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RESUMEN

A partir de sedimentos de un rio contaminado de Buenos Aires se selecciond una cepa bacteriana autoctonade
Rhodococcus wratislaviensis capaz de utilizar pnitrofenol (PNP) como Unica fuente de carbono, nitrégeno y
energia. La cepa bacteriana seleccionada degrada 0,36 y 0,72 mM PNP en 34y 56 horas, respectivamentey libera el
grupo nitro del compuesto como nitrito. Dado que el nitrito liberado durante la degradacion aerébica de PNP es
también un compuesto téxico ambiental el mismo fue removido acoplando un proceso anéxico de denitrificacion. La
detoxificacion fue evaluada mediante la realizacion de ensayos empleando Daphnia magna, Pseudokirchneriella
subcapitata y Vibrio fischeri de acuerdo a las normas SO 6341 (E) (1996); 1SO 8692 (2004) e 1SO 11348-3 (1998)
respectivamente. Los resultados obtenidos demostraron que no se detect6 toxicidad luego de la conbinacién de
ambos procesos, biodegradacion aerdbicay denitrificacion en un proceso anéxico.
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INTRODUCCION

L os compuestos nitroaromaticos son liberados al
medio ambiente casi exclusivamente a través de
fuentes antropogénicas (Marvin-Sikkema y de Bont,
1994). Estos compuestos son utilizados en la
fabricacion de farmacos, pigmentos, colorantes,
plasticos, pesticidas, fungicidas, explosivos vy
solventes industriales (Spain, 1995); pueden
encontrarse en suelos como resultado de la hidrélisis
de varios insecticidas organofosforados tales como
paration y metilparation. Especificamente los
nitrofenoles se hallan presentes en efluentes
industriales, suelos y aguas subterréneas (Spain,
1995). Dentro de los mononitrofenoles el p-nitrofenol
(PNP) es considerado contaminante prioritario por la
Agencia de Proteccién Ambiental de Estados Unidos
(US EPA), la que recomienda una concentracién de
PNP en aguas naturales por debajo de 10 ng L. La

liberacion de este compuesto en el ambiente
constituye un riesgo tanto para los ecosistemas como
para la salud humana puesto que es toxico y puede
acumularse en la cadena alimentaria.

PNP es un contaminante importante de aguas
superficiales en Argentina donde efluentes indus-
triales, hospitalarios y municipales no tratados o
escasamente tratados son vertidos a cursos de agua.
En Argentina, la Ley Naciona de Residuos
Peligrosos (24051/92) y su decreto reglamentario
(Decreto  831/93) establecen 0,2 pg LT de
nitrofenoles como nivel guia para la proteccién de la
vida acuatica en agua dulce superficial.

Tanto la planificacion e implementacion de
métodos de tratamiento de aguas residuales como la
optimizacion de plantas de tratamiento ya existentes
son de especial relevancia considerando la necesidad
de reducir los niveles de contaminantes.
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Si bien € grupo nitro del PNP aumenta la
resistencia del anillo aromético a la biodegradacién,
diversos autores han descripto cepas bacterianas
capaces de utilizar este compuesto como Unica fuente
de carbono, entre ellas las pertenecientes a los
géneros Arthrobacter (Chauhan et al., 2000), Bacillus
(Kadiyala et al., 1998), Pseudomonas (Prakash et al .,
1996), Burkholderia (Bhushan et al., 2000),
Rhodobacter (Roldén et al., 1998), obteniéndose
nitrito como producto del metabolismo aerobio.

En investigaciones anteriores nuestro grupo de
trabajo ha seleccionado una cepa bacteriana
autéctona de Rhodococcus wratislaviensis capaz de
degradar en condiciones aerobias 0,36 mM y 0,72
mM de PNP liberéndose nitrito a medio.

Considerando que €l nitrito es téxico y su
presencia en el ambiente constituye un riesgo paralas
poblaciones, el presente estudio tuvo por objetivos:
aplicar procesos biolégicos para eliminar €l nitrito
liberado durante la biodegradacién de PNP y evaluar
la detoxificacion de PNP mediante e uso de
bioensayos de toxicidad empleando organismos
pertenecientes a distintos niveles troficos.

MATERIAL Y METODOS
Se empled PNP de grado cromatogréfico provisto

por Mallinckodt Chemical Co. (St. Louis, USA).
Todos los otros reactivos quimicos fueron de grado

8 1 0.40

— 0.30

o

o
=
Concenlracion (mM)

L= ]
=]

Crecinmienlo Bucl oo (UEC mil™Y

10 20 ET 40

Tiempa ()

analitico provistos por Mallinckrodt o Merck
(Darmstadt, Germany).

Los ensayos de biodegradacion se llevaron a
cabo en medio minimo sintético (Korol et al., 1989)
sin el agregado de la fuente de nitrégeno. La cepa
bacteriana fue adaptada inoculando el medio minimo
suplementado con 0,36 mM de PNP e incubado en un
agitador plano-rotatorio (200 rpm), a 28 °C durante
36 horas, conformando el cultivo stock.

Los experimentos fueron redizados en
microfermentador New Brunswick Multigen TA
operado en forma aerdbica a 28 °C con un volumen
efectivo de 1.250 mL. Estos experimentos se
realizaron en medio minimo sintético con el agregado
de 0,36 y 0,72 mM de PNP como Unica fuente de
carbono y nitrégeno. En todas las experiencias €l
sistema fue inoculado con 5 mL del cultivo stock
(concentracion final 10° células mL™).

Durante la incubacién 10 mL de muestra fueron
removidos del sistema a interval os apropiados con el
objeto de determinar la cantidad de PNP remanente,
el nitrito liberado, y evaluar el crecimiento
microbiano.

Con €l objeto de eliminar € nitrito liberado
durante la degradacion aerébica de PNP se acopl6 un
reactor andxico, el proceso se realizd a 28°C durante
48 horas. Las condiciones andxicas fueron obtenidas
por llenado y sellado de un recipiente cilindrico de
vidrio al que se le agregé 100 mg L* de acetato de
sodio como fuente de carbono.
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Figura 1. Degradacion de PNP por Rhodococcus wratislaviensis en medio minimo sintético con PNP como Unica
fuente de carbono y nitrégeno. (A) Concentracion inicial de PNP 0,36 mM (B) Concentracion inicial de PNP 0,72

mM.

Cinética de crecimiento de Rhodococcus wratislaviensis: (--- JJj---). Concentracion de PNP:  (---[]---).

Concentracion de nitritos: (---O---).
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Figura 2. Evaluacion de la detoxificacion de PNP empleando: Daphnia magna, Pseudokirchneriella subcapitatay

Vibrio fischeri en las distintas etapas del tratamiento

A: Concentracion inicial 0,36 mM de PNP. B: Concentracion inicial 0,72 mM de PNP.

Para determinar la cantidad de PNP remanente y
el nitrito librado durante la biodegradacién de PNP,
las células bacterianas fueron separadas por
centrifugacién. La concentracion de PNP fue
determinada espectrofotométricamente a 400 nm. La
concentracion de nitrito fue determinada utilizando el
método colorimétrico de acuerdo a Standard
Methods for the Examination of Water and
Wastewater (APHA, 1998). Todas las mediciones
colorimétricas se llevaron a cabo en un
espectrofotémetro Metrolab UV 1700. Con €l objeto
de asegurar la completa biodegradacion del

compuesto en estudio y la ausencia de metabolitos se
realizé cromatografia gaseosa, empleando un equipo
Hewlett-Parckard 5890 Serie Il con detector selectivo
de masa. La determinacién del crecimiento bacte-
riano se efectudé mediante la técnica de recuento en
superficie en agar triptona soja (APHA, 1998).

Los ensayos de toxicidad se llevaron a cabo en
muestras tomadas a inicio y al final del ensayo de
biodegradacién y luego del proceso andxico de
desnitrificacion.

La detoxificacion fue evaluada mediante la
realizacion de ensayos empleando Daphnia magna,
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Pseudokirchneriella subcapitata y Vibrio fischeri de
acuerdo alas normas |SO 6341 (E) (1996); 1SO 8692
(2004) e 1SO 11348-3 (1998) respectivamente.

El ensayo de toxicidad con Vibrio fischeri se
realizé empleando la cepa liofilizada NRRL B-11177
(Strategic Diagnostic Inc. Carlsbad, CA, USA)
expuesta durante 15 minutos a la muestra. La
luminiscencia fue medida utilizando e equipo
Microtox ® Modelo 500 (Azur Environmental,
Carlsbad, CA, USA).

Los resultados de los ensayos realizados con
Daphnia magna se expresaron como concentracion
efectiva 50 (CEsg 48-horas) definida como la
concentracion de la muestra responsable de la
inmovilizacion de un 50 % de la poblacion ensayada
luego de un tiempo de exposiciéon de 48 horas. Los
resultados de los ensayos efectuados con
Pseudokirchneriella subcapitata se expresaron como
concentracion efectiva 50 (CEsp 72-horas) definida
como la concentracion que produce una reduccion del
50% del crecimiento del alga relativo a un control.
Para los ensayos realizados con Vibrio fischeri los
resultados se expresaron como (CEsp 15-minutos),
definida como la concentracion que provoca un 50 %
de reduccién en la emision de luminiscencia relativa
aun control.

RESULTADOSY DISCUSION

Los ensayos de biodegradacion se llevaron a
cabo con un inéeulo inicial de 10° células mL™. La
Figura 1A muestra que la cepa creci6 exponen-
cialmente con 0,36 MM de PNP como Unica fuente de
carbono y nitrégeno con una velocidad de
crecimiento especifica (1) de 0,18 h' degradando
99,8% del sustrato en 34 horas. Al aumentar la
concentraciéon de PNP a 0,72 mM el proceso de
biodegradacién se llev6 a cabo en 56 horas con una
velocidad de crecimiento especifica (p) de 0,17 h*
(Figura 1B). Asimismo, la fase de latencia aumenta
en forma proporcional con el incremento de la
concentracion del sustrato.

La biodegradacion completa de PNP y la
ausencia de metabolitos organicos se demostré
mediante la realizacion de cromatografia gaseosa en
muestras tomadas al final del proceso aerébico (datos
no mostrados).

Rhodococcus wratislaviensis libera nitrito al
medio concomitantemente a la degradacién de ANP.
Esto sugiere una etapa inicia oxidativa en la
biodegradacién de PNP por este microorganismo
(Chauhan et al ., 2000).

Es importante sefialar que cuando |os ensayos de
biodegradacién se redizaron en medio minimo
sintético con el agregado de sulfato de anonio como
fuente de nitrégeno la concentracién de nitrito
liberada fue estequiométrica a la concentracién de
PNP metabolizada (datos no mostrados).

Dado que € nitrito liberado durante la
degradacion aerébica de PNP también es un

compuesto toxico ambiental (Ray et al., 1999) se
estudio su eliminacion afadiendo un proceso andxico
de denitrificacion, luego de la aplicacion de este
proceso no se detectd nitrito en €l medio.

El uso de la cepa de Rhodococcuswratislaviensis
seleccionada fue entonces efectiva no solo para
degradar PNP sino también para remover nitrito
(Figura2).

Los ensayos de toxicidad realizados con Daphnia
magna, Pseudokirchneriella subcapitata y Vibrio
fisheri al inicio del proceso de biodegradaciéon con
0,36 mM y 0,72 mM de PNP demostraron altos
porcentajes de toxicidad. Las muestras tomadas al
final del proceso aerébico aln resultaron téxicas
debido a la presencia de nitrito en el medio, mientras
que a final del proceso andéxico no se detectd
toxicidad, hallandose valores de CEgy superiores d
90% v/v (Figura 2).

La aplicacion secuencial de procesos aerébicos 'y
anoxicos empleando la cepa seleccionada es una
aternativa vélida para la detoxificacion de efluentes
liguidos o0 ambientes contaminados con PNP.
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