" + 2Fe(I)

4y MANGANESO

La reduccién microbiana de Mn(1V) a Mn(1l) es paralela a la reduccidn no asimilatoria
de Fe(lll) y vice versa. Muchos microorganismos que reducen Fe(lll) también reducen
indirectamente Mn(lV) utilizandolo como un aceptor menor de electrones durante el

metabolismo.

Se han investigado fos sistemas de transporte de electrones al Mn(IV) en diversas
especies de Bacillus que reducen Mn(IV). Sin embargo las evidencias suguieren que la
reduccidn del Mn(1V) es una reacci6n lateral menor que no conserva la energfa ni mantiene el
crecimiento para estos microorganismos, de tal forma que este metabolismo tiene poca

importancia para la reduccién no asimilatoria de Mn(IV) en sedimentos.
El tipo-c de citocromo(s) en la especie D). acefoxidans son oxidados por Mn(IV),
siguiriendo que estdn involucrados en el transporte de electrones al Mu(1V) {79].
5) MERCURIO
Las actividades humanas incrementaron fa liberacién del mercurio al aire, agua y biota
entre 1900 y 1970, los cambios atmosféricos naturales liberaron 57mil toneladas, pero la

industria minera liberé 361mil toneladas y los combustibles f6siles liberaron 151mil toneladas

de mercurio.

El uso de compuestos organomercuriales como bactericidas y fungicidas en la industria

de pinturas y en la agricultura, contribuye significativamente a la confaminacién por mercurio -
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en el medio. El mercurio es un elemento importante en varios tipos de equipo de laboratorio,
en fdrmacos, preparaciones dentales, como agente desinfectante y soluciones esterilizantes

{109},

La reduccién microbiana del Hg(ll) puede jugar un papel importante en el rango de la
concentracién de mercurio en ambientes acudticos y terrestres. Por ejemplo, se ha propuesto
que la reduccion microbiana de Hg(ll) en las aguas de los ocednos es una fuente importante de

mercurio atmosférico {79].

Una especie bacteriana comin en el medio es Desulfovibrio desulfuricans que puede
metabolizar el mercurio, sin embargo lo convierte a una forma mds peligrosa por la adicién del
grupo metilo llevando a la formacién de metil mercurio. El metil mercurio es un compuesto
t6xico recalcitrante que es bioacumulado y enriquecido en algunas cadenas alimenticias ya que
en estanques o en pantanos se adhiere a pequenios organismos del plancton, los cuales son
cosumidos por peces los que a su vez son ingeridos por el hombre y el envenenamiento por
pescado se ha atribufdo a la ingestién de metil mercurio, siendo peligroso a los niveles basales

de 10 a 100 ppm {109,139},

El metil mercurio es casi soluble en agua, pero forma coloides con materiales himicos,
Esto conduce a un incremento en la concentracién de mercurio en la fase acuosa. Las
sustancias himicas transfieren el mercurio de suelos en equilibrio al agua y consecuentemente

queda dentro de la cadena alimenticia [ 109},

Otro género bacteriano identificado como Pseudomonas, provee la solucién a este
problema. Para evitar la toxicidad del mercurio, estas bacterias convierten primeramente el

meti} mercurio a ién mercurio:

CHyHg - CH, + Hg"'

El idn mercurio cargado positivamente a la forma elemental relativamente inocua por

adicién de electrones lo que Heva a la formacién de dtomos de hidr6geno:

2e
Hg"' 4+ 2H' - Hg + 2H"
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Estas bacterias actian también lentamente en la naturaleza para la limpieza de derrames
t6xicos hechos por el hombre |56]. Algunas cepas bacterianas pueden reducir el ién mercurio
[He(ID] a la forma voldtil de mercurio elemental [Hg(0)]. Se piensa que este proceso de
reduccion natural puede ser el responsable de la destoxificacion ambiental de mercurio y estd

siendo desarrollado para futuras aplicaciones comerciales [132,79].

Sin embargo, el estudio de la reduccion de Hg(I) en el medio ambiente es complicado
por el hecho de que ¢l ciclo del mercurio es mucho mids complejo que los ciclos geoquiicos

de otros metales redox como ef hierro [79).

6) MOLIBDENO

La especie de Pseudomonas guillermondii y Micrococcus sp. reducen Mo(VI) a un
compuesto azul [presumiblemente Mo(V)] durante el crecimiento en medio heterotréfico
acrobio 0 en suspensién celular, El mecanismo de la reduccién de Mo(VI) no ha sido

determinado.

A altas temperaturas (60°C), bajo pH (<2) y con S” como un donador potencial de
electrones, Sulfolobus brierleyi y S. acidocaldarius reducen Mo(VI) a Mo(V) bajo condiciones

aerobias y anaerobias.

Las suspensiones celulares del mesofilo 7. ferrooxidans también reducen Mo(VI) con
S°. El grado de reduccién del Mo(VI) es proporcional a la cantidad de protefnas celulares
adicionadas y a las concentraciones iniciales de S° y Mo(VI). La enzima sulfuro de
hidrégeno:ién férrico oxidoreductasa purificada de T, ferrooxidans cataliza la oxidacién de §°
a sulfito acoplada a la reduccion de Mo(Vl1).

Aparentemente las investigaciones no ecoldgicas han examinado el papel de la
reduccién microbiana de Mo(V1). La reduccién de Mo(VI) bajo condiciones dcidas pueden
influenciar potencialmente ¢l ciclo del molibdeno durante la lixiviacién mineral. La reduccién
microbiana del Mo(VI) a pH cercanos a la neutralidad pueden estar involucrados en la

concentracion del molibdeno soluble en sedimentos marinos anaerobios y en rocas [79].
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7) ORO Y PLATA

Las especies de Bacillus subtilis, Apergilus mger, Chlorella wvulgaris y Spirulina
platentis reducen Au(lll) a Au(Q). El Au(lll) y EI Au(l) se adsorben en las células de C.
vulgaris con la subsecuente reduccion a Au(0). La reduccidn de Au(lll) a Au(ll) es mucho mds
rdpida que la reduccidn de Au(ll) a Au(0) ocurriendo la primera reduccidn en minutos y la
segunda en varios dfas. El mecanismo de la reduccion del oro en estos organismos no ha sido

bien aclarado.

De forma similar al Au(lll) y el Au(l), la Ag(l) se adsobe dentro de las paredes
celulares de las bacterias y hongos con la subsecuente reduccién de Ag(l) a la forma coloidal
de Ag(0). La reduccién de Ag(l) a Ag(0) a través de la produccion de un compuesto reducido

desconocido puede relacionarse con la resistencia a la plata de algunas bacterias.

La adicién de Au(lll) o Ag(l) resulta en la oxidacion de un citocromo tipo-c en G.
metallireducens, suguiriendo que el citocromo tipo ¢ o una reductasa terminal puede transferir
electrones al Au(lll). Las suspensiones celulares de . wulgaris reducen rdpidamente Au(lll) a

Au(0), y el citocromo ¢; de D. wulagaris reduce Au(lH) con la acumulacidn de Au(0).

La reduccién microbiana de Au(lil) puede conducir a la formacion de depdsitos de oro
y puede ser usada potencialmente para remover el oro del agua y de derrames de desechos
{791.

8) SELENIO

Aungue el selenio es clasificado como metaloide, es inclufdo debido al obvio
paralelismo entre la reduccién no asimilatoria de Se con la reduccidn no asimilatoria de
metales. Se ha descubierto que a concentraciones tdxicas de Se fueron afectadas en forma

adversa diversas poblaciones de pdjaros en California.

Los estados redox predominantes del Se son selenato Se()f", Se(1V), selenito Se()zlz",
Se(0) y selénido (-I1), el primero de éstos sirve como aceptor de electrones en el metabolismo
microbiano. Diversas especics de Clostridium, Citrobacter, Flavobacterium y Pseudomonas

pueden reducir selenato. Sin embargo, los mecanismos de reduccién no han sido estudiados.
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La cepa de Pseudomonas sp. AX, la cual fue aislada de un reactor usado para remover selenio,

reduce el selenato a selenito;
CH,CO0" + HY + 4Se042‘ ~~~~~~~~ ey 2C0O, + 4Sc032' + 2H,0

La cepa SeS fue purificada de interfases de sedimentos de Ja bahia de San Francisco.
La cepa SeS obtiene su energfa para soportar el crectimiento por medio de la siguiente

reaccion:
4CH,CO0™ + HY + 48e0,” e » 4CO, + 4Se0;” + 2H,0

La reduccidn de selenato y selenito en el medio ambiente, juega un papel central en el
grado de destoxificacidn del Se en ambiente acudticos y puede ser el principal mecanismo de

remocién de Se de las aguas de desecho agricola {79].

9) SULFUROS METALICOS

Los materiales que estdn contaminados con sulfuross metdlicos pueden ser
descontaminados via reacciones de oxidacién. Este proceso conocido como biolixiviacion, es
mediada por bacterias tales como Thiobacillus ferrooxidans, quien oxida el sulfuro metdlico
insoluble a sulfatos metdlicos solubles en agua permitiendo la lixiviacién para remover el

compueto metdlico [ 132].

10) TECNESIO

El tecnecto tiene una larga vida (vida media de 2.15X10° afios) los contaminantes
radiactivos en el medio ambiente que son por productos de las reacciones de fision ocurridas
en las explosiones atémicas y en las estaciones nucleares. Bajo condiciones aerobias, el
tecnesio estd principalmente en Ja forma de pertecnetato [Tc(VII); TcOA4-], el cual es altamente
soluble. Diferentes estudios han demostrado que el desarrollo en condiciones reductoras de los
suelos disminuye grandemente la solubilidad y movilizacién del tecnesio, presumiblemente

como resultado de la reduccion Te (V1) a Te(lV).
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Uno de los pocos estudios que han examinado directamente el potencial de reduccién de
Te(VII) por microorganismos, encontraron gue un cultivo mixto de bacterias anaerobias
producen la forma mds msoluble y/o adsorbible del tecnecio a pertecnetato que los cultivos
mixtos o puros de bacterias aerobias. EI Tc(VII) es reducido durante el crecimiento en fase

estacionarta de Moraxella y Planococcus spp. cuando el oxigeno disminuye en el medio

Las bacterias reductoras de sulfatos también pueden estar involucradas en la reduccién
del Te(VII). Los microorganismos reductores de sulfatos, Desulfovibrio gigans 'y D. wulgaris,
son mds cfectivos que los cultivos mixtos de microorganismos anaerobios en convertir al
Te(VID) a la forma insoluble. El molibdato es un inhibidor especifico de los reductores de
sulfatos, por lo tanto, inhibe la reduccidn de Tc(VIL) en un cultivo mixto de microorganismos
anaerobios marinos. Ambos estudios sugieren que la habilidad de los reductores de sulfatos
para remover tecnesio en solucién fue debida, en menor parte, a la formacién de sulfuros

insolubles de tecnesio y/o la liberacién de otros agentes reductores | 79].

11) URANIO

El uso extenso del uranio ha conducido a la contaminacion de las superficies acudlicas,
aguas fredticas, v vapores de desecho industrial, en respuesta, la US Geological Survey
investigé la destoxificacién enzimdtica del U(VI) soluble a la forma insoluble de U(IV)V. La
forma reducida es insoluble en medio acuoso asf disminuye su toxicidad al reducir su

biodisponibilidad y permite el desarrollo de un proceso de separacién mediada biol6gicamente
[132]. '

La reduccién microbiana de U(VI) a U(IV) es un proceso importante en el ciclo global
del uranio y puede ser usado para técnicas de remocién de uranio de ambientes contaminados.

G. metallireducens fue el primer organismo encontrado que usa U(VI) como aceptor de
electrones:

CH,COO™ + 4U(V]) + 4H,0 ————3 2HCO; + 4U(V) + 9H*

S. putrefaciens también crece con U(VI) como el tinico aceptor y como el tinico
donador de electrones:
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H, + 4U(VI) + 4Hy0 - 2H" + 4U®V)

Diferentes especies de Desulfovibrio pueden también reducir enzimdticamente U(VI)

utilizdndolo como tinico aceptor de electrones.

La precipitacién reductiva de uranio de los mantos fredticos es considerado por ser el
mecanismo para la formacién de algunas areniscas. La literatura sugiere que la reduccidn es
anaerobia, La reduccidn microbiana de uranio puede tomar el uranio que estd disperso en
grandes voldmenes de lfquido y concentrarlos en un sélido muy puro y compacto ya que el
U(IV) precipita como uranito (UQO,). Extracelularmente D. desulfiricans reduce U(VI) en un
complejo U(IV)-carbonato asf como también la especie de G, metallireducens | 19).

12) VANADIO

Aunque la reduccién microbiana del V(V) no ha sido extensamente estudiada, ésta
capacidad metabdlica entre los microorganismos puede estar muy extendida. Casi todas las
bacterias heterétrofas y hongos aislados de un suelo pantanoso pueden reducir V(V). Sin

embargo, el mecanismo de reduccién no se ha reportado.

Dos microorganismos reductores de V(V) se estudiaron con mds detalle. Se trata de
Pseudomonas vanadivm reductans que fue aislada de efluentes de fdbricas métahirgicas, y
Pseudomonas isachenkovii que fue aislada del mar. La evidencia de la reduccién de V(V) ¢s
primordialmente cualitativa, Durante el crecimiento anaerobio de estos microorganismos, el
V(V) contenido en el medio, cambia el color de la solucién de amarillo a azul, el cual es
caracterfstico del V(IV). Con sucesivas incubaciones el medio se torna en negro y opaco,
presumiblemente por la acumulacién de particulas coloidales de V(III). Todo el V(V) fue
reducido en cinco dfas de incubacién. Diferentes azucares, amino deidos, lactato, glicerol, H,

y CO, pueden servir como donadores para la reduccién del V(V).

Este mecanismo de reduccién del V(V) puede ser utilizado para eliminar vanadio de

detrames de desechos en procesos minerales | 79].
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Durante los 70s y los 80s gracias al desarrollo de la biologia molecular la aplicacion
prictica de los microorganismos expandié la imaginacién con el descubrimiento de nuevas
técnicas artificiales del DNA recombinante. Aunque la recombinacién natural exisle para unos
pocos microorganismos, las nuevas técnicas biotecnolégicas hacen posible la transferencia de
genes entre especies completamente diferentes o no relacionadas. Sin embargo, gracias a la
ingenierfa genética un gen de una animal vertebrado, tales como el humano, puede ser
insertado dentro dentro del DNA de una bacteria o un gen de un virus dentro de una levadura,
En muchos casos, el recipiente puede ser modificado para expresar el gen, el cual puede
codificar para un producto de uso comercial. Por ejemplo, alguas bacterias pueden expresar
genes para la insulina y de otras protefnas; la vacuna para la Hepatitis B es sintetizada por una

levadura a la que se le ha introducido un gen que produce una protefna viral.

La manipulacién genética es generalmente conocica como ingenierfa genética. La
ingenierfa genética hace posible el empleo de diversas enzimas que pueden ser usadas para
“cortar" al DNA de diferentes fuentes en segmentos especificos que son fécilmente

recombinados in vitro. Ejemplos en donde se aplica el uso de la ingenierfa genética son | 1391:

a) Insercién de genes de resisiencia a plagas dentro de plantas.
b

¢

)
) Modificacion de las capacidades bioquimicas de bacterias para la limpieza de desechos.

) Copias de genes normales y anormales usados para el estudio de enfermedades genéticas.

d) Produccién de Insulina humana, interferén y otras sustancias de uso terapetitico en bacterias
e) Produccion de factores del crecimiento.

f) Produccion de proteinas usadas para procesos que se realizan a altas temperaturas,

La aplicacion de las técnicas de biologfa molecular para la comprensién de las
actividades microbianas en el medio ambiente ha entrado a un periodo de renacimiento. Las
técnicas modernas de extraccién de RNA y DNA acoplados al sondeo de genes, ha introducido

el incremento en el uso de la ingenierfa genética de organismos para la produccién de diversos
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productos, asi como el lograr a través de esta teenologia incrementar la eficiencia de la

biorremediacion y los bioprocesos | 100,10].

Esto ha hecho que se desafic a los microorganismos para desarrollar nuevas rutas al
alterar su informacion genética preexistente, como resultado ya sea de mutacidn(es) en una
simple estructura y/o la regulacidn de genes o tal vez por el reclutamiento de genes silenciosos

cuando se encuentran frente al compuesto extrano |32].

Por ejemplo, existen asociaciones de microorganismos que pueden ser necesarios para
degradar una molécula compleja (PCB, idem). Algunos organismos de la asociacidn pueden
remover los dtomos del haldgeno sustituyente; otros pueden abrir el anillo aromdtico; una
tercera especie puede ser necesaria para producir acetaldehido, lo cual puede Hevar a la
completa degradacion de la moléeula a CO; y H,O por varias bacterias, pero usando las
técnicas actuales de DNA recombinante, es posible reunir en una sola bacteria las habilidades

metabélicas de todo el consorcio bacteriano | 139].

Il uso comiin de 7. ferrooxidans y otras bacterias deido-tolerantes en las operaciones
de lixiviacién mineral y su uso potencial en el tratanmiento de desechos y desulfurizacién del
carbdn han generado interés en la manipulacidn genética de estos organismos. La clonacién de
genes de T, ferrooxidans en genes de £, coli ha permitido algunas caracterizaciones primarias

de los pldsmidos de resistencia a mercurio y arsenato {90].

Ciertas habilidades adquiridas por los microorganismos de trascendencia ambiental son
transmitidas a través de pldsmidos. Muchas de las caracteristicas de los pldsmidos bacterianos
son importantes en medicina, agricultura y al medio ambiente. Tales cacterfsticas incluyen (1)
propiedades de virulencia y resistencia a antibidticos, (2) la habilidad de fijacién de nitrdgeno
de cepas de Rhizobium en n6dulos de raices en Jegumbres, (3) produccion de antibiGticos por
Streptamyces, y (4) el metabolismo de compuestos xenobidticos. Los pldsmidos son raros en
células eucariotes (excepto en levaduras) pero son muy comunes en bacterias. Son fragmentos
de DNA y usualmente son innecesarios para la sobrevivencia de la bacteria hospedera, pero
pueden habilitarla para matar a otra bacteria o proporcionarle genes de resistencia a
antibiéticos. Hay diferentes clases de pldsmidos, los cuales pueden ser categorizados de

acuerdo a su funcidn.
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Los pldsmidos conjugativos pueden ser transmitidos de una bacteria a otra. Los
pldsmidos no conjugativos no pueden ser transmitidos por conjugacién, pero pueden ser
transferidos por transduccion o por transformacion.

Los pldsmidos bacteriocitogénicos conticnen un gen que dirije a la bacteria hospedera a
fa produccidén de bactertocinas. Una bacteriocina es una proteina que destruye a otras bacterias
pertenccientes a la misina especie o a especies muy relacionadas. Pldsmidos de resistencia a
antibidlicos que en al caso de Staphylococcus aureus aislado de hospitales posee un gen que

codifica para una f-lactainasa y por lo tanto no es sensible a la penicilina.

Los pldsmidos que codifican para importantes enzimas degradativas son lamados
pldsmidos no asimilatorios o degradativos. Estos pldsmidos son los responsables de la
habilidad de ciertas especies de Pseudomonas para degradar solventes industriales
recalcitrantes como el tolueno y xileno. Una combinacién de diferentes pldsmidos, cuando son
transferidos a una especie de Pseudomonas permite a la bacteria desintegrar hidrocarburos
complejos y otros compuestos presentes en el petréleo crudo | 111},

Los pldsmidos degradativos representan un grupo de plismidos de presencia natural que
codifican para enzimas capaces de desasimilar compuestos orgdnicos complejos. Muchos de
tales compuestos son t6xicos para los microorganismos pero la presencia y expresion de genes
que llevan pldsmidos degradativos permite a la célula hospedera reducir rdpidamente la
concentracion téxica de los sustratos. Los pldsmidos degradativos pueden codificar para una
ruta completa degradativa, como la ruta de degradacién del xileno o tolueno (ver apartado IV-
6.1), o sdlo para reacciones parciales como en el metabolismo del salicilato o el naftaleno
[37].

Sin embargo, se considera que todos los microorganismos a lo lugo del tiempo podifan
adquirir la habilidad para degradar todos los compuestos quimicos nuevos introducidos en el
medio ambiente a través de la tecnologfa. No obstante, aunque los microorganismos puedan
adaptarse para remover muchas sustancias tdxicas, la gran variedad de los xenobiéticos

utilizados hoy en dfa pueden romper ¢l balance del ecosistema |32].
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V-1 MANIPULACION GENETICA PARA LA CONSTRUCCION DE CEPAS CON
AMPLIO POTENCIAL DE BIODEGRADACION

Cuando los microorganismos se encuentran frente a un nuevo compuesto quimico

orgdnico en el medio ambiente, pueden obtener de otros microorganismos los nievos genes

catabblicos necesarios para la degradacién de estos compuestos a través de conjugacién o

evenlos de transformacién o pueden modificar sus propios genes por procesos de mutacidn,

Por ejemplo, aunque hasta hace pocos décadas los compuestos orgdnicas clorados se han

liberado al medio ambiente, los microorganismos en la naturaleza aparentemente han

desarrollado la habilidad para degradar algunos de los compuestos clorados. Los genes para la

degradacién de estos compuestos son a menudo pldsmidos asociados. Los compuestos

conocidos que pueden ser degradados por microorganismos naturales y los plismidos

responsables de tal degradacion, se enlistan en fa Tabla V. 1.1 {37,32].

TABLA V.1.1

[FPLASMIDO COMPUESTOS PM PLASM, COMPUESTO PM
pUU204 Acido 53 kb pRCI0 | 3CBA 45 kb
2-Monocloropropidnico 2,4-Dy MCPA
pREL 4-Clorobifenilo 82 kb pEMLISY § 2,4-D 1
* 4-Clorobitenilo 16, 72 kb pIPi 2.4-D 58MDa
* 4-Clorobifenilo 50 Mda pip2 2,4-D I6MDa
pSS50 4-Clorobifenilo 53 kb piP3 2,4-D 52MDa
pAC21 1,4-Diclorobifentlo 65 Mda * pCp 80-100
* t,4-DCB ? * 3,-4-.5-Clorosaticilato ?
pIrd 3CBA 80 kb * 2-,3-,4-cloroanifina !
P4 2,4-D y MCPA 110 kb * | 2,4,5-T [
pAC27 3CBA 105 kb * Clorololueno 72MDa
PAC3i 3,5DCBA 105 kb * Cloridazon 1
SAL Salicilato 35 MDa puol Fluoroacetato 44MDa
CAM Alcanfor 150MDa puoll h Fluoroacetato 40MDa
XYL Xileno 1OMDa TOL XilenofTolueno 75MDa
pACIIL 3,5-be 72MDa pAC25 |} 3-Clorebenzoato 68MDa
pWWO Tolueno 117MDBa NAH Naftaleno 46MDa
XYL-K Xileno/Tolueno 90MDa

* No designados
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Lstudios recientes en la clonacion y caracterizacion de genes degradativos podrian
ayudar en el desarrollo de cepas bacterianas las cuales pueden atacar contaminantes
recalcitrantes mds agresivamente. Puesto que estos genes codifican para rutas catabdlicas estidn
a menudo altamente agrupados y asociados a otros genes, estos conjuntos de genes pueden ser
clonados; si pueden ser ripidamente expresados en el nuevo hospedero, los microorganisinos
pueden desarrollar un rango mds amplio de sustratos. Por ejemplo, transferir el plismido
bphABCD dentro de la bacteria degradadora de CBA, clorobenceno y 2,4-D puede adquirir la
habilidad de degradar ahora también algunos PCBs. Alternativamente, la clonacién de genes

ha sido usada para expander las habilidades microbianas degradativas,

Como un ejemplo en la tabla V.1.2 se presenta la habilidad de la ingenierfa genética de

la cepa A. eutrophus para metabolizar diferentes compuestos clorados [32].

TABLA V.1.2

ESPECIES || GENOTIPO CRECE EN

TFD }| PAA j| 4CB | CPH || SA [j CSA

— ——
e

Fla ‘/obacterl'llmp “|[He" ttd™ (prRC10)
A. eutrophus Hg" tfd" (pIP4)

A eutrophus CURED

A. eutrophus Hg" tfd" (pRC10)
A. eutrophus Hg' tfd* (pRC301)
A. cutrophus Hg" tid* nahG

A. eutrophus Hg' tfd* xylD
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V-2 EFECTOS RESULTANTES DE LA LIBERACION DE MICROORGANISMOS
MODIFICADOS GENETICAMENTE

La funcién de la biologfa molecular aplicada a la ecologfa microbiana estd generando
una tecnologia alternativa, asi como también de nuevas incertidumbres. Estas incertidumbres
estdn asociadas con (1) el uso ambiental de microorganismos modificados con Ingenierfa
Genética (GEMs) cepas capaces de expresar caracteristicas que no estdn presentes en los
microorganismos progenitores no modificados; (2) la probabilidad de la transferencia de estas
caracteristicas genélicas a otros microorganismos autéctonos en el medio ambiente; y (3) la

posibilidad de que la nueva caracteristica leve un efecto deteriorante al medio ambiente.

El riesgo potencial a la salud piblica y al medio ambiente de una liberacién deliberada
o accidental de GEMs dentro de un habitat, es de gran interés tanto cientificamente como para
la politica puiblica, Preguntas sobre la probabilidad de sobrevivencia, colonizacién, y funcién
del GEM liberado y de su nuevo DNA en habitats naturales y su habilidad para predecir las
consecuencias de su liberacion pueden ser contestadas solo por ta aplicacién del conocimiento
derivado del estudio de las interacciones ecoldgicas y moleculares entre microorganismos en
estos habitats.

Las caracterfsticas bidticas y abidticas pueden afectar la sobrevivencia, perpetuacion,
eficacia y riesgo asociado con la liberacion del DNA de los GEMs para cualquier habitat
natural. Sin embargo, la sobrevivencia de la nueva informacién penética y sus efectos
potenciales en la homeostasis de un ecosistema puede ser mds grande si la informacién es
tranferida a especies aut6etonas que estdn inds adaptadas al habitat especifico que los GEMs
introducidos.

Los procesos ecoldgicos mediados por los microorganismos que pueden ser evaluados
antes de la liberacién de un GEM en el medio podifan ser auellos para los cuales las técnicas
estdn bien cstablecidas, que cubren un amplio espectro de las actividades microbianas
relevantes, y que han sido sucesivamente usadas para el estudio de las perturbaciones del suelo
por factores quitnicos y fisicos, por ejemplo:
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l.- Actividad metabdlica y mineralizacién del carbén, asf como medicién del CO, y otras
téenicas de respiracion.

2.- Transformacidn o fijacion del nitrégeno por téenicas de perfusion.

3.- Fijacién de N,, usando la técnica de reduccidn de acetileno.

4.- Diversidad de la microbiota, usando medios selectivos y diferenciales.

5.- Actividad de enzimas seleccionadas, tales como arilsulfatasas (para proveer una medicién
del ciclo del azufre), fosfatasa alcalina y dcida (para el ciclo del fésforo), y
deshidrogenasas (para proveer mediciones de otras actividades metabdlicas).

Estos procesos pueden ser monitoreados por periodos largos después de la introduccion
de un GEM.

En adicion a la evaluacion de los efectos potenciales de GEMs en estos definidos
procesos ecoldgicos, los investigadores pueden estar alertas para la posible aparicion de efectos
no anticipados que no pueden ser predecidos de la informacidn codificada en el nuevo DNA
(p. ejem, efectos pleiotroficos), como la adquisicién de un pldsmido que lleva genes para la

fijacién de N,y resistencia a antibidticos | 134].

V-2.1 CONSECUENCIAS ECOLOGICAS DE LA LIBERACION DE MICROORGANISMOS

Se ha observado que muchos microorganismos liberados en el medio ambiente siguen
un patrén para establecerse en él; tal patrén corresponde a la dispersién, sobrevivencia,
ademds de la interaccidn (fisica o genética) con el medio ambiente | 140].

Dispersién.- Se conocen tres rutas principales de dispersién que son el aire, el agua y los

vectores.

a) Aire.- Los microorganismos viables en el medio aéreo pueden ser transportados a grandes
distancias y su sobrevivencia puede ser prolongada mediante su asociacién con

aerosoles o particulas sélidas.
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b) Agua.- Es dificil predecir el transporte acuitico porque depende de complejos mecanismos

fisicos como son la adherencia a particulas.

¢) Vectores.- Los vectores son superficies sdlidas en movimiento y pueden ser bioldgicos o
{{sicos. Los microorganismos pueden ser dispersados por medio del tracto intestinal,
glindulas salivales, linfa o en la superficic corporal de animales vertebrados e
invertebrados. La dispersidn fisica puede darse en la superficie o en espacios internos

de objetos, vehiculos o equipos hechos por et hombre.,

La aplicaci6n de vectores de campo (FAVs), los cuales son una combinacidn de
un sustrato selectivo, un hospedero y un vector clonado han sido desarrollados para la
propuesta de expresién de genes en ambientes no estériles, competitivos en los cuales
los productos de los genes no proveen ventaja alguna al hospedero pero sirven para el
catabolismo de ciertas sustancias recaleitrantes, por ejemplo, la degradacién de los
PCBs [31].

Sobrevivencia.- Para que el nuevo microorganismo liberado pueda sobrevivir necesita que no
haya barreras ecolégicas para que logre reproducirse, ademds de un gran mimero de
condiciones ambientales, por ejemplo, temperatura, luz solar, humedad, nutrientes,
interacciones bioldgicas y la competencia; por ejemplo, la produccién de toxinas es una

caractlerfstica patégena que es un rasgo de sobrevivencia.

3.- Intercambio genético.- Una vez liberado, disperso y adaptado dentro del nuevo ambiente,
ha sucedido que el microorganismo puede transferir sus caracteristicas genéticas a otros
miembros del ecosistema. El potencial de transferencia genética es muy grande y puede darse

entre:

a) Organismos de la misma especie. Como el pldsmido de resistencia a antibidticos entre
diferentes cepas de Staphylococcus aureus

b) También puede ocurrir entre miembros del mismo género. Como en el caso de

Pseudomonas sp cepa BI3'y Pseudomanas putida mt2, el pldsmido TLO fue transferido de

Pseudomonas putida a Pseudomonas sp.
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¢) Puede ocurrir entre diferentes géneros, como la transferencia de plismidos de miltiple
resistencia a {fdrmacos entre Escherichia coli y Salmonella tiphy i vitro. Una ruta postulada de

intercambio genético entre microorganismos puede verse en la figura V.1

d) Entre microorganismos y plantas. Agrobacterium sp. puede transferir algunos de sus
plasmidos de DNA al dicotiledén de la planta,

¢) Entre microorganismos y animales, y mds significativamente entre microorganismos y el
hombre. Trasferencia del factor-R (gen) en el rumen de ovejas o entre Escherichia coli'y el

tracto gastrointestinal humano.

Muchos de los ejemplos anteriores han ocurrido bajo condiciones de laboratorio. Sin
embargo, hay muchos ejemplos de transferencia genética en el ambiente natural, como el caso
de la transferencia de pldsmidos de muiltiple resistencia a firmacos "RP1" de Pseudomonas

aerugmosa a E. colt.

El principal efecto negativo del intercambio genético en el medio ambiente, es la
transferencia de pldsmidos de resistencia a antibidticos a especies patdgenas para el hombre.
Este problema es poco frecuente, pero se han presentado algunos casos como el sucedido en la
India, al norte de Bengala en 1984, en donde 90,000 personas fueron seriamente afectadas y
3290 murieron a causa de una diarrea aguda. Bsta epidemia fue esparcida por todo el estado
del oeste de Bengala y 13 distritos de Orissa, Assam y Tripura, "The National Institute of
Cholera and Enteric Diseasses" en Calcuta, sugirié que la epidemia fue debida a una nueva
cepa bacteriana virulenta resistente a antibiGticos. La bacteria fue resistente a la ampicilina,

tetraciclina y cloromicetina | 140).

Se han aislado bacterias resistentes a antibiéticos de diversos lugares como de aguas de
desecho de hospitales, sedimentos costeros, estuarios y rfos, pesquerfas, rastros de animales,

plantas y suelos, y en agua potable [53].
Debido a Todo lo anterior, se ha reglamentado el uso de microorganismos modificados

genéticamente como un esfuerzo para evitar los dafos en el medio ambiente y la salud que su

empleo puede causar }153).

207



La Inpenieria Gendtica y ls Biorremedincion

FIGURA V.i
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CONCLUSION

El progreso tecnoldgico que ¢l hombre ha logrado en los dltimos aios es impresionante,
pero se ha equivocado al no advertir que mientras producia tantos bienes, alteraba en forma

peligrosa los mecanismos originales que pernuten el mantenimiento adecuado de la naturaleza.

Ante tal problema, los cientificos han encaminado sus efuerzos y conocimientos en
tratar de corregir el daiio que se ha provocado a la Biosfera y lograr restablecer nuevamente el
equilibrio ecoldgico. Gran parte de estas investigaciones se han enfocado al uso de
microorganismos debido a su potencial de degradacion que cada vez es mds sorprendente. Sin
embargo, ain no se conocen suficientemente estas actividades fisioldgicas de los
microorganismos y en muchas ocasiones tampoco se tienen metas precisas para desarrollar

soluciones biotecnolGgicas a problemas de destoxificacion o limpieza.

Es necesario seguir estudiando a fondo las interacciones entre los contaminantes y los
componentes del suelo y entre estos y los microorganismos para desarrollar tecnologias mejor
dirigidas a la biorremediacidn especifica, pues no siempre basta el microorganismo adecuado
para tratar un compuesto, sino el estudio integral del comportamiento del microorganismo

frente a ese compuesto, en un sitio concreto.

A través de la estimulacién in situ de la microflora autdetona puede lograrse parle‘de
este objetivo 0 a través de la ingenierfa genética se pueden desarrollar cepas microbianas con
amplias capacidades metabolicas dirigidas a degradar diversos contaminantes recalcitrantes.
Aunque siempre se debe de tomar en cuenta el riesgo y responsabilidad que resulta por liberar
un microorganismo modificado genéticamente en un ambiente natural, ya que en lugar de

solucionar un problema, se estard creando uno ain mayor,

Es de esperar que concurran los conocimientos de¢ las nuevas tecnologias y las
decisiones de tratamiento de la conmtaminacién para aplicar el gran potencial de los

microorganisinos en la biorremediacion.
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TABLAS DE INFCRMACION DE MICROORGANISMOS EMPLEADOS EN LA BIODEGRADACION DE CONTAMINANTES

COMPUESTO COMPUESTO FINAL DEL
GRUPG MICROOCRGANISMO PLASMIDC METABOLIZADO METABOCLISMOC REFERENC
(SUSTRATO) 1A
Acetobzcter wodii * Ac. Gilico * 90
Hidroxibenzoato acetato + metano
Achromobacter sp. 16y 72 kb 4-Clorobifenilo * 32
Actnetobacter calcoaceticus * 3-CBA * 32
Acinetobacter sp. pKI1 4-Clorobifeniic * 90, 117. 32,
pSSS50 35kb 76. 1
piP4 2.4D. 2.4-dibromofenol y 2- Catecol
metil-4-clorofenol.
* PBC 4.4 DCBF
DBT. hidrocarburos alifdticos.
BACTERIAS etiltiometon. isoxatidn. antraceno
Agrobacterivm tumefaciens DDT 34
Alcaligenes denitrificans * 2,4-Diclorobenzoato, 4-CBA, * 32. 37
2,4-DCBA
Alcaligenes sp. * 1.3-Diclorobenceno, compuestos { * 37, 32. 57
aromaticos. 119,63, 117

pUT204 53kb
pSSSC 35kb

*

pEMLI59

Ac. Z-monocloroacético.
4-Clorobifenilo.

1,3-DCB. 1.4-DCB. 4-
clorofenol. 2-.3- y 4-cloro y
2.4-diclorofenol.

2,4-D.
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Ac. drico. 2-Br- 2-aitrofenol,
Gasolina.
PCB.

Alcaligenes xylosoxidans

Hidroxibenzoatos, benzoato

46. 117

Alcaligenes eutrophus

piP4
pIPi-6

2,4-D, 4-Clorobifenilo.

3CBA. MCPA

2,4D.

2-Fluorobenzoato, 4-clorofenol,
DDT

Catecol

37. 32,68

Arthirobacter globifornis

4-Clorobenzoato

Arthrobacter sp.

Ac. 4-clorobenzoice, 2,4D,
monocloro, bromo-,
1doalcanos, 4CBA, PCP.
Fluoreno.

Nitrofenoles,

4-Clorobifenilo.

4-Cl, F- v Br-benzoate, DBT.

clorobenzoatos

9-Fluorenona.
NO., CO.. catecol, HQ.

Mineralizacién compleia.

4-Hidroxibenzoato.

)

~1

v W

ol
~1 W

Azotobacter spp.

Compuestos aromdticos

w
=

Bacilfus brevis

S-Clorosalicilato. saliciiato, 4-

clorobifenilo

9]
~4
L
v
n
~!

Bacillus circulans

Metolaclor

=

W
]

Bacillus megaterium

Salicilato

P

7

o

Bacillus sp.

o.m, p-Biftalato.
Almidon, agar.
Grasas.

Metolaclor.

Bernizoato.
Glucosa.

Ac. grasos + glicerina.

46, 119, 46.
37
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BACTERIAS

Bacillus stearothermophdus Fenol, cresol, 4- * 57
hidroxifenilacetato
Bacillus subtilis DDT. Metaoxiclor * 34
Brevibacterium sp. Fluoreno * 58
Corvnebacterium sepedonicum 4CBA. 2.4-DCBA. parafinas * 32,150
Caprococcus sp. Floroglucinol Acetate 46
Chrormobacterium Gasolina * 150
Clostridium pasteurianum Manitol Ac. butirico 119
Clostridium pectinovorum Pectinas Ac. pectinico + metanol i19
Clostridiurm sp. Almidén Glucosa 118, 5. 90
alfa-resorcilato Acetato + metano
Celulosa
C. sp. + Campylobacter sp. Resorcinol Acetato + butirato
Clostridium tertium Bemicelulosa (xi1lanos) H, + CO. 119
Comamonas testosteroni Aroclor 1242 * 14
Cytophaga Celulosa * 5
Desulfococcus Hidroxibenzoatos * 46
Desulfonema Fenilacetato, hipurato * 46
Desulfosarcina Fenol, indo} * 46
Desulfotamaculum sapomandens Ac. aromaticos, fenol * 46
Desulfovibrio desulfuricans Petrdleo * 119
Desulfovibrio sp. Benzoato. * 46, 50
Sulfato. Sulfuro
Enterobacter cloacae Feruiato fenilpropionato + fenilacetato 90
Escherichia coli 3,4-Hidroxifenilacetato * 5
Eubacteriom oxidoreducens Galato, pirogalol, floroglucinol jacetato, butirato y CO. 50
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BACTERIAS

Eubacterium oxidoredocens * Polifenoles, quercetin * 46
Flavobacterium harriisonii * Metaoxiclor * 34
Flzvobacterium sp. * Pentaclorofenol, compuestos * 37,32, 57,
aromaticos, agar. 62. 117, 64,
3CBA. 119
PCP. CH, + CO.
MCPA, 2,4D.
Bromoxinil. CO. + CN +Br
2.4- y 3-nitrobenzoato. 3-Hidroxibenzoato +
nitrocatecol
Hidrocarburos de cadena corta
Hyphorcrobium * DNS HCHO + HS + H-O. 147
Klebsiella pneurnoniae pAC21 1.4-Diclorobifenilo * 32,34
Klebsiella pneumoniae azaenae * Fensulfotion 62
Bromoxini! 3.5-Dicromo-4-
hidroxibenzoato
Methanospiriflium * Acidos grasos CO. + CH, 119
Methanosarcina barkeri * Metanol, acetato, metilamina, CH., y CO. 5,80
deri. del dc. gdlico metoxilado.
Methanosarcina sp. * Percloroetano * 32
Methylamonas * Metano * 5
Methylobacter * Solventes clorados * 76
Methyiococeus sp. * Sclventes clorados * 76
Micrococcus spp. * 4-Bromobenzoato. 4- 4-Hidroxibenzoato 117
clorobenzoato
Moraxella sp. * Protocatecato, 4c. benzoico * 46
k Mycobacterium * Gasolina, comp. aromdéticos * 150.76




BACTERIAS

Pzracoccas denitrificans * Vanilato * 46
Pelobacter acidigallicy * Galato, pirogalol. * 46. 90
Ac. siringico. Acetato
Proteus vulgaris * Urea. agar. Amoniaco y CO,. 119, 90
Hidroxibenzoato. Acetato + metano
Psepdomonas acidovorans * Cloroanilinas * 21
Pseudomenas alcaligenes nDBT2 DBT = o0
Pseudomonas aeruginosa * 4-Clorobifenilo. Mineralizacion completa. 63, 117
3-Clorobenzoato. 3-Clorocatecol
Peeudomonas cepacia * 2,4,5-T * 37,32, 63
+ 2.6-Diclorotojueno.
* 2CBA, PCP. ciorotlueno.
Difeniléier. CO-
Pseudomonas cruchviae $-Clorobifenilo, 4-cloro-4- * 32
hidroxibifenilo. PCB
Pseudomonas erythra * Hidrocarburos > 6C * o
Pseudomonas fluorescens * 1,2-Dicloroetano, 1,2- > 32,3
dicloropropano, TCE. fenoles.
Pseudomenas maltophiiva * Dicamba * 37
Pseudomonas methanica * Metano CO- 5
Pseudomonas paucimobilis * Bifenilo, difenilmetano = €3
Pseudomonas PN-1 * Benzoato * 36
Pseudomonas putida * 3-Clorobenzoato, TCE. - 39, 90, 37.
- 1.4DCB. 32, 76. 14}
pAC27 110kb (3CBA. 117. 76, 150

pDBT2

3,4-Dicloroanilina, catecoles.

Dibenzotiofeno.

v
[



BACTERIAS

Sol. clorados, aroclor, 2.4D.
Ac. 4-toluensulfénico.
Benceno, tolueno, etilbenceno,
octano, naftaleno, salicilatos.

Catecol.

4-Cresol.

Pseudomonas sp.

2-Aminobenzoato, fenol, o.m.p-
cresol, atrazina, 3.5-
diclorobenzoato. 4c. 2-
monocloropropidénico, 4-
clorobifentlo. 1 y 2-
cloronaftaleno, 1.2DCB, 1.,4DC
3CBA.

3.5DCBA.
4-Cloro-2-nitrofenoi.
4-Clorofenol.

3-, 4-. v S-Clorosalicilato.

2-, 3-, v 4-Cloroanilina.
4-Clorofenilacetato, 2.4D,
MCPA, 2.4,5-T.
4-Nitrozniiina.

TNT.

Ac. drico. almidén, quitina.
lignina, clorobenzoatos. PCB. p-
hidroxibenzoato.
Metilmercurio.

antranilato. fenol, cresol.
3-Clorobenzoato.

4-F y 4-Cl-fenilacetatos, 2,3 6 4-

cloroanilina, fluoreno, etoxilatos

Catecol
CO, +nitrito

b

CH,+ Hg + 2H"
e

~Hidroxibenzoato.

Mineralizacién completa

62, 32, 46.
64, 116, 3.
1398, 76, &
83,117, 3

Noe

21, 57, 65.
150
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Pseudormmonas stosteroni Acido benzoico * 46
Rbizobium DBT * 90
Rkodococcus chiorophenolicus PCP * 3z
Rhodopseudomonas gelatinosa m,p-Hidroxzibenzoaio, * 46. 90
floroglucinol
Rbodopseudomonas palustris Benzoato Acetil-CoA 46, 37
Sarcina Gasolina * 150
Spirrillium sp. Fenol. cresol * 46
Staphvlococcus auriculans Fluoreno 1-, v 4-Hidrexifiucrenona 57
Staphvlococcus eprdermidis 1,2.4-TCB Monoclorobifenilo 117
Streptococcus Floroghicinol Acetato 16
Sulfblobus acidocaldamus DNT * i
Thiobacillus ferroxidans hierro ferroso, azufre * a0
Thiobacillus sp. DMS CO, 147
Thiobacilius thioparus DMS HCHGO + H.S + H.O, 147
Vibrio Celulosa, 4c. drico, agar. Ac. grascs, glicerina, N- 5.119
quitina, grasas. acetilglucosamina
Xantocbacter autotraphicus 1.2-Dicloreetano * 46
Consorcio mrcrobianc de Lignina,. benzoato, tirisina, * 46
bacterias  fermentadoras =+ cinamato, fenilpropionate,
bacterias acetogénicas ¥ fenilacetato. benzoato. fenol.
metanogénicas. catecol, hidroquinona, ferulato,

vanilato, siringato, fenilalanina.
triptofanc, indol, coniferol,
tolueno. clorobenceno.
clorofenoles. clorobenzoato.

clarofenoxiacetatos, nitrofenoles




LIt

—I\—:ETANOTET: Methosinus trichosporium Benceno, tolueno. etilbenceno, §* 57
FOS cresol, fenilacetatos
T Esporas de Neurcespora S-Triazina * 34
sitophila
Nocardia erythropolis 2.4- y 3-Nitrobenzoato 3-Hidroxibenzoato y 64
nitrocatecol
Nocardia opaca 2,4- y 3-Nitrobenzoato 3-Hidroxibenzoato y 64
nitrocatecol
Nocardia rubra Fenol, cresol, cianuro.
formaldehido
Nocardia spp. Ac. carboxilicos aromaticos, * 57. 64, 116,
ACTINOMICE- fenol, fenoles sustituidos, 75,117, 33
TOS nitrobenceno, 4c, trico,
clorobenzoatos.
4-Clerobenzoato. 4-Hidroxibenzoatos
fbuprofeno.
Rhodococcus chlorophenolicus PCP 2.6-Diclorohidroquinona 117
Rhodococcus rhodochrous Aroclor. * 14. 148
Estireno Acetaldehido + Piruvato
Rhbodococcus spp. Naftaleno, bifeniios * 57
Streptomycees Acido drico * 119
——— —= —
Aspergillus niger BPC. 2,4D * 32
HONGOS Aspergillus sp. Celulosa Gasolina * 5, 150
Cunninghamellz elegans Fluoreno 2-Hidroxifluorenona 57
Fusarium sp. Celulosa Metaloclor * 5. 37
| Monilia Gasolina * 150




8IC

Mucor sp. Metolacior. BAS * 37.2
Peniciilium chrysogenum Lignina Productos insolubles + CO. 121
Phanerochacte chrysosporium DDT. 2,4.5T, PCP. lignina, * 67. 64, 32
alquitrdn, PAHs atrazina. 119, 142, 46
TNT CO. + NO. 94
HONGOS RAizopus japonicus Dicryl, BAS * 2
Rhbizopus nigricans BAS * 2
Rhizopus peka BAS * 2
Sporotrichum pulverulenturm Clorolignina * 32
Candida sp. Hidrocarburos alifdticos * 76
Rhodotorula Manitol D-Fructuosa 119
LEVADURAS | Saccharompyces cerevisiae Lindano = 34
Torulopsis Manito! D.Fructuosa ii{8
Trichosporium cutaoeum Fenol, protocatecato, * 39.57
homoprotocatecato, gentisato.
4-metiicatecoi. Acetil CoA + Pruvato
B Aniaenz fHos-aquae Fenitrotion. fensulfotion * 57
Chiorella pyrencidosa Metaoxiclor * 34
Chlorella vulgaris Fenitrotion, fensulfotion * 32
ALGAS Cladophora sp. DDT = 34
Closterivm sp. Fensulfotion * 34
Cuiroinghanella elegans Bifenilos (metabolismo parcialy | * 34
Nitzschia Fensulfotion * 34
PROTOZOA- | Euglena gracilfis DDT * 34
RICS

* No Reportado

+ Existe, pero no se ha reportado




GLOSARIO

ABIOTICO.- No vivo. Region o lugar donde la vida no es posible.

ACARICIDA.- Sustancia capaz de destruir o matar dcaros (garrapatas, piojos, pulgas).
ALGUICIDA.- Sustancia capaz de destruir algas.

ATRACTANTE.- Sustancia quinica usada en el control de insectos, aves y otros vertebrados.
AUTOTROFO.- Organismo capaz de utilizar CO; como tnica fuente de carbono.
AVICIDA.- Sustancia con la capacidad para matar aves.

BACTERICIDA.- Capaz de matar bacterias.

BIOACUMULACION.- Sinénimo de magnificcion bioldgica.

BIOCONCENTRACION.- Habilidad de los microorganismos para almacenar maleriales en el
medio ambiente. El almacenaje puede ser dentro o fuera de las células.

BIOCONVERSION.- Produccién bioldgica o enzimdtica de un producto itil, tales como
metano, la degradacién de los productos del petrdleo como contaminantes y la
destoxificacion de plaguicidas organofosforados.

BIODEGRADACION.- Biotransformacién que destruye el esqueleto de la estructura del
compuesto padre, finalimete para producir productos hijos (metabolitos) de menor
complejidad o mas bajo peso molecular.

BIOMASA.- Nombre aplicado a la masa de todos los seres vivos (cantidad total de materia
viva) presente en una extension determinada de corteza terrestre, masa acuosa, sistema
cerrado, medio de cultivo, etc. Se da también este nombre a la masa viva que llena Ja
totalidad de la Tierra.

BIORREACTOR.- Instalacion destinada a la produccién y reproduccién de microorganismos
(generalmente).

BIORREMEDIACION.- Uso intencional de los procesos de biodegradacién para eliminar los
contaminantes ambientales de los sitios donde ellos han sido derramados o descargados .
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Gloserio

BIOSURFACTANTE.- Cualquier compuesto aprovechable y aislable obtenido de
microorganismos que tiene alguna intluencia sobre interfases. De este modo, es también
usado como agente emulsificante y dispersante que no baja significativamente la tensién
superficial del agua o exhibe otras propiedades cldsicas de un surfactante,

BIOTA.- Conjunto de todos los seres vivos que tienen su habitat en una region determinada.

BIOTECNOLOGIA.- Coombs en 1989 la definio como la aplicacion de los organismos,
sistemas o procesos bioldgicos en las industrias manufactureras y de servicios. En un
sentido mds estricto se define como el uso mtegrado de la Bioquimica, Microbiologfa e
Ingenierfa en orden para llevar a cabo la aplicacién tecnoldgica (industrial) de las
capacidades de los microorganismos, cultivo de tejidos, y células.

BIOTICQ.- Perteneciente a la vida.

BIOTRANSFORMACION.- Conversién mediada bioldgicamente de un compuesto a otro sin
alterar la férmula quimica de éste. Generalmente lo que se cambia es el estado de
oxidacion del compuesto.

CICLO BIOGEOQUIMICO.- Sistema circular a través del cudl algunos elementos son
transferidos entre las partes biGticos y abidticas de la biosfera.

CO-METABOLISMO.- (Co-oxidacién, metabolito andlogo).Proceso por el cual un sustrato
es modificado (a menudo por conversion estequiométrica) pero no es utilizado para el
crecimiento, por un organismo que estd metabolizando o creciendo en otro sustrato, Es
un mecanismo muy importante para la degradacion de herbicidas y plaguicidas.

COMPOSTEQ.- Proceso de fabricacion de una mezcla de abono de origen orgdnico.
Descomposicién de materia orgdnica heterogénea por poblaciones mixtas en un medio
ambiente cdlido y nimedo. Degradacion microbiana incompleta de desechos orgénicos,
donde los procesos microbianos pueden variar de aerobio a anacrobio.

DEPURACION.- Conjunto de operaciones que tiene por objeto purificar el agua utilizada
para la bebida, uso doméstico ¢ industrial. Se efectia cuando se aprovechan aguas de
superficies de rfos, lagos u otros sitios fécilmente expuestos a adquirir materias extraas.

La téenica de purificacion depende de las impurezas que el agua contenga,

DEFOLIANTE.- Sustancia guimica usada para plantas indeseables que promueve la cafda de
las hojas de los drboles y plantas. Remueven las plantas vivas.

DESECANTE.- Compuestos quitmicos que aceleran la desecacion de las plantas indeseables,
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DETERGENTE.- Sustancia tensoactiva que tiene la propiedad, al disolverse en el agua, de
limpiar y elininar las pequenas partfculas de grasa o polvo adheridas a la superficie y
que constituyen la suciedad. Actia como agente humectante y emulsionante y reduce la
tension interfacial entre la grasa y el agua, facilitando asi la eliminacién de aquella,

ENSILAJE.- Método de conservacion de forrajes verdes, tubéreulos, rafces y residuos
industriales, destinados a la alimentacidn del ganado y que se disponen en masas
comprinidas, fuera del contacto del aire para favorecer su fermentacion y conservacion.

ESTABILIZACION.- Dar o propiciar una situacion de equibibrio.

ESTERILIZANTE.- Sustancia quimica con la propiedad de esterilizar lo que antes no lo era.
Es usado para el control de insectos y ciertos vertebrados.

EUTROFICACION.- Enriguecimiento nutritivo de aguas naturales, comunmente por causas
artificiales y que con frecuencia produce un crecimiento excesivo de algas.

FUNGICIDA.- Sustanciaa quimica que destruye cualquier clase de hongos.

FREATICO(A).- Aguas acumuladas en el subsuclo sobre una capa impermeable y que pueden
aprovecharse por medio de pozos. Capa del subsuelo que contiene estas aguas.

GENOTOXICO.- O Xenotdxico, Sustancia téxica producida por el hombre

HERBICIDA.- Sustancia quimica empleada para controlar el crecimiento de plantas
indeseables como pastos o malezas.

HETEROTROFO.- Organismo que obtiene el carbono a partir de compuestos orgdnicos.

HUMIFICACION.- Proceso de putrefaccion o descomposicién microbiana de la materia
orgdnica (especialmente de naturaleza vegetal) que conduce a la formacién de humus. En
suelos secos y frios la humificacién es muy lenta; las condiciones mds favorables las
rednen los suelos himedos de las zonas cdlidas y templadas.

HUMUS.- Materia orgdnica del suelo parcialmente descompuesta.

INSECTICIDA.- Grupo de productos empleados para matar insectos por medio de una accién
quimica.

LIXIVIACION.- Operacién consistente en separar sustancias solubles de otras insolubles.
Empleo de bacterias para extraer metales de valor comercial a partir de minerales.
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LLUVIA ACIDA.-Lluvia con bajo pH debida a la presencia de deido sulfdrico o iicido nitrico;
en forma mds general se refiere a cualquier deposicion atmosférica acidificada.

MAGNIFICACION BIOLOGICA.- Incremento en la concentracion de algunos matenales en
fos organismos comparada con su concentracion en el medio ambiente.

MINERALIZACION.- Transformacién de compliestos orgdnicos en norgdnicos, con lo cual
se disminuye la complejidad biogeoquimica y se facilita su utilizacién por los
MICToOrganismos.

MOLUSCIDA.- Sustancia quimica que mata mohiscos (caracoles).
NEMATICIDA.- Producto quimico con la capacidad para destruir nemdtodos.

OLIGOTROFICQO.- Descripcién de una concentracién en agua en la que los nutrientes se
encuentran en baja concentracion,

PATOGENICIDAD.- Potencial de la habilidad de los organismos vivientes y virus para
infectar al hombre 6 a otra forma mds alta de vida y causar enfermedades.

PISCICIDA.- Sustancia quimica que mata peces.

PLAGUICIDA.- Incluye a los productos qufmicos que estimulan o retardan el crecimiento de
plantas, conocidos como reguladores del crecimiento, estos incluyen desecantes y
desfoliantes; este término también se aplica a los compuestos usados para repeler, atraer
y esterilizar insectos.

PLASMIDO.- Elemento genético auténomo que replica independientemente del cromosoma y
codifica para un rango amplio de funciones en muchas bacterias.

QUIMIOAUTOTROKO.- Organismo autétrofo que obtiene energfa de la oxidacién de
compuestos inorgdnicos. Obtiene su fuente de carbono a partir de la fijacién del CO,.

QUIMIOLITOTROFQ.- Organismo que utiliza un compuesto inorgdnico como fuente de
energfa utilizando dichos compuestos inorgdnicos como donadores de electrones.

RECALCITRANTE.- (Persistente). Habilidad de una sustancia para perianecer en-un medio
ambiente particular en una forma incambiable.

REPELENTE.- Sustancia de naturaleza quimica que rechaza o repele a ciertos organismos
vivos (gencralmente insectos, aves y otros vertebrados).
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RESIDUQ.- Cualquier material generado en los procesos de extraccién, Dbeneficio,
transformacién, produccién, consumo, utilizacidn, control o tratamiento cuya calidad no
permite usarlo nuevamente en el proceso que los generd.

RODENTICIDA.- Se aplica a las sustanciaas quimicas que puede matar cualquier tipo de
roedor.

SILVICIDA.- Sustancia qufmica que destruye drboles y arbustos,

XENOBIOTICO.- Compuesto hecho por el hombre (antropogénicos) que poseen estructuras
quimicas hacia las cuales los microorganismos no han sido expuestos en el curso de la
evolucidn, También abarca a aquellos compuestosque est dn presentes en forma natural
en el medio ambiente, pero que las actividades humanas incrementa su Soncent raci G
normal” a niveles que causan efectos indeseables.

223



BIBLYOGRAKEA

|.-Adriaens, P.; "Continuos coculture degradation of selected polichlorinated bipheny! congeners
by Acinetobacter spp. in aerobic reactor system", Environ, Science. Technol., 1990,
24(7):1042-1049,

2.-Aizawa, Hiroyasu; "Metabolic Maps of Pesticides", Academic Press, Orlando, 1982, 238 pp.

3.-APHA, AWWA, WPCF; "Standard methods for the examination of water and wastewater”, 16
ed., EEUU, 1985.

4.-Atlas, R.M.; Chemical and Engineering News, 1995, 73(14):32-42.

5.-Atlas, Ronald M.; Richard Bartha, "Microbial ecology fundamentals and aplications”, 2a ed.,
The benjaming/Cummings Publishing Company, Cahfornia, 1987.

6.-Baskt, J.S.; "Impact of present and future regulations on bioremediation”, J. Ind. Microbiol.,
1992, 8(1):13-22,

7.-Best, D.J.; (et al), "The environment and biotechnology”, Blackwell Scientific Publications,
Oxford, 1985. -

8.-Betz Handbook of Industrial Water conditioning, 5a ed., Betz Laboratories Ing., Pensylvania,
1957.

9.-Bogan, R.H.; C.N. Sawyer; "Bichemical degradation os sinthetic detertents”, Sewage and
Industrial Wastes, 1956, 28(5):637-648.

10.-Bogosian, Gregg; James F. Kane; "Fate of Recombinant Escherichia coli k-12 strains in the
environment , Adv. Appl. Microl., 1991, 36:87-92.

11.-Bohmont, Bert L; “The Standar pesticide user$ guide", Prentice Hall, New Jersey, 1990,

12.-Bomio, Michele; (et al); "Growth and biocatalytic activities ol aerobic thermophilic population
in sewage sludge”, Appl. Microbiol. Biotechnol., 1989, 32:356-362.

13.-Boyde, Thomas; Carlueci, A.F.; "Use of a 3H-Jabeled substrate to measure microbial
biodegradation in marine waters ", 1. Microbiol. Methods; 1994, 20(1):11-22.

[4.-Boyle, A.W., (et al); "Bacterial PCB biodegradation”, Biodegradation, 1992, 3(2-3).285-98,

{5.-Bradley, P.M.; (et alf), "Microbial transformation of nitroaromatics in surface soils”, Appl.

16.-Bretthaver, E.W.: "New Davids to tackle environmental Goliaths”, EPA-J., 1992, 18(2):50-
52.

I'7.-Brock, D. Thomas, "Microbiologia“, 4a ed., Prentice-Hall, 1987,



Bitliografia

18.-Brockman, F.J.; Ornstein R.L.; "Enhanced bioremediation of subsurface contamination:
Enzyme recruitement and redesign”, Department of Energy, Washington, D.C., Govt.
Reports, Announcements & Index, D92, 15,

19.-Brubaker, Gaylen R.: Jurgen H. Exner; "Bioremediation of chemical spills”, en Omenn,
Gilbert S., "Environmental Biotechnology", Plenum Press, New York, 1988, p 163-171.

20.-Brumer, C.R.; "Handbook of incineration system”, McGraw-Hill, Nueva York, 1991,

21.-Brunsbach, R. Franz; Walter Reinek; "Degradation of chloroanilines in soil slurry by
specialized organism", Appl. Mierobiol. Biotechnol., 1993, 40:402-407.

22.-Bryant, S.E.; Schultz T.W.; “Toxicological assessment of biotransformation products of
pentaclorophenol: Tetrahymena  population growth impairment “, Arch. Environ. Contam.
Toxicol,, 1994, 26:299-303.

23.-Bumpus, J.A. (et al); "Biodegradation of polyeyclic aromatic hydrocarbons by Phanerochacte
chrysosporium ", Appl. Microbiol. Biotechnol., 1989, 53:154-158,

24.-Capone, D.G.; 1.E. Bauer; "Microbial processen in coastal pollution”, en Mitchell, Ralph,
"Environmental Mierobiology", John Wiley-Liss, John Wiley & Sons. Ine. Publication, New
York, 1992. |

25.-Catallo, W.J.; (et al), "Use of indigenous and adapted microbial assemblages in the removal
organic chemicals from soils and sediment”, Water Sci. Technol., 1992, 25:3.

26.-Cemiglia, C.E, "Microbial metabolism of Polycyelic Aromatic Hydrocarhon" Adv. Appl.

27.-Cemiglia, C.E.; (et al); "Identification of a novel metabolite in phenanthrene metabolism by
the fungus Cunninghamella elegans “, Apl. Environ. Microbiol., 1989, 53:2275-2279.

28.-Cervantes, C., "Bactertal interactions with chromate”, I, Microbiol, Serol., 1991, §9:229-233,

29.-CFE-Suterm; "Instructivo para el manejo de los BPCs (Bifenilos policlorados, PCBs, o
Askarales) ", Comision Nacional de Higiene, México, 1982,

30.-Chapman, Peter J.; "Constructing microbial strain for degradation of halogenated aromatic
hydrocarbons", Environmental Biotechnology, Plenum Press, New York, 1988

31.-Chavez, Garcfa Hugo; Raul Quijano Hemidndez, "Residuos peligrosos: Manejo y tratamiento
de bifenilos policlorados (BPCs)", TESIS, Facultad de Qufmica, UNAM, México, D.F.,
1985.

32.-Chaundry, G. Rasul, S. Chapalamadugu; "Biodcgradation of Halogenated Organic
Compounds”, Microbiological Reviews, Mar., 1991, p. 59-79.

33.-Chen, Yijun; John P.N. Rosazza, "Microbial transformation of ibuprofeno by Nocardia
species”, Appl. Environ. Microbiol., Apr, 1994, 60(4):1292-1296.



Bibliografia

34.-Cheng, H.H., "Pesticides in the soil environment: Processes impacts, and modeling”, No 2,
Soil Science Society of America, Inc., Madison-Wisconsin, USA, 1990.

35.-Composting from waste (o resource, Washington Suburban Sanitary Commission, 1990

36.-CONADI, "Informe de la situacion en materia de equilibrio ecoldgico y proteccion al
ambiente 1989-1990 ", México, 1991,

37.-Cork, Douglas J., James P. Krueger, "Microbial transformation of herbicides and pesticides";
Adv. Appl. Microbiol., 1991, 36:1-65.

38.-Crawford, JL.H., "Composting of agricultural wastes. A review", Process Biochemistry,
Jan/Feb, 1983, p 14.

39.-Dagley, Stanley.,"Lesson from Biodegradation”; Ann. Rev. Microbiol, 1987, 47:1-23.

40.-Darwin, Charles, "L origen de las especies”, Diana, México, 1983.

41.-Diccionario Enciclopédico Salvat; Salvat Editores, Barcelona, 1976.

42.-Diario Oficial. "Relacion de repistros de plaguicidas”. Martes 11 de Agosto de 1992, p. 10-16.

43.-Dirkzwager, AH.; P.L'Hermite, "Sewage sludge treatment an use: new development,
technological aspects and environmental effects”, Elsevier Applied Science, London, 1989, p.
422-420.

44.-Espinoza, Valdemar Rosa Marfa, Algunos aspectos de la biologia de los lodos activados y su
relacion con la degradacion de detergentes”, Tesis, UNAM, ENEP lztacala, [984.

45, -Evans, Patrick J.;(et al), "Metabolites formed during anaerobic Transformation ol Toluene and
o-Xilene and their proposed relationship in the initial steps of toluene mineralization”; Appl.
Enviton. Microbiol.. Feb., 1992, 58(2):496-501.

46.-Evans, W. Charles. " Anaerobic degradation of aromatic compounds”, Ann, Rev. Microbiol.,
1988, 42:280-317.

47.-Falkow, Stanley, "Using knowledge of virulence factors to select or desing organism with low
risk of pathogenicity" en Omenn, Gilbert S., "Environmental Biotechnology®, Plenum Press,
New York, 1988, p 121-126.

48.-Fava, F.., "Biodegracation of chlorinated biphenyls (Fenclor 42) in batch cultures with mixed
and pure aerobic cultures”, Chemosphere, 1991, 22(1-2):3-14,

49.-Fewson, Charles A., "Biodegradation of Xenobiotic and other persistent compouds: the causes
of recalcitrance". TIBTECH, July, 1988, 6:148-53.

50.-Fiorenza, $.,"Decision making- Is bioremediation a viable option?". }. Hazardous Mater.,
1991, 28(1-2):171-83.

51.-Foght, J.M.; Westlake D.W.5., "Bioremediation of oil spills", Spill. Technol. Newslett.,
{992, 17(3):1-10.



Bibdiograifia

52.-Fox, J.L., "Native microbe's role in Alaskan clean-up", Bio/Technology, 1989, 7:852.

53.-Frommer, W., (et al), "Safety precautions for handling microorganisms of different risk
classes", Appl. Microbiol. Biotechnol., 1989, 30:541-552.

54.-Fude, Li; (ct al), "Reduction of Cr{VI) by consortium of sulfate-reducing bacteria (SRBIHI) ",
Appl. Environ. Microbiol., May, 1994, 60(5):1525-1531,

55.-Goldstein, Nora; David Riggle, "Healthy future for studge composting”, Biocycle, Protection
Survey, Dec., 1989, p. 28-34.

56.-Goodman, Louis S.; Alfred Gilman, "Las bases farmacoldgicas de la terapeitica”, 8a ed.,
Médica Panamericana, México, 1991,

57.-Gray,N.I.; "Biology of wastewater Treatment ", Oxford University Press, Oxford , 1992

58.-Gray, R Morray; (et al), "Biological remediation of anthracene-contaminated soil i rolating
bioreactor”, Appl. Microbiol. Biotechnol., 1994, 40:933-940.

59.-Grifoll, M.; (et al), "Evidence for a novel pathway in the degradation of fluorene by
Pseudomonas sp. strain ¥274", Appl. Environm. Microbiol. Jul,, 1994, 6((7):2438-2449,

60.-Harvey, s.,(et al). "Enhanced removal of Exxon Valdez spilled oil from Alaska gravel by a
microbial surfactant™,Bio/ Technology, March, 1990, (8)228-230.

61.-Hashizume, K.; (et al), "Degradability of chenncals by microorganism in pond water ",

62.-Hicks, R.J., (et al), "Review and evaluation of the effects of xenobiotic chemicals on
microorganisms in soil"; Adv. Appl. Microbiol., 1990, 35:195-251.

63.-Higson, Frank K., "Microbial degradation of biphenyl and its derivates”, Adv. Appl.
Microbiol., 1992, 37:135-64

64.-Higson, Frank K., "Microbial Degradation of Nitroaromatic compounds”, Advances in

65.-Hideak, Naoto Masuda; (et al), "Degradation of alkylphenol by Pseudomonas sp. strain
TROI", Appl. Environ, Microbiol., July, 1994, 60(7):2265-2271. ‘

66.-Houten, Joseph Van; Diane O. Fleming "Comparative analysis of current US and EC biosafety
regulations and their impact on the industry”, J. Ind. Microbiol., 1993, 11:209-215.

67.-1lman, Deborah L.,"Hazardous waste treatment using fungus enters marketplace”;
Science/Technology, July 12, 1993 C&EN , Washington,p. 26-29.

068.-Jorgenson, M.T.; (ct al), "Cleanup and bioremediation of a crude-oil spill at Prudhoe
Bay,Alaska", Environment Canada, Ottawa, on (Canada). Techuology Development, 15¢
Collogue technique du programme de lutte contres les deversements d’hydrocarbures en mer et
dans Partique (AMOP) 1992, p723-738.



Bibliogrittia

69.-Kaplan, D.L.; Kaplan A. M., "Termophilic biotransformation of 2,4,6-trinitrotoluene under
simulated composting conditions", Appl. Fnviron. Miciobiol., 1982, 44:757-760

70.-Kertesz, Michael A.; (et ab), "Desulfonation of linear atkylbenzensulfonate surfactante and
refated compounds by bacteria®, Appl. Environ. Microbiol., 1994, 60(7):2296-2303.

71.-Kosaric. Naim, "Biosurfactants”, Vol 48, Marcel Dekker, Inc., New York, 1993,

72.-Kiienzi, M. (et al), "Safe biotechnology peneral considerations”. Appl. Microbiol. Biotechnol.,
1985, 21:1-6.

73.-Kubn, E.P.; (et al) "Anacrobic degradation of alkilated benzenes in denitrifying laboratory

74.-Kuropka, D. "Andlisis de PCBs y HAP", Programa sobre ¢l mancjo de residuos peligrosos
organizado por la direccion Central TUV Rheynland, Alemania, 1993, Mayo, 10-25,

75.-Lajoie, C.A.:(et al),"Development of ficld application vectors for bioremediation of soils
contaminated with polychlorinated biphenyls", Appl. Environ, Microbiol., 1993,39(6): 173541,

76.-Leahy, Maureen C.; Richard A. Brown, "Modelling mapping are critical, whilw air sparging
and soil vapor extraction have become strong allies”, Chem. Engincer.. May, 1994, p 108-116

77.-Lehninger, Albert L., "Principles of biochemistry", 2a ed., Worth Publishers, EEUU, 1993,

78.-Ley general del equilibrio ecoldgico y la proteccidn al ambiente ", Porria, México, 1993.

79.-Lovley, Derek R., "Dissimilatory metal reduction”, Ann. Rev. Microbiol., 1993, 47:263-290.

0. Lovly, D.R.; D.J. Lonergan, "Anacrobic oxidation of toluene, phenol and p-cresol by the

81.-MacCarty, P.L., "Engineering concepts for in situ bioremediation”, J. Hazardous Mater.,
1991, 28(1-2):1-11.

82.-MacKinney, R.E.; J.M. Symons., "Bacterial Degradation of ABS", Sewage and Industrial
Wastes, 1959, 31:549-556.

83.-Mackenzie, L. Davis; David A. Corwell, "Introduction to environmental engineering"”, 2nd
ed., McGraw-Hill, New York, 1994,

84.-Madse, BEugene L., "Bioremediation of Environmental pollutants”, Comell Engineering,
Summer, 1992, 26(4):7-11.

85.-Mandelbaum, R.T.; (et al), "Biodegradation of the herbicide Atrazine by Pseudomonas
sp.ADP", 94th ASM General Meeting, Q-86, p 401.

86.-Martin, Alexander; "Introduccién a la nicrobiologia del suelo”, AGT, Editor, 1980,

87.-Merlin, F.X.; (et al), "Elaboration of an experimental method to assess biodegradation agents:

Bioremediation trials on oil-polluted bacin”, Envoroment Canada, Ottawa, 15e Colloque



Bibliogratia

technique du programme de lutte conties les deversements d'hydrocarbures en mer et dans
"artique (AMOP), 1992, p723-738.

88.-Metry, Amir," Handbook of hazardous wate management ", Pergamén Press, New York, 1984

89.-Molina, Ldpez Manuel, "Biorremediacion de suclos”, Tecnologia ambiental, 1994, 1(1):5-8.

90.-Monticello,D.).; Finnerty, W.R., "Micrabial Desulfurization of Fosil Fuels"; Ann. Rev.

91.-Morgan, P. S.; (et al ), "Comparison of abilities of white vot fungi to mineralize selected
xenobiotic compounds ". Appl. Microbiol. Biotechnol., 1991, 34:693-696.

92.-Morrison Kudson Corporation, "Plan de muestreo y andlisis", Waste characterization task field
sampling traiming course, Denver Colorado, April, 1993,

93.-Mortison, Robert Thomton; Robert Neilson Boyd, "Quimica Orgdnica”, 2aed., Ad di sm-
Wesley Iberoamericana, Argentina, 1985,

94.-Mougin, Chrystian; (et al), "Biotransformation of the herbicide atrazine by the white rot
fungus Phanerochaete chrysosporium”, Appl. Environ, Microbiol., Feb, 1994, 60(2):705-708.

95.-Muir, D.C.; D.F. Kenny, "Fate and acute toxicity of bromoxinil esters in a an experimental
prairie wetland ", Environmental Toxicology Chemistry, 1991, 10:395-406.

96.-Mulbry, W.W.; Karns J.J., "Bioremediation of conlaminated sites to protect water quahity”
U.S. Department of agriculture/agricultural research service. Beltsville, Maryland. Fedrip-
database,-National Technical Information- Service (NTIS), 1994,

97.-Miiller-Hurting, R.; (et al), "Biosurfactants for environmental control”, en:Kosarik, Nainy;
"Biosurfactanst. Production Properties Applications”, Marcel Dekker, Inc., New York, 1993,

98.-Nadeau, Lloyd 1. (et ab), "Aerobic degradation of [,1,1-trichloro-2,2-bis(4-
chiorophenol)ethane (DDT) by Alcaligenes cutrophus AS", Appl. Environ. Microbiol., Jan,
1994, 60(1):51-55.

99.-Nastasa, V.; (et al), "The presence of detergents in surface water sources and their health and
ecological imphications", Rev. Med. Chir. Soc. Med. Nat-lasi., 1993, 97(1):481-484.

100.-Nelson, Christopher H. A natural cleanup®,Civil Engineering, March, 1993, p 57-59,

101.-Nelson, J.E.; (et al), "The biodegradability of alkilbenzen sulfonates”, Development in
Industrial Microbiology, 1960, 2:92-101,

102.-Nichols, A.B., "Bioremediation: Potentials and pitfalls", Water Environ. Technol., 1992,
4(2):52-6.

103, -Norma Oficial Mexicana NOM-CRP-004/93; Secretarfa de Desarrolio Social.

104.-Norma Oficial Mexicana NOM-087-FCOL.-94, Secretaria de Desarrollo Social,

229



BilNiografia

105.-NSWMA,; Special Report: Medical waste management, National Solid Waste Management
Association, USA, 1990,

106.-Olson, B.H., "Tracking and using genes in the environment”, Environ. Sci. Technol., 1991,

107.-O'Reilly, K.T.; R.L. Crawford, "Degradation of pentachlorophenol by polyurethane
inmmobilized Hawbacterium cells”, Appl. Environ, Microbiol., 1989, 55:2113-2118,

108. -Orpanizacién Panamericana de la Salud, "Criterios de salud ambiental 2: Difenilos, trifenilos
policlorados”, Servicio de publicaciones y documentacion de la OPS/OMS, México, 1979.

109.-Paasivirta, Jaakko, "Chemical ecotoxicology", Lewis Publishers, New York, 1991.

110.-Paul , E.A.; E.E. Clark | "Soil Microbiology and biochemistry”, Academic Press, Inc., San
Diego, 1989, 273 pp.

[ 11.-Pelczar, Michael J. Jr.; (et al), "Microbiology. Concepts and aplications ", McGraw-Hill,
1993, New York, 896 pp.

112.-Pignatelto, J.J., "Microbial degradation of 1,2-dibromoethane in shallow aquifer materials”,
J. Environ. Qual., 1987, 16:307-312

113.-Ponce, Abad Rocio, "Evaluacidn de procesos térmicos para el tratamiento de residuos
peligrosos”, Tesis, Facultad de Quiinica UNAM., 1993

114.-Preussman, R.; M. Wiessler, "The enigma of the orgau-specificity of - carcinogenic
nitrosaminas", TIPS, May, 1987, 8:185-189,

115.-Racke, Kenneth I).; Joel R. Coats, "Enhanced biodegradation of pesticides in the
environment", Americat Chenncal Society, Washington D.C., 1990,

116.-Reed, D.T.; (et ab). "Environmental restoration and separation science”; en: D.T. Reed &
LR. Tasker, "Environmental Remediation. Removing organic and metal ion pollutans”, ACS
Sympostuin Series 509, American Chemical Society, 1992.

117.-Reineke. Waller; "Microbial Degradation of Haloaromatics”; Ann. Rev. Microbiol., 1988,
42:263-287.

118.-Rhee, Jull, "Long-term study of the anaerobic dechlorination of Aroclor 1254 with and
without biphenyl enrichment”, Environm. Science. Technol., 1993, April, 27(4):714-719.

£19.-Rheinheimer, Gerhard, "Microbiologfa de las aguas”, Acribia, Espafa, 1987.

120.-Rittmann, Bruce; Jaqueline MacDonald, "Improving the image of bioremediation”, Water
Quality Interational, 1993, (4):27-29.

121.-Rodriguez, A.; (et al), "Effect of Penicillium chrysogenum on lignin transfer”, Appl, Environ,
Microbiol., Aug, 1994, 6()(8):2971-2976.

230



Bibliogratia

122.-Ross, D., "Use of molecular techniques to assess microbial adaptations to environmental
disturbances ¢ Fedrip Database, National Technical Information Service (NTIS), 1992,

123.-Ruiz, Morales; Mauricio Alonso, "El desarrollo de los jabones y detergentes en México",
Tesis, Facultad de Quimica UNAM., 1992,

124.-Sanchez, Julio C., "Historia antigua®, Editorial Cultural, La Habana, Cuba, 1953

125.-Sariastani, F. Sima, "Microbial Cytochromes P-450 and Xenobiotic Metabolism®. Adv. Appl.
Microbiol., 1991, 36:133-178.

126.-Schepart, B.S.; (et al), "Laboratory evaluation of biodegradation of crude oil contaminated
tundra soil", Environment Canada, Ottawa, 15¢ Colloque technique du programme de lutte
contres les deversements d'hydrocarbures en mer et dans "artique (AMOP), 1992, p689-714,

127.-Schlegel, Robert L., "Microbiologia General", Omega, Barcelona, 1975.

128.-Skeen,R.S.: (et al), “In sitn bioremediation of Handford groundwater '

Announcements-&-Index-(GRA&I),-Issue-21, 1992.

129.-Skeen,R.S.; (et al), “"Kinetics of in situ bioremediation of Hanford groundwater”, Govt-

", Govt-Reports-

Reperts- Announcements-&-Index, Issue-09, Department of Energy, Washington, DC, 1993,

{30.-Smith, R.L, "Microbial transformation of Dissolved organic carbon in aquatic environments®,
Fedrip-Database, National Technical Information Service (NTIS), 1992

131.-Sorkhoh, N.: (et al), "Self cleaning of the Gulf", Natwre, 1992, 359(6391):109

{32.-Shatnon, Michael J. R, Ronald Unterman, "Evaluating Bioremediation”, Ann. Rev.
Microbil., 1993, 47:715-38.

133.- Speitel, G.E. Jr.; Alley E.R.,"Bioremediation of unsaturated soils with chlorinated solvents”,
J. Hazardous Mater., 1991, 28(1-2):81-90 ‘
134.-Stotzky,G., (et al), "Selected methods for the detection and assessment of ecological effects

resulting from the release of genetically engineered microorganisms (o the terrestrial
environment”: Adv. Appl. Microbiol., 1993, 38:1-97.
135.-Stryer, Lubert., "Bioquimica”, 3a ed.,(T1), Reverté, Barcelona, 1990.
136.-Sutherland, John B.: (et al), "Metabolism of Phenanthrene by Phanerochaete chrysosporium”,
137.-Tiedje, James M; Todd O. Stevens, “The ecology of anaerobic dechlorinated consortium", en
Omenn, Gilbert S., "Environmental Biotechnology", Plenum Press, New York, 1988, p 3-14,
138.-Timmis, K.N.: (et al), "Prospects for laboratory engineering of bacteria to degradate pollutans
en;Omenn, Gilbert S.," Environmental Biotechnology". Plenum Press, New York, 1988, p 61-79.

139.-Tortora, J. Gerard; (et al), "Microbiology, an Introduction ", 4a ed., The Benjamin

Cummtings Publishing Company Inc., California, 1992, 810 pp

231



Bibliogratia

140.-Thakur, M. S:, (et al), "An environmental assessinent of biotechnological processes”, Adv,
App. Microbiol., 1991, 36:67-80

141 .-The Pharmaceutical Codex, 11a ed., The Pharmaceutical Press., London, 1979, p 436.

142.-Thomas, D.; Georgiou G., "Bioremediation of biphenol by suspended and immobilized
cultures ol the white rot fungus Phanerochaete chrysosporium®, 1. Hazardous Mater., 1991,
28(1-2):194-195.

143.-Tiedje, J.M.; (et al), "Discovery and development of anaerobes tor remediation ", EPA.
Annual Risk Reduction Engineering Agency Cincinati (USA), 1993, p 84-88.

144.-Topp, Edward; (et al), "Bidegradation of the herbicide Bromoxynil (3,5-dibromo-4-
hidroxybenzonitrile) by purified  pentachlorophenol  hydroxylase and  whole cells of
Flavobacterium sp. straint ATCC 39723 accompanied by cyanogenesis”, Appl. Environ,
Microbiol., Feb, 1992, 58(2):502-506.

145,-Tursman, J.I.; Cork D.J., "Subsurface contaminant bioremediation engineering”, Crit. Rev.
Environ. Control., 1992, 22(1-2):1-26.

146.-Vargas, Huerta Gerardo Nog¢, "Eliminacion de detergentes en aguas residuales”, Tesis
Facultad de Quimica UNAM., 1990

147.-Visscher, Pieter T.; Barrie F. Taylor, "A new mechanism for the aerobic catabolism of
dimethyl sulfide”, Appl. Environ. Microbicl., Nov ,1993, 59(11):3784-3789.

148.-Warhurst, A. Michael; (et al), "Metabolism of styrene by Rhodococcus rhodochrous NCIMB
13259, Appl. Environ. Microbiol., Apr, 1994, 60(4): 1137-1145.

149.-Wear, J.E., "Environmental diagnostic analysis of ground water ~bacteria and their
involvement in utilization of aromatic compounds”, Department of Energy, Washington, DC.,
Govt. Reports-Announcement-&-Index (GRA&I), Issue-17, 1993,

150.-Wistreich, George A.; Max D. Lechmant, "Microbiology”, 3a ed., Macmillan Publishing
Co., Inc., New York , 1990.

151.-Xun, L; C.S. Orser, "Biodegradation of triclorophenol by cell-free extracts of a
pentaclorophenol-degrading Flavobacterium sp. " Biochem. Biophys. Ress. Commun., 1991,
174:43-48

152.- Young, L., "Reductive dechlorination of polychlorinated biphenyls i anaerobic sediments”,
Environmenta 8. T., 1993, 27(3):530-538.

153.-Directive %/220/EEC on the deliberate release into the environment of genetically modified
organism; as amended by Directive. 94/15/EEC., Interpharm Press, Inc., Buffalo Grove,
USA, 1994,

154.-Brewer, Richard, "Ecology”, 2nd ed., International Edition, Philadelphia, 1994

232



	Portada 
	Índice 
	I. Introducción 
	II. Generalidades 
	III. La Contaminación del Medio Ambiente y el Papel de los Microorganismos 
	IV. Procesos de Biodegradación y Microorganismos Involucrados 
	V. La Ingeniería Genética y la Biorremediación 
	Conclusión 
	Glosario 
	Bibliografía 



