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RESUMEN

Los bifenilos policlorinados (PCB’s), son compuestos quimicos organicos sintéticos, contaminantes persis-
tentes. Se¢ caracterizan, por tener una apariencia de aceite pesado, alto punto de ebullicién, gran estabilidad
quimica,alto punto de ignicién, conductividad eléctrica baja, y baja solubilidad en el agua, son usados como
plastificadores, lubricantes y aditivos de fluidos de corte. Pueden causar lesiones superficiales y crénicas en
la piel ya que su baja solubilidad en el agua, permite su acumulacidn en tejidos grasos. Recientes investigacio-
nes han demostrado que los PCB’s pueden ser degradados en ¢l ambiente por actividad bacteriana. En este
trabajo se usaron gremios de bacterias asociadas a suelos contaminados con PCB’s. Se aislaron y caracteri-
zaron 4 grupos de bacterias, las cuales se ubicaron en grupos funcionales con la capacidad de soportar niveles
altos de salinidad 1, 5, 10 y 50 partes por mil de NaCl, ademas de presentar capacidad para degradar PCB's
por liberacién de iones cloruros en el agua. La cinética de crecimiento del grupo funcional P1 fue estudiada
durante 30 dias en un set de concentraciones de PCB’s que oscilaba entre 10, 15 y 30 ppm. Los resultados
obtenidos sefialan que las bacterias son capaces de degradar las moleculas de PCB’s lo cual fue reportado
como un aumento de los iones cloruro en solicién acuosa. De estos resultados se puede deducir que para
concentraciones de 15 ppm de PCB’s en la solucién acuosa, se observa la mayor cinética de crecimiento, asi
como la mayor concentracién de iones cloruro en el medio acuoso.

ABSTRACT

Polichlorinated biphenyls (PCB’s), are synthetic organic chemicals, wich are persistent polluctants.They
have the following characteristics: a heavy oil appearance, high boiling point,high chemical stability, high
flash point, low electrical conductivity, and low water solubility, were also used as plasticizers and additives
in lubricating and cuttin fluids. PCB’s also cause chronic skin lesions,and their low water solubility increase
your accumulation in lipid tissues. Recent research has show that PCB{ s do biodegrade in the environment.
In this work were use of bacterial pools associated to PCB’s contaminated soils. Isolated bacteria were
characterized and grouped in functional groups with the posibility to undergoing high levets of salinity 1, 3,
10 and 50 parts per mile of NaCl, capable to degrade PCB’s by liberation of clorure ions into the water. The
kinetic of growth of the P1 functional group of bacteria was studied during 30 days in a set of PCB’s
concentrations between 10, 15 and 30 ppm. Results shows that bacteria are capable to degrade PCB's
structure, which was reported as the increase of the Cl ions in water solution. These results permit shown
that to concentration of PCB’s of 15 ppm in the acquous solution, is showing the maximal concentration of Cl
ions in the water and also the bacterial population in this time shows the higher growing.
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INTRODUCCION

Los bifenilos policlorinados (PCB’s), son una
amplia familia de compuestos quimicos organicos
muy toxicos y extremadamente persistentes debido
a su gran resistencia a la degradaciéon , estas ca-
racteristicas los ubican dentro de la categoria de

residuos toxicos peligrosos, por lo que se hace ne-
cesaria su extraccion o elimimacién cuando son de-
rramados o esparcidos en el ambiente,. Estos
compuestos, se producen sintéticamente de la union
de uno o mas atomos de cloro a una molecula de
bifenilo, poseen una formula quimica de C H.CI,,
siendo los mas usados aquellos que contienen en-
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tre un 40 y 55 % de Cloro, son liquidos pesados,
de una consistencia oleaginosa, con un alto grado
de estabilidad quimica, baja solubilidad en agua,
baja presion de vapor y alta capacidad térmica.
Estas caracteristicas los hicieron comercialmente
atractivos para ser usados como fluidos dieléctricos
en transformadores de la industria eléctrica. Los
PCB’s fueron usados ademas como plastificadores
y aditivos en lubricantes y aceites de corte. Es
conocida la accion letal de los PCB’s en los orga-
nismos vivos, son causantes de enfermedades cro-
nicas, desorden gastrico y lesiones en la piel en
humanos y animales de laboratorio. Ademas su
baja solubilidad en el agua permite que se acumu-
len en tejidos grasos , lo que los hace probables
fuentes cancerigenas en humanos. A partir de los
afios 70, se han creado a nivel mundial legislacio-
nes federales con el objeto de eliminar la distribu-
cidén comercial de los PCB’s (PCB’s.ECO-PRSSQ.
1988).

En Venezuela la Ley Penal del ambiente obliga
a su eliminacién a través de un adecuado manejo,
disposicién y eliminacién, siendo la forma mas co-
mun de eliminacién la incineracion. Es conocido el
hecho de que existen organismos que son capaces
de modificar, degradar o mineralizar este tipo de
compuestos. Asi, se puede decir que la participa-
cién de los microorganismos en la degradacion es
factible y que ocurre debido a la produccion de
enzimas que incrementan la tasa de ciertas reaccio-
nes quimicas, modificando estos compuestos quimi-
cos a estructuras complejas simples que pueden ser
utilizadas como sub-unidades estructurales de la cé-
Jula bacteriana o bien como generadoras de energia
para otras reacciones (Linden D. and Z. Sun.1998,
Chan y Col., 1998). Estos investigadores encontra-
ron que un grupo de bacterias del género
Pseudomonas sp., son capaces de iniciar la degra-
dacion de estos compuestos por adicion de oxigeno
molecular al anillo bencénico, sefialando ademas
que la persistencia de los PCB’s en el ambiente
incrementa con la cantidad de ién cloruro presente
en la molécula. Asi, los mono-, di- y tri bifenilos
clorinados se degradan relativamente rapido. Los
tetraclorinados lentamente y los altamente clori-
nados, son resistentes a la biodegradacion.

En este trabajo se realizaran ensayos con una
mezcla de PCB’s usados en la industria eléctrica

con el objeto de buscar posibles vias de biodegra-
dacion de los PCB’s, mediante el uso de gremios
de bacterias capaces de tolerar altas concentracio-
nes de PCB’s, asi como de romper los enlaces
clorados de los bifenilos con la posterior degradacion
de éstos como una manera de eliminar asi el efecto
toxico de estas sustancias quimicas, permitiendo un
facil manejo y disposicion sin alteraciones ambientales.

MATERIALESYMETODOS

Muestras de una mezcla de PCB’s con 300
ppm de concentracion, provenientes de transforma-
dores eléctricos fueron incubadas en un medio nu-
tritivo por un periodo de siete dias con el objeto de
recuperar bacterias asociadas a éstos. Luego de
este lapso de tiempo, se procedié a aislar por ago-
tamiento un promedio de 25 unidades formadoras
de colonias (u.fc.), a las cuales se les hizo un
conjunto de 12 pruebas bioquimicas con el objeto
de caracterizarlas y agruparlas funcionalmente, to-
mando en cuenta caracteristicas particulares para la
degradacién de compuestos arométicos recalcitran-
tes, como es el caso de los PCB’s, ademas de
observar la posibilidad de cada uno de los grupos
funcionales obtenidos para producir compuestos
tenso-activos, dentro de estas podemos sefialar las
siguientes: beta-hemolisis, actividad ureasica,
lipolitica, oxida- sa, etc. (Chan y Col., 1998; Bas-
tardo y Col., 1993).

Con los resultados obtenidos, se procedié me-
diante una prueba estadistica de agrupamiento a se-
parar los grupos funcionales presentes en la
muestra. Se realizaron ensayos con el objeto de
observar la cinética de crecimiento para cada uno
de los cuatro grupos funcionales obtenidos. Simulta-
neamente se analizaron los cambios de algunos
pardmetros fisico-quimicos (pH, Conductividad, Ten-
sién Superficial y liberacién de cloruros en el medio
acuoso) durante la degradacion de PCB’s utilizando
los diferentes grupos funcionales de bacterias aisla-
dos. Se estudiaron ademas los niveles de tolerancia
a diferentes concentraciones de Cloruro de sodio
0.1, 0.5, 1 y 5 % de NaCl). Como una forma de
observar la capacidad degradativa de PCB’s por ac-
tividad bacteriana, se determind la cinética de creci-
miento del grupo funcional P1 sometido a diferentes
concentraciones de PCB’s (10, 15 y 30 ppm).
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ESQUEMA METODOLOGICO

Comunidades Bacterianas provenientes de Suelos
Contaminados

/

Ensayos en Condiciones Naturales

\

Ensayos en Condiciones de Laboratorio

Cultivos Batch y con Agitacion

\ Caracterizacion Bioquimica y Analisis /

Fisico -quimicos

'

Caracterizacion de Grupos
Funcionales Bacterianos

Estructura Funcional de la Comunidad /

\ Bio« »gradacion de PCBs por Ia

Csmunidad Bacteriana

Cinética de Crecimiento Bacteriano

RESULTADOS Y DISCUSION

Tomando en cuenta la capacidad que poseen las
bacterias para degradar hidrocarburos poliaroma-ticos
(PAH), se realizaron experimentos con el objeto de
aislar unidades formadoras de colonias (u.f.c.) asocia-
das a una mezcla de PCB’s proveniente de
condensadores eléctricos. La concentracion de PCB’s
en esta mezcla fué de 300 ppm, se aislaron al azar
un total de 25 u.fc. a las cuales se les realizaron 12
diferentes pruebas bioquimicas. Los resultados obteni-
dos dieron una vision integral de la capacidad

enzimatica de estas bacterias para degradar estructu-
ras organicas especificas lo cual a su vez permitid
establecer una relacion directa entre la actividad fi-
sioldgica de éstas y la estructura quimica de los
complejos orgénicos sometidos a estudio.

Luego de analizados los resultados obtenidos se
procedié a establecer la relacion entre cada una
de las unidades formadoras de colonias con cada
tipo de sustrato, asi como su capacidad para tolerar
concentraciones extremas de salinidad y la activi-
dad hemolitica, prueba indicadora de su capacidad
de producir metabolitos tensoactivos

Tabla 1. Grupos funcionales aislados de suelos impregnados con PCB’s analizados.

GF. Gitrato Acetato Urea Hidfilicas |Actlipdiitica
1 + + + +
2 + - + +
3 - - . +
4 + + - +
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Figura 1 Cinética de Crecimiento de Diferentes Grupos Fun-

cionales de Bacterias durante la Degradacion de PCBs.
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Figura 3. Cambios en la Conductividad del Agua durante
la Biodegradacion de PCBs.
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Figura 5. Cinética de Crecimiento Bacteriano bajo diferen-
tes concentraciones de NaCl.
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Figura 4. Cambios en la Tensién Superficial durante la
Biodegradacion de PCBs.
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Figura 6. Cambios en la concentracion de Cl- durante la
biodegradacion de PCBs.
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Estos resultados permitieron establecer una rela-
cion entre las diferentes unidades formadoras de
colonias, tomando en cuenta su similitud de activi-
dad enzimatica frente a los diferentes substratos
analizados. De aqui se procedié por medio de ma-
nejos estadisticos de agrupamiento a establecer una
relacion entre cada una de las u.f.c. y su compor-
tamiento fisiologico, en este sentido, se puede sefia-
lar que los analisis estadisticos de agrupamiento,
permitieron encontrar cuatro grupos funcionales de
bacterias con caracteristicas bioquimicas particula-
res para cada grupo ( Tabla 1)

Los resultados presentados en la Tabla 1 , se-
flalan los 4 grupos funcionales o gremios de bacte-
rias aisladas provenientes de los suelos
contaminados con PCB’s, lo cual, de acuerdo a la
capacidad enzimatica para degradar sustratos
caricteristicos, sugiere que estos grupos de bacte-
rias pueden ser usadas como organismos
degradadores de PCB’s, tomando en cuenta ade-
mas que su presencia en estos suelos los ha
hecho resistentes a diferentes concentraciones de
PCB’s. Este hecho conduce a sefialar que las
bacterias en un momento dado pueden utilizar
como recurso energético estos compuestos organi-
cos. Tomando en cuenta esta premisa, se procedid
a determinar la cinética de crecimiento de los dife-
rentes grupos funcionales identificados, con el obje-
to de observar cualde estos presentaba el mayor
crecimiento y por ende mayor habilidad para
utilizar como fuente de energia la mezcla de
PCB’s. En la figura 1 se puede observar la
cinética de crecimiento de los cuatro grupos fun-
cionales seleccionados. De acuerdo al incremento
poblacional de los diferentes grupos funcionales, se
puede sefalar que durante los primeros diez dias
de exposicion no se observan diferencias significati-
vas en la dindamica de crecimiento, sin embargo a
partir de alli, se pueden separar dos grupos: (P1 y
P4) incrementan su crecimiento en comparacion
con (P2 y P3) quienes observan la tendencia a
estabilizarse con un leve incremento hacia los 30
dias de ensayo. De los 4 grupos funcionales Pl y
P4 mantienen su crecimiento exponencial, obser-
vandose un ligero incremento hacia finales del ex-
perimento por parte del gremio P1, lo que indica
que es el grupo funcional con mayor potencialidad
de crecimiento bajo las condiciones estudiadas.

Ademds de observar el crecimiento bacteriano,
se procedid a determinar los cambios de algunos
parametros fisico-quimicos que ocurrian en la solu-
cion acuosa (pH, Conductividad, Sélidos disueltos
totales, Tensién Superficial y liberacién de cloruros
en el medio acuoso) durante la degradacion de
PCB’s.

En la Figura 2 se pueden observar los cambios
en el pH de la solucion durante los ensayos, alli
encontramos que el pH para los 4 grupos funcio-
nales no presenta cambios significativos a excep-
ciéon del grupo P2, el cual hasta los 20 dias de
exposicion presenta los valores més bajos de pH,
sin embargo a finales del experimento alcanza el
maximo valor. El maximo incremento de este
parametro se observo para el décimo dia y corres-
pondi6 al grupo funcional P1. Estos resultados nos
llevan a sugerir que los valores de pH no son signi-
ficativos durante el evento que estd ocurriendo en
el medio acuoso, esto tiene que ver con el tipo de
metabolito que se esta produciendo por parte de la
actividad bacteriana.

En la Figura 3 se puede observar la cinética de
cambios en la conductividad del agua en el medio
acuoso durante los 30 dias de ensayo éstos son un
indicador del proceso de mineralizacién de los com-
puestos orgénicos presentes en el medio. Aqui en-
contramos, que la cinética de comportamiento de
los grupos funcionales es muy similar hasta los 20
dias de exposicion, de alli en adelante los grupos
funcionales P3 y P4 tienden a incrementar notable-
mente la conductividad del agua en comparacién
con Jos otros dos grupos de bacterias. Este resulta-
do parece sefalar que no existen cambios en la
liberaciéon de electrolitos que incrementen la con-
ductividad del agua, sin embargo, pareciera que
existen diferencias en el comportamiento de los di-
ferentes grupos funcionales en particular.

Los cambios en la Tension Superficial son
indicadores de la capacidad tensoactiva de ciertos
metabolitos liberados por las bacterias, esta carac-
teristica hace que estos organismos puedan ser po-
tencialmente utilizables para  ser usados en
remocion de crudos en fosas de desecho o bien
para emulsionar aceites permitiendo su desimpre-
gnacién en suclos afectados por derrames de acei-
tes de diferente origen. En la grafica 4 se observa
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la cinética de cambios en la tension superficial du-
rante la biodegradacion de PCB’s, encontrando
que sélo los grupos P1 y P2 son capaces de dismi-
nuir la tensién superficial del medio acuoso a los 10
dias de exposicién en mayor proporciéon que los
otros dos gremios bacterianos restantes. Sin embar-
go, al final del ensayo los valores obtenidos para la
tensién superficial del medio acuoso, en todos los
casos estudiados es muy similar.

La tolerancia a diferentes concentraciones de
NaCl se hace necesaria para conocer la capacidad
que poseen ciertos grupos de bacterias para degra-
dar compuestos orgénicos recalcitrantes del tipo
PAH (Hidrocarburos Poliaromaticos), en este senti-
do, se determiné la cinética de crecimiento de los
cuatro grupos funcionales estudiados bajo cuatro di-
ferentes concentraciones de NaCl (1, 5, 10 y 50
partes por mil). Los resultados se reportan en la
Figura 5, alli se puede observar que durante los 30
dias de exposicién no hay cambios significativos
para los cuatro grupos funcionales estudiados, esto
sugiere que la capacidad de tolerancia a diferentes
concentraciones de salmuera es muy amplia en to-
dos los casos estudiados lo cual permite inferir que
estos grupos de bacterias parecen estar adaptados
a soportar concentraciones de NaCl dentro de un
amplio rango, lo cual es muy posible se deba a la
liberacién de iones Cl durante la biodegradacién de
los PCB’s.

Es conocido que uno de los pasos iniciales para
la biodegradaciéon de compuestos organicos poli-
clorinados es la ruptura de los enlaces clorados,
esta respuesta se puede medir tomando en cuenta
la concentracion de iones cloruro disueltos en el
medio acuoso.

En la Figura 6 se observan los cambios en la
concentracion de cloruro disuelto en el medio acuo-
so durante la degradacién de PCB’s por cada uno
de los grupos funcionales estudiados. Alli encontra-
mos que los grupos funcionales P2 y P4 practica-
mente no tienen actividad mineralizadora de cloro,
mientras que el gremio P1 es el que presenta una
mayor eficiencia en este evento, reportando un in-
cremento sostenido hasta los 30 dias de duracion
del experimento, donde alcanza un valor de 18.8
ppm de i6n cloro disuelto en el medio acuoso. El

_grupo Funcional P3 tambien tiene un comportamiento

similar, pero maés lento, logrando obtener solo una
concentracion de 162 ppm al final del experimento.

Tomando en cuenta que, de los cuatro grupos
bacterianos asociados al PCB’s, el gremio Pl es
aquel que posee la mayor capacidad de liberacion
de iones cloro en el medio , se realizd un experi-
mento con el objeto de conocer la cinética de cre-
cimiento del grupo funcional P1 crecido frente a
diferentes concentraciones de PCB’s (10 ppm, 15
ppm y 30 ppm). En la grafica 7 se observa la
cinética de crecimiento del pool P1, asi como Ia
liberacion de iones CI, alli encontramos que el ma-
yor crecimiento fue observado cuando el grupo fun-
cicnal fue cultivado a una concentracién de 10 ppm
a partir de los diez dias de exposicion, mientras que
la menor cinética de crecimiento se registré para la
mayor concentracién de PCB’s. Este resultado co-
incide con la liberacién de iones cloruro al medio,
donde se alcanza un total de 20.3 ppm a los 30
dias de ensayo para el grupo funcional cultivado en
15 ppm de PCB'’s. Estos resultados indican que el
grupo funcional P1 asociado a suelos contaminados
con PCB’s, es capaz de tolerar diferentes concen-
traciones de PCB’s, sin embargo cuando se usaron
concentraciones en un rango de 10-30 ppm de este
producto, su 6ptimo crecimiento, al igual que la ac-
tividad biodegradadora del quimico es Optima a una
concentracién de 15 ppm., mientras que la menor
capacidad para biodegradar es observada a concen-
traciones de 30 ppm de PCB'’s, estos cambios de
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Figura 7. Cinética de crecimiento bacteriano y liberacién de 16n
cloruro durante la degradacion de diferentes concentraciones de PCBs.
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concentracion parecieran ejercer cierta presion sobre
las bacterias inhibiendo sensiblemente su actividad
como biodegradadoras de bifenilos policlorinados.

Luego de observar el comportamiento de estos gru-
pos funcionales asociados a suelos contaminados con
bifenilos, asi como los cambios fisico-quimicos producidos
al someter a degradacion una mezcla de PCB's, se reali-
zaron ensayos con el objeto de conocer el comportamien-
to de estos gremios sobre determinadas concentraciones
del contaminante. Esto se realizé mediante la observacion
de la cinética limpieza de suelos contaminados con sus-
tancias toxicas recalcitrantes del tipo PCB’s, se hace
necesario conocer las comunidades de microorganismos
presentes en esto suelos, ya que son ellas las que han
ido soportando a través del tiempo las diferentes presio-
nes causadas por la presencia de estos compuestos
quimicos en el suelo, los cuales de una u otra forma
alteran los procesos que en condiciones normales estin
ocurriendo en el suelo, tales como: dindmica de creci-
miento poblacional de la biota del suclo debido a su alta
toxicidad, ciclaje de nutrientes afectando la disponibilidad
de éstos, alteracién de la capacidad de retencion del agua
(CRA) en el suelo, debido a su condicion de compuestos
aceitosos, ademas de restringir el intercambio gaseoso
disminuyendo la disponibilidad de oxigeno, etc.

Estos efectos, ademds de su conocido nivel de
toxicidad y dafios potenciales que causa a la biota
del suelo, organismos silvestres y al hombre, hacen
necesario un estudio detallado de aquellos micro-
organismos capaces de degradar este tipo de com-
puestos, como una forma de manejarlos de una
forma adecuada y a través de procesos biotec-
noldgicos, se puedan realizar a escala piloto mane-
jos que permitan su eliminacion y el saneamiento
de suelos contaminados con PCB’s. De acuerdo a
los resultados obtenidos, podemos sefialar que los
bifenilos policlorinados debido a sus caracteristicas
estructurales, son compuestos organicos de alta
toxicidad para los organismos vivos, causando da-
fios en los érganos reproductivos, sistemas neurolo-
gicos e inmunes de anilmales y humanos donde
generalmente producen cancer-de la piel. Esto con-
duce a seflalar el gran potencial de riesgo a la
salud y al ambiente que estos compuestos poseen
ademas de su gran resistencia a la biodegradacion.

Tomando en cuenta estas circunstancias, se
hace necesario buscar alternativas que permitan su
degradacidon, mas atin teniendo en cuenta que ellos

son solubles en 4cidos grasos por lo que presentan
la tendencia a acumularse en los organismos a tra-
vés de la cadena alimenticia. La literatura ha repor-
tado niveles de contaminacién por PCB's en tejidos
grasos de algunos animales vertebrados, incluyendo
humanos (Alloway y Ayres, 1993; Jacobson y
Jacobson, 1997; McKinney y Waller, 1994.)

En estudios en glandulas mamarias de delfines,
se han encontrado niveles por encima de 195 ppm.
y mas de 232 ppm. en la leche de focas del artico
(Alloway y Ayres, 1993.). Los resultados obtenidos,
sugieren que el principal efécto estrogénico de los
PCB’s puede ser debido a los metabolitos hidroxi-
lados similares a los estrégenos, los cuales son pro-
ducidos cuando el organismo pretende romperlos,
adicionando moléculas de PCB’s.

Estas particularidades de los bifenilos, asi como
otros compuestos clorinados del tipo de las dioxinas
hace necesario la toma de medidas en el sentido
de buscar compuestos organicos o sinteticos que
puedan suplir el uso de estos productos como una
forma de mitigar el dafio ambiental y de salud que
causan los bifenilos policlorinados.

CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en el pre-
sente trabajo, se puede concluir que:

* El gremio bacteriano P1 fue el grupo funcio-
nal que presenté mayor capacidad para degradar
PCB's.

* Existe una cerrada correlacién entre la dis-
minucion de unidades de pH y el incremento de la
conductividad del agua debido a la liberacién de
iones cloruro por actividad biodegradadora
bacteriana.

* Los grupos funcionales de bacterias prove-
nientes de suelos contaminados con PCB’s son una
alternativa muy efectiva para degradar compuestos
organicos clorinados, disminuyendo el tiempo y cos-
to de su obtencién y manejo en comparacioén con la
utilizacion de cepas aldctonas.

* La utilizacién de grupos funcionales bacte-
rianos asociados a suelos contaminados con PCB’s
es la mejor via para obtener microorganismos efi-
cientes en biorremedacion de suelos contaminados.
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