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Resumen

En el presente estudio se aislé una bacteria capaz de utilizar fenantreno como fuente de
carbono. Se determind el efecto de diferentes concentraciones de nitrégeno y fésforo como fuen-
tes de nutrientes. Se utiliz6 espectroscopia infrarroja para determinar la biodegradacién y el di-
sefo factorial 2 para determinar el efecto del fosforo y el nitrégeno en el desarrollo del microor-
ganismo. Se aisl6 a Bacillus sp y se encontré que el 98,72% de las variaciones observadas enla
densidad bacteriana era debida a cambios en las concentraciones de fosforo y nitrogeno o a la
interaccién de ambos nutrientes. Los espectros infrarrojos muestran la aparicién de bandas
que corresponden a los metabolitos formados durante el catabolismo del fenantreno, asi como
también la desaparicion de bandas caracteristicas del grupo aromatico.
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Growth on different concentrations of pho?iphorus
and nitrogen of a pure culture of bacteria biodegradator
of phenantrene

Abstract

In this study a strain able to use phenanthrene as carbon source was isolated. The effect of
different concentrations of nitrogen and phosphorous as nutrient source was determined.
Infrared spectroscopy was used in order to follow the biodegradation, and a 2¥ factorial design
was employed in order to determine the effect of phosphorous and nitrogen on the development
of the microorganism. A Bacillus sp. was isolated, and it was observed that the 98.72% of the
variations in its density was due to changes in the concentrations of phosphorous and nitrogen
or by the interaction of both nutrients. The infrared spectra show the rising of bands that corre-
spond to the metabolites forned during the catabolism of the phenanthrene, and also the dis-
appearing of bands characteristic of the aromatic group.
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Introduccioén

Elfenantrenc (C,,H,,), es un hidrocar-
turo aromatico policiclico con tres anillos
fusionados, el cual se encuentra amplia-
raente distribuido en el ambicnte. Su pre-
sencia en el medio esta relacionada con los
procesos piroliticos. Se encuentra como
contaminante menor en efluentes de aguas
residuales, gasificacion del carbdn, proce-
£0s de licuefaccion, en el alquitran de hullay
¢l petrdleo (1-3). Este hidrocarburo es utili-
zado como sustrato modele en estudios de
biodegradacion ambiental de hidrocarburos
poliaromaticos, ya que forma parte de com-
Jpuestos policondensados que son nocivos y
gue representan un peligro inminente para
los seres vivos (4-9),

Los compuestos poliaromaticos como
2l fenantreno, pueden ser utilizados como
fuente de carbono y energia por diversos
grupos bacterianos. El proceso biodegrada-
cion de los hidrocarburos es afectado por los
niveles de nutrientes tales como nitrégeno y
fosforo, los cuales en algunos casos pueden
actuar como limitantes en el medio de culti-
vo (10-14).

Diferentes investigadores han sefnala-
do que el aporte de nutrientes estimula la
tasa de transformacion de los compuestos
organicos por los microorganismos (13, 15,
16); no obstante, concluyen que no existe
una relacion entre los nutrientes que pueda
ser utilizada universalmente para todos los
ambientes, sino que ésta varia de acuerdo a
las caracteristicas ambientales (13) vy a los
metabolismos involucrados.

Una herramienta particularmente ntil
para evaluar el efecto conjunto de varios fac-
tores sobre una respuesta, son los disefios
factoriales {17). En este trabajo se utilizd
esta herramienta para evaluar el efecto de
diferentes concentraciones de fosforo y ni-
trogeno sobre el crecimiento de una cepa
bacteriana que tenia la capacidad de utilizar
fenantrenc como fuente de carbono.

Los disefios factoriales son amplia-
mente utilizados en experimentos en los que
intervienen varios factores para estudiar el
efecto conjunto de éstos sobre una respues-
ta. El diseiio 2¥ es particularmente 1til en
las primeras fases del trabajo experimental.
conlleva un menor namere de corridas con
las cuales pueden estudiarse k factores en
un diseno factorial completo. Debido a que
s6lo hay 2 niveles de cada factor, debe supo-
nerse que la respuesta es aproximadamente
lineal en el intervalo de los niveles elegidos
de los factores (17).

Materiales y Métodos

Anilisis microbiolégico

Descripcién del drea de estudio y
toma de la muestra: Las muestras de suelo
fueron tomadas cn la Impuisora 2 de MARA-
VEN, ubicada en el Corredor A, Patio Tan-
que “La Salina”, de la ciudad de Cabimas,
capital del Municipio Bolivar en el Estado
Zulia.

El suelo habia sido contaminado acci-
dentalmente con crudo liviano y crudo me-
diano-pesaco procedente del Lago de Mara-
caibo.

Las muestras se colectaron en la super-
ficie del suelo y a cinco centimetros de pro-
fundidad aproximadamente. Posteriormente
se colocaron en bolsas plasticas y se trans-
portaron en una cava con hielo, donde fueron
conservadas hasta su procesamiento.

Enriquecimiento de los microorga-
nismos en medio minimo mineral con fe-
nantreno como unica fuente de carbono:
Se tomé 1 g de suelo, y se suspendio en solu-
clon salina estéril. A partir de esta suspen-
sion, se inocularon fiolas con 100 mi de me-
dio minimo mineral con fenantreno al 0,3%
p/v {Caldo Fenantreno, CF). El medio mini-
mo mineral fue preparado de acuerdo a lo
establecido por Aranha y Brown (18) y con-
tiene: 1,0 g NH,Cl: 0,05 g FeCl,;.6H,0; v
0.2 g MgS0,.7H,0 por litro de agua destila-
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da. El fenantreno, previamente se esterilizd tero con bromuro de potasio desecado. Lue-

en una estufa a 80°C por 24 horas (19}, y fue go. la mezcla fue comprimida en un troquel a

disuelto en acetona y adicionado aséptica- una presion de 1500 libras por 90 segundos.

mente al medio mineral estéril (autoclavado

a 15Lb de presién y 121°C por 15 minutos). Disefio experimental

Las fiolas se incubaron en agitacion cons- Para determinar el efecto de diferentes

tante a 25°C hasta observar turbidez. concentraciones de nitrégeno y de fasforo
Aislamiento e identificacién del mi- sobre el crecimiento de la bacteria, se aplicéd

croorganismo: Las bacterias fucron aisla- el diserio factorial 2" el cual tuvo dos facto-

das en agar minimo mineral con fcnantreno res Ay B los cuales correspondieron a las

(AF), cuya composicién quimica es la misma concentraciones de fosforo y nitrégeno res-

que la del CF, pero con 2% p/v dc agar. Se pectivamente.

selecciond una de las colonias bacterianas. El experimento se realizd por duplica-

La bacteria aislada, fue identificada a través do. El promedio del numero de microorga-

de pruebas bioquimicas convencionales, de nismos viables, se determiné por el método

acuerdo a los esquemas propuestos por Ko- de conteo en placas.

neman etal. (20) y 1as pruebas de identifica-

cion del Manual de Bergey's (21). Interaccién de concentraciones al-

tas y bajas de fasforo y nitrogeno

Analisis quimicos Se utilizaron dos concentraciones de

Espectroscopia de infrarrojo: Para fasforo (P) y nitrégeno (N), una alta (+) y otra
determinar la degradacién del fenantreno baja (-), se considerd como concentracion
por la bacteria aislada, se realizé un analisis base para ambos nutrientes, la del medio de
quimnico por espectroscopia de absorcion en cultivo sin modificacién (18).

el infrarrojo. El analisis fue realizado en un
Espectrometro Perkin Elmer, modelo 1725X
con Transformada de Fourier.

El nitrégeno presente en €l medio mi-
neral fue suministrado como NH,Cl vy el fés-
foro fué suministrado como K;HPO,. Para el

Preparacién de las muestras liqui- ensayo, las concentraciones de Ny P en el
das: Para el analisis espectroscopico de las nivel alto fueron de 0,6744 g/L de nitrégeno
muestras liguidas se realizaron extraccio- v 0,4144 g/L de Fésforo. Esta concentracion
nes, en un embudo de separacion, con 2 mL se considerd como el nivel superior, Para el
de hexano a partir de 4 mL del caldo mineral nivel inferior, las concentraciones de Nitro-
con la cepa pura enriguecida con fenantreno geno y fosforofueron de 0,1686 g/Ly 0,1036
(22}. La capa organica fue decantada y cen- g/L respectivamente (nivel bajo). El pH ini-
trifugada a 7500 rpm por 20 minutos en una cial de los medios fue de 7,0.

centrifugadora CENTRA MP4 (International
Equipment Company). Posteriormente, se
tomod una muestra del sobrenadante la cual
fue comprimida entre dos celdas de NaCl del
espectrofotémetro para ser analizada.

Cuantificacion del desarrollo bacte-
riano: Las fiolas con los cuatro tratamicntos
fueron mantenidas en agitacion constante a
69 oscllaciones por minuto a una tempera-
tura de 25°C durante catorce dias. La toma

Preparacién de las muestras sb6lidas: de la muestra se realizd cada dos dias. Para
En una Prensa Carver con una capacidad de la determinacion del incremento en el na-
2400 libras, fueron preparadas las pastillas mero de microorganismos, se aplico la téeni-
para cada compueste organico patrén y ca de recuento en placas. El AF para las pla-
para €l fenantreno. El acido 1-hidroxi-2-naf- cas fue preparado suministrande la fuente
toico, el acido salicilico y el fenantreno, fue- de fosforo y nitrégeno de acuerdo con el tipo
ron triturados individualmente en un mor- de tratamiento evaluado (18).
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Andlisis estadistico

El Analisis de Varianza aplicado al mo-
delo factorial 2k fue empleado para determi-
nar ¢l efecto de los tratamientos sobre ¢l cre-
cimiento bacteriano.

Se empled el programa Design Ease
version 2.08.

Antes de la aplicacion del analisis de
varianza, los datos obtenidos fueron anali-
zados para comprobar si cumplian los su-
puestos como normalidad y homogeneidad
de varianza. Para establecer comparaciones
entre los tratamientos con respecto a un
control dentro de los tratamientos, sc aplicé
el procedimiento de Dunnett {17).

Resultados y Discusion

Anilisis microbiol6gico

El microorganismo aislado fue identifi-
cado como Bactllus sp., bastén gram positi-
vo esporulado capaz de crecer en CF, de me-
tabolismo oxidativo, métil, catalasa positivo
y oxidasa negativo.

Crecimiento de Bacillus sp. en caldo
fenantreno: En la curva de crecimicnto de
Bacillus sp, los valores determinados de la
constante de velocidad de crecimiento {j1)
para el control y el tratamiento NAPA, estan
muy cercanos (1,197 dias™' y 1,183 dias™
respectivamente}, mientras que los valores
de p para les tratamientos NAPB, NBPA y

NBPB, estan ubicados entre 1,157 y 1,303
dias™'" El mayor tiempo de generacién (g),
fue para el tratamiento NAPB (14,381 h), se-
guido luego por el tratamiento NAPA, el con-
trol y los tratamientos NBPB y NBPA (Tabla
1).

El efecto de los diverses tratamientos
con nitrogeno y fosforo sobre el crecimiento
del bacilo aislado, es evidenciado en el acor-
tamiento del tiempo de generacion; por lo
que se considera que el mejor tratamiento
aplicado en este trabajo es el del NBPA,
puesto que con éste hubo un incremento en
la constante de velocidad de crecimiento de la
bacteria, en comparacion con el control y los
tratamientos restantes. El tiempo de genera-
cion obtenido con este tratamiento (12,768
horas) es comparable al tiempo de generacion
senalado por Weissenfels et al. (23) para Pseu-
domonas paucimobilis (12 horas).

Las constantes de velocidades de creci-
miento observadas para el control y los trata-
mientos, en comparacion con las constantes
de velocidades de crecimiento observadas en
los medios de cultivos convencionales, son
menores. Esta diferencia se debe a que el fe-
nanitreno (utilizado como fuente de carbonao)
no es facilmente degradado debido a sus pro-
piedades fisico-quimicas, como por ejemplo
su baja solubilidad en agua, lo cual lo con-
vierte en un compuesto termnodinamicarmen-
te estable (19, 23, 24, 25),

Tabla 1
Constantes de Velocidad de Crecimjento para el Control y los Tratamientos

Constante de

Control y
Tratamientos Velocidad de
. Crecimiento (u dias™)
Control 1,197
NBPB 1,244
NAPB 1,157
NBPA 14303
NAPA 1,183

Tiempo de Generacion

(g. dias) (g, horas)
0,579 13,900
0,557 13:37:1
0,599 14,381
0,532 12,768
0,586 14,064
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Tabla 2
Andlisis de Varianza para las UFC/ml en el Experimento 1

Fuente de Suma de Grados de Media de Fo
Variacion Cuadrados Libertad Cuadrados )
N 4,9455,10' 1 4,9455,10% 155,0519"
p 3,3583.10'2 1 3,3583.10'2 105,2917"
NP 1,5517.10'% 1 1,5517.10"? 48,6500
Error 1,2758.10! 3,1895.10%°
TOTAL _9.9832.10° 7

*Significativo al 95%.

Se ha sefialado la existencia de una re-
lacion directamente proporcional entre la so-
lubilidad que presentan los hidrocarburos po-
liaromaticos en el agua y la tasa de crecimien-
to de las bacterias que los utilizan como fuen-
te de carbono y energia (22, 26). En 1974, Wo-
dzinsky y Coyle indicaron que las bacterias
que utilizan el fenantreno presentan un tem-
po de generacion de 10,5 horas (26). Induda-
blemente, una de las explicaciones para la
baja tasa de crecimiento de las bacterias, esla
baja solubilidad del fenantreno en el agua. No
obstante, Wodzinsky y Coyle (26) sefnalan que
la tasa de crecimiento de una bacteria no pue-
de ser predicha exactamente tormando como
base la solubilidad del hidrocarburo aromati-
co, puesto que los cultivos difieren en las ta-
sas a las cuales pueden utilizar un compuesto
aromatico como sustrato para el crecimiento.
A esfe respecto, es importante destacar que
compuestos aromaticos como el fenantreno
son sustratos estables en condiciones aerdbi-
cas, por lo que su biodegradabilidad en estas
condiciones dependera también e la eficacia
de los sistemas de oxigenasas presentes en
los grupos microbianos (4, 8, 24).

Disefno factorial 2°

El MANOVA aplicado a este estudio,
muestra que los efectos principalesy la inte-
raccién son significativos al 95% (Tabla 2).
El efecto principal del nitréogeno es mayor
que €l efecto principal del fosforo (1,47 veces

mayor), v el efecto de ambos factores es ma-
yor que el de la interaccién (3.19y 2,16 ve-
ces mayor para el nitrégeno y el fosforo res-
pectivamente). El efecto promedio del nitré-
geno es negativo (N= -1572500), y sugiere
que al elevar la concentraciéon de la fuente
nitrégeno en el medio de cultivo disminuira
la densidad bacteriana. El efecto promedio
del fosforo es positivo (P= 1295833,33) y sig-
nifica que al elevar la concentracion del fos-
foro del nivel bajo (0,1036 g/l) al alto
(0,4144 g/L), aumentarid la densidad
bacteriana. El efecto de la interaccion es sig-
nificativo, y por ello, los efectos principales
pierden significancia.

La Figura ] muestra la relaciéon que
existe entre el tipo de tratamiento y la bio-
masa. En la grafica se observa que la densi-

4000000
E 3000000 |
e
=5 2000000
1000000
n 5
CON NBPB NAFE NBPA NAPA
Tratamientos
Figura 1. Densidad Bacteriana bajo los dife-

rentes tratamientos
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dad bacteriana es mayor con el tratamiento
NBPA lo cual indica que hay una mayor efi-
clencia en la bicdegradacion del fenantreno
con la aplicaciéon de este tratamiento. La me-
nor efectividad de los niveles de nutrientes
sobre el crecimiento bacteriano se observa
con el tratamiento NAPB, lo cual sefiala cla-
ramente el efecto negativo del nitrégeno
cuando estd en el nivel alto.

La Figura 2a muestra el efecto de la in-
teraccion de las concentraciones de Nitroge-
no y Fosforo sobre la densidad bacteriana. A
bajos niveles de nitrégeno, la densidad bac-
teriana es similar en presencia de niveles al-
tos o bzgos de fosforo (3,91. 10° UFC/ml y
3,50.10° UFC/ml respectivamente). Sin em-
bargo, a altos niveles de Nitrégeno la densi-
dad bacteriana es diferente, y cambia de
1,04.10° UFC/ml (en presencia de bajos ni-
veles de fosforo) a 3,22, 10° UFC /ml {cuando
el Fosforo esta en su nivel alto) (Figura 2b).

Con la aplicacion de la prueba de inter-
valos multiples de Duncan, se observaron
diferencias significativas entre todas las pa-
rejas de medias excepto para los contrastes
NBPB - NAPA. Esto sugiere que existen dife-
rencias en la densidad entre los distintos
tratamientos, pero que la densidad prome-
dio en el tratamiento NBPB es igual a la den-
sidad promedio del tratamiento NAPA {Ta-
bla 3).

Se encontro que la velocidad de creci-
miento obtenidas a partir de las ficlas con-
trol y el tratamiento NAPA no mostraban di-
ferencias estadisticamente significativas,
por ello fue posible considerar el tratamien-
to NAPA igual que el control para establecer
comparaciones entre los tratamientos res-
tantes dentro del disefio aplicado, utilizando
para ello la prueba desarrollada por Dun-
nett (17). Con la aplicacion de esta prueba,
se observaron diferencias significativas en-
tre e} control NAPA y los tratamientos NAPB
y NBPA, mientras que para el tratamiento
NBPB no hubo diferencias significativas con
respecto a NAPA (Tabla 4).

x10°

E 40% Btm_
3 B T
[T - —
2 \-\L“IB+
o
£ 304
]
B 259 \
a \ a
£ 207 .
2 15 A
E AN
g 10 B
Q
A- A+
Nitrogeno
B+ _ - L o
3,91.10° 3,22.10°
o
)
i \ b
te]
|V
B- 3,50.10° 1.04.10°
A- Nitrogeno A+

Figura 2. Efecto de la interaccion del nitrégeno
y fosforo sobre la densidad bacteria-
na {a) . Representacion cuadrada de
los valores predichos de la interaccién
de Nitrégeno y Fosforo sobre la densi-
dad bacteriana.

En las rutas catabdlicas del fenantreno
propuestas por Cerniglia (1984) y por Gib-
son y Subramanian (1994) (Figura 3), se re-
porta la formacién de compuestos acidos
que son los responsables de las fluctuacio-
nes en el pH. Dado que los metabolitos pro-
ducidos acidifican el medio de cultivo, la sal
que es disociada es el fosfato dibasico de po-
tasio (K,HPO,) por ser débilmente alcalina.
En este experimento, el K,HPO, se encuen-
tra disponible en altas concentraciones, por
lo que la capacidad buffer del medio de culti-
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Tabia 3
Prueba de Intervalos Multiples de Duncan para las UFC/ml
Tratamiento Replicas Media Grupo Homogéneos
NAPB 2 1043333.3 X
NAPA 2 3220000,0 X
NBPB 2 3496666,6 X
NBPA 2 3911666.6 X
__ ___ __ Contraste o ~___ Diferencias L
NBPB - NAPB 2453333,3
NBEB — NBPA - 415000*
NBPB - NAPA 276666,6
NAPB - NBPA 2868333,3
NAPB - NAPA - 2176666,6
NBPA - NAPA 691666,6

" Estadisticamente significativo al 95%

vo es alta al poseer un amortiguador alcali-
no que evitar la acidificacién, como conse-
cuerncia de esto el pH no se convertiria en un
parametro limitante del desarrollo bacteria-
no (27, 28).

Anilisis quimico

En el espectro infrarrojo del cultivo Ba-
cillus sp. (Figura 4), se observé la aparicion
de una banda amplia del grupo funcional al-
cohol enlazado con hidrégeno a 3420 cm™
{2,921 m) y una banda de alargamiento C=C
la cual podria corresponder a una olefina
monosustituida. El espectro muestra la de-
saparicion de ciertas bandas en la region de
la huella dactilar ubicada entre los 1200-
600 cm’’ (8.33-16,67 pm), asi como también
la desaparicion de las bandas de vibracion
de flexion C-H fuera del plano, ubicadas por
debajo de los 900 cm'! (11,11 pm) (Figura 5).
Fue observada la desaparicion del pico de
insaturacion a 3066 cm'! (3,26 ym) y la ban-
da a 1600 cra™ (6,25 pm).

Otros picos que pueden ser observados
en el espectro (Figura 5), corresponden a las
bandas contribuyentes del solvente utiliza-
do, el hexano, las cuales son la banda de

Tabla 4
Prueba de Dunnett

Tratam. Diferencia de

Medias
. —. _ . Medias_
NAPA 3220000 -
NBFPB 3496666,667 276666,6

NAPB 1043333.333 —2176666.6'
___NBPA __ 3911666,667  691666.6

Significativo al 95% Valor Limite: 357188,0933,

alargamiento C-H asimeétrico del grupo me-
tilo a 2959 cm’™’ (3,38 pm) ¥ la del grupo me-
tileno a 2927 em™” (3,42 pm} y el alargamien-
to simétrico C-H a 2874 cm (3.48 pm). Se
registran las vibraciones de flexién C-H a
1466 cm' (6,82 pm) y la flexion del grupo
CH,CH, a 1379 cm™' (7,25 pm),

De acuerdo con los resultados anterio-
res, puede inferirse que el microorganismo
aislado degradé el fenantreno a juzgar por la
desaparicidn de bandas caracteristicas de
este anillo aromatico, asi como también por
la aparicién de nuevas bandas (Figura 5).
Los analisis comparativos realizados con los
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Figura 3.

espectros de absorcion de los compuestos
intermediarios claves reportados en el cata-
bolismo bacteriano del fenantreno. mues-
tran que en la fase organica de la muestra
estudiada, no estan presentes ninguno de
los compuestos patrones utilizados en el
analisis.

Conclusiones

El 98,72% de la variabilidad observada
en la densidad de Bacillus sp. Frente a los
cuatro tratamientos, tiene su explicacion en
las diferentes concentraciones de nitrogeno y
fésforo suministrados al medio de cultive en-
riquecido con fenantreno. Por lo tanto, el su-
ministro de fosforo y nitrégeno afecta la velo-
cidad de crecimiento y probablemente en la
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Rutas catabdlicas propuestas para la oxidacién bacteriana del Fenantreno (Tomado de Cerni-
glia, 1984 ; Gibson y Subramanian, 1994).

eficacia con la cual el microorganismo utili-
za el fenantreno como fuente de carbono y
energia.

Para obtener un desarrollo optimo de
Bacillus sp. en los tratamientos aplicados,
debe ser suministrado al medio de cultivo
un amortiguador ligeramente alcalino para
contrarrestar la acidificacion resultante de
catabolismo del fenantreno.

Con la espectroscopia de absorcién en
cl infrarrejo se observa la aparicion de ban-
das que corresponden a los metabolitos for-
mados durante el catabolismo del fenantre-
no, asi como también la desaparicion de
bandas caracteristicas del compuesto polia-
romatico; sin embargo, no es un método qui-
mico eficaz para la identificacion de los com-
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Figura4 Espectro infrarrojo del cultivo puro de Bacillus sp.
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Figura5. Espectro infrarrojo del Fenantreno, el

puestos intermediarios, cuando es utilizado
como Unica herramienta en el analisis qui-
mico, principalmente porque sclo puede ser
analizada la fase organica. Por lo tanto se
deben efectuar andlisis quimicos de la fase
acuosa, con la finalidad de detectar com-
puestos intermediarios polares.
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