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Uso de cepas adaptadas a la degradacion de compuestos

organicos recalcitrantes y toxicos

Luis @G. Torres Bustillos

Instituto de Ingenieria, UNAM

Petia Mijailova
Gabriela Moeller

Instituto Mexicano de Tecnologia del Agua

El desarrollo de la biotecnologia ha demostrado que la biodegradacion de xenobidticos téxicos y
recalcitrantes es una alternativa realista para el control de la contaminacion. En el presente traba-
jo se realiza un andlisis critico de la aplicabilidad de cepas adaptadas en los dos campos afines
de la ingenieria ambiental, el tratamienio de aguas residuales y la biorremediacién de suelos y
acuiferos. En el mercado actualmente existe una gran cantidad de productos de la biotecnologia
para biorremediacion o intensificacion del tratamiento de aguas residuales. La aplicacion concre-
la de estos productos debe ser anticipada por estudios detallados de su aplicabilidad. Los siste-
mas que los utilizan necesitan un control preciso del proceso de biodegradacion. Existen alterna-
tivas a la compra de las cepas como son el aislamiento, identificacicn y evaluacion de microrga-
nismos autdctonos, asi como la adaptacion en cultivo mixto. El procedimiento puede ser por lotes
o en continuo reproduciendo las condiciones fisicoquimicas del sistera en el proceso de aclima-
tacion (carga organica, pH, temperaitura, salinidad o fuerza idnica, ambiente aerobio, anaerobio
0 andxico). La mejor cepa adaptada para degradar un cierto contaminante es aquella aislada en
el ambiente contaminado por el fdxico especifico.

Palabras clave: Cepas adaptadas, biodegradacién, xenobiéticos, compuestos organicos recal-

citrantes, biorremediacion, aclimatacion.

Introduccion

La industrializacién y el desarrolio de ta vida urbana
han dado como resultado la introduccion de una am-
plia gama de compuestos quimicos en el ambiente,
actualmente reconocida como una amenaza exirema a
la capacidad de autorregulacion de la biosfera. Un in-
ventario reciente de la Comunidad Europea enumera
mas de cien mil diferentes sustancias sintetizadas por
el hombre; de ellas treinta mil fueron consideradas
como un peligro para €l ambiente y la salud humana
por ser compuestos bioacumulativos, recalcitrantes
y/o téxicos (McEldowney et al., 1993). La disposicién
inapropiada de los residuos peligrosos y de las des-
cargas nc controladas con respecto al contenido de
toxicos han afectado grandemente al medio ambiente.
La solucién de esta problematica tiene dos aspectos:

* El correctivo que incluye la aplicacion de medidas
para la remediacion de la contaminacion provocada
y la recuperacion de los sistemas afectados.

s El preventivo que mediante tratamientos en la fuen-
te permite evitar la agudizacion de los problemas.

La prevencion es considerablemente menos costosa
gue la correccion de los efectos negativos. El tratamien-
to en la fuente debe incluir la remocion de los organi-
cos toxicos y recalcitrantes de los efluentes residuales,
sobre todo de los industriales y evitar la propagacion
de la contaminacion al ambiente o el transporte costo-
so de estas sustancias a los rellencs sanitarios o a los
confinamientos. La creciente concientizacion publica y
politica con respecto a los efectos del manejo inade-
cuado de residuos, basado en dilucién, entierro o inci-
neracion, ha lievado a la consideracion de la necesi-
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dad de incorporar la remocion de los compuestos toxi-
cos y recalcitantes a ambos aspectos preventivos y
correctivos de la estrategia para confrolar la contami-
nacion ambiental. Para esto es necesario desarrollar
nuevas tecnologias, aplica[ métodos novedosos tanto
fisico-quimicos, como biolégicos y/o sus combina-
ciones.

El desarrollo de la bictecnologia ha demostrado que
la biodegradacion de compuestos organicos especi-
ficos es una alternativa realista para el control de la
contaminacién. El uso de cepas adaptadas a la degra-
dacién de compuestos organicos recalcitrantes y toxi-
cos, puede ser aplicable en dos campos afines de la
ingenieria ambiental:

o El fratamiento de aguas residuales municipales o in-
dustriales. ‘
¢ |La biorremediacion de suelos y acuiferos.

Tratamiento de aguas residuales
Aplicacién de los procesos biolégicos

El tratamiento biolégico ha sido muy exitoso en la re-
mocion de contaminantes organicos en estado disuel-
to y coloidal de las aguas residuales. El proposito del
tratamiento bioldgico es convertir ios contaminantes,
en general de estructuras complejas, en productos fi-
nales simples (CO,, H,0O, NH,, CH,) y un material sedi-
mentable (biomasa), que pueda ser faciimente removi-
do del sistema.

La mayoria de los procesos bioldgicos convencio-
nales de tratamiento de agua se basan en fendmenos
biolégicos que ocurren en forma natural, pero son lle-
vados a cabo en biorreactores a mayores velocidades.
En estos procesos los principales microrganismos res-
ponsables de la biodegradacion son las bacterias,
pero también es importante el papel de otros, como
son los protozoarios, rotiferos, hongos y algas.

La dindmica de la poblaciéon bacteriana en los pro-
cesos de tratamiento bioldgicos depende de varios
factores ambientales incluyendo pH, temperatura, tipo
y concentracion del sustrato, acepteores de hidrogeno,
disponibilidad y concentracion de los nutrientes y mi-
cronutrientes esenciales tales como nitrégeno, fésforo
y algunos minerales, presién osmdtica, toxicidad del
medio o de los productos intermedios, nivel y tipe de
mezclado. Dependiendo de la presencia o ausencia
de oxigeno, los procesos bhiolégicos pueden ser:

e Agrobios.
¢ Anaerobios.
¢ Combinados.

Existen sistemas biolégicos de tratamiento en los
gue los microrganismos estan en suspension, tales
como lodos activados convencionales y sus modifica-
ciones, lagunas aeradas y de estabilizacion, y diferen-
tes tipos de digestores anaerobios.

En otros sistemas la biomasa se encuentra inmovili-
zada sobre soportes fijos o rotatorios, como son los
bicfiltros, llamados también filtros percoladores y los
contactores rotatorios (biodiscos). Los procesos biold-
gicos se llevan a cabo fundamentalmente en tres tipos
de reactores:

Batch o en lote.
Continuos de mezcla completa.
De flujo piston.

Todas estas tecnologias han encontrado una amplia
aplicacién inicialmente para el tratamiento de aguas
residuales domésticas y después para el tratamiento
de efluentes industriales con alto contenido de materia
organica.

En un principio la aplicacion de los sistemas biolégi-
cos se dirigioé exclusivamente hacia la remocion de la
materia organica contenida en el agua, medida con los
pardmetros convencionales Demanda Bioguimica de
Oxigeno, Demanda Quimica de Oxigeno, Soélidos Sus-
pendidos, y a la estabilizacion de los lodos residuales.

La tecnologia era entendida como una caja negray
la eficiencia de l0s procesos frecuentemente era baja.
La mayor parte de los sistemas bioldgicos trabajaban
en forma optima solamente durante dos terceras par-
tes del tiempo (DSTI/STP/BE, 1993). Esto cred la nece-
sidad de fomentar el uso de sistemas de medicion
y control confiables de los procesos, la optimizacion y
estudio de sus mecanismos y el desarrollo de modelos
para pronosticar los resultados y disefiar mejor los sis-
temas. Como consecuencia de lo anterior, se implan-
taron procesos modificados, reactores y sistemas mas
efectivos. Posteriormente, el desarrollo tecnologico se
enfocd hacia la remocién de nitrégeno y fosforo.

El entendimiento de gue la desnitrificacion era un
proceso anodxico, permitié realizar modificaciones del
reactor bioldgico convencional, combinando zonas ae-
robias y andxicas, que asi, logré desarrollar diferentes
sistemas, primero para la remocion conjunta de la ma-
teria organica y del nitrégeno y, posteriormente, para la
remocién de materia organica, nitrégeno vy fésforo.
Esta de hecho fue la primera aplicacion de microrga-
nismos especializados en la biotecnologia del trata-
miento de aguas residuales.

Desde gue se conocid el efecto de una gran canti-
dad de compuestos téxicos'y refractarios presentes en
las aguas residuales, el foco del desarrollo tecnologico
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ha sido extendido hacia la reduccién de la toxicidad y
la degradacion de compuestos organicos complejos.
Este ultimo enfoque presentd la necesidad de:

e Analizar en detalle los procesos de biodegradacion.
e Estudiar el comportamiento, la capacidad y la ciné-
tica de biodegradacidn de compuestos especificos.

e Desarrollar pruebas para identificar los efectos de
inhibicion.

s Estudiar el proceso de adaptacién de microrganis-
mos, las actividades metabdlicas y genéticas de las
diferentes especies de microrganismos y sus inte-
racciones en la comunidad microbiana que lleva a
cabo el proceso de biodegradacion (ecologia mi-
crobiana).

Actualmente, en la literatura se han reportado un
buen nimero de trabajos, en los que por medio de los
procesos biolégicos se tratan aguas residuales muy
complejas, con altas cargas organicas y adn con valo-
res altos de toxicidad (Beltran, 1994) .

Biodegradabilidad

L.a conversion completa de un compuesto organico a
los productos finales (i.e. bidxido de carbono y agua),
es denominada mineralizacion. Un compuesto es bic-
degradable cuando puede ser convertido por la ac-
cién de los microrganismos a otro compuesto mas sim-
ple. No siempre la biodegradacion de un compuesto
en los procesos de tratamiento biolégicos es comple-
ta, éstos pueden ser simplemente transformados a
otros, llamados metabolitos intermedios.

En ocasiones, parte de la remocion de algunas sus-
tancias se debe a su bicadsorcion en la biomasa que,
posteriormente, es separada del sistema.

La persistencia es un estado condicional de los
compuestos biodegradables, en el que no pueden ser
degradados por la ausencia de condiciones y factores
adecuados gue hagan posible la biodegradacion. Los
compuestos organicos que no pueden ser oxidados
bajo ninguna circunstancia ambiental se clasifican
como refractarios o recalcitrantes.

Se consideran altamente recalcitrantes por ejemplo
los pesticidas. En esta categoria estan también mu-
chos compuestos aromaticos halogenados y poliaro-
maticos. Existen, sin embargo, microrganismos capa-
ces ‘de transformar un gran ndmero de compuestos,
clasificados como recalcitrantes para la mayoria de los
microrganismos, a compuestos que pueden ser utiliza-
dos por otras especies de una comunidad microbiana.

En general, son mas facilmente degradables los
compuestos solubles que los insolubles. Las molecu-

las organicas que pueden atravesar la membrana ce-
lular, se degradan mas rapidamente. Los materiales de
mayor dispersion ofrecen dreas de contacto mas ex-
tensas con los microrganismos y pueden ser degrada-
dos mas facilmente.

Los microrganismos prefieren los compuestos alifa-
ticos y los cicloalifaticos mas que los aromaticos. La
presencia de un substituto de carbono en el anillo del
benceno generalmente incrementa la biodegradabili-
dad. Algunos sustitutos del hidrégeno en las molécu-
las de los compuestos aromaticos o alifaticos, tales
como Cl, NG,, SO,H, Br, CN, CF,, pueden provocar
resistencia a la biodegradacion.

A veces el mismo efecto pueden provocar CH,, NH,,
OH y OCH,. La presencia de algunos grupos funcio-
nales, como son: OH, COOH, el grupo amida, ester o
anhidrido, generalmente incrementa la biodegrada-
cién de los compuestos organicos (Alexander, 1994).
Un alto grado de ramificacion, provoca mayor resisten-
cia a la biodegradacion. Los compuestos con enlaces
no saturados se degradan mas fécilmente que los
compuestos de enlaces saturados (Cheremisinoff,
1994). Los compuestos tales como alcoholes, aldehi-
dos, acidos, amidas y aminoacidos son mas biodegra-
dables que lo correspondientes alcanos, alquenos, ce-
tonas, acidos dicarboxilicos, aminas y los cloroalcanos.

Una gran parte de los compuestos recalcitrantes
presentan toxicidad a los microrganismos en los sis-
temas de tratamiento bioldgico. Algunos compuestos
organicos son tdxicos a las bacterias en concentracio-
nes menores que las letales. La presencia de contami-
nantes de este tipo en el influente a las plantas de tra-
tamiento puede afectar la eficiencia de los sistemas
bioldgicos.

Los pesticidas no biodegradables y otros compues-
tos organicos pueden ser parcialmente transformados
y en su degradacion se pueden formar compuestos in-
termedios toxicos, a veces mas téxicos que los origi-
nales. Si estas transformaciones son inevitables, se
requerira un proceso de tratamiento adicional, como
por ejemplo la adsorcidn con carbdn activado.

Bases de la biodegradacion

La biodegradacion ocurre debido a la capacidad de
los microrganismos de metabolizar la materia organica
mediante sistemas enzimaticos para producir diéxido
de carbono, agua y energia si esta se realiza en medio
aerobio. La energia es utilizada para el crecimiento, la
reproduccion, la movilidad vy la respiracién de los mi-
crorganismos. La materia disuelta es adsorbida dentro
de las células y oxidada, pero para convertir las molé-
culas organicas mas complejas, tales como las protei-
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nasy las grasas, a una forma soluble y adsorbible, las
células excretan extracelularmente enzimas que hidro-
lizan estos compuestos. De aquf que la materia orga-
nica mas compleja necesita mas tiempo para ser pro-
cesada.

En un proceso bioldgico, la descomposicion de los
constituyentes del agua residual se realiza mediante
una o mas vias que pueden incluir un nimero grande
de compuestos intermediarios. Cada paso en este pro-
ceso incluye un sistema enzimatico especifico, consti-
tuido por una o varias enzimas, gue son catalizadores
organicos, producidas por los microrganismos.

Las enzimas son, quimicamente, proteinas combi-
nadas con una molécula inorganica o con una molé-
cula organica de bajo peso molecular. Si la produccion
de una de las enzimas requeridas es inhibida por la
presencia de alguna sustancia quimica, la cadena de
reacciones puede bloquearse y presentar acumula-
cién de un compuesto intermedio. Los inhibidores del
tratamiento bioldgico no necesariamente tienen que
estar presentes en el substrato inicial, éstos pueden
ser producidos en el mismo proceso mediante bic-
transformacion y mediante la produccién de metaboli-
tos cuya velocidad de descomposicion es significati-
vamente mas baja que la velocidad de su formacion.

Las vias enzimaticas requeridas para la descompo-
sicion de los carbohidratos, las proteinas y las grasas
son muchas, por lo que no se presentan inhibiciones
en la oxidacion biologica de estos sustratos comunes.
Sin embargo, la oxidacion de algunas sustancias orga-
nicas presentes en los efluentes industriales puede
incluir mecanismos enzimaticos selectivos y ser muy
facilmente inhibida mediante un blogueo de al menos
una de las reacciones involucradas.

Es posible, sin embargo, identificar varios compues-
tos (factores de crecimiento), que efectivamente evitan
este bloqueo de las reacciones enziméticas respecti-
vas, cuando son afiadidos en pequefias cantidades al
reactor, y de esta forma aceleran la descomposicion
biolégica. Es por esto que algunos efluentes industria-
les son mas faciles de tratar mezclados con otros
efluentes que contengan estos compuestos. Para me-
jorar la operacién del tratamiento bioldgico de efluen-
tes industriales a veces se recomiendan algunos aditi-
vos-biocatalizadores comercialmente disponibles.

Estos aditivos generalmente contienen una mezcla
de enzimas grado técnico, masa bacteriana seca y
productos intermedios de fermentacion bacteriana. La
aplicacion de estos aditivos sin previo estudic de la
dinamica de la poblacién y del metabolismo microbia-
no vy sin el control preciso de los sistemas, puede incu-
rrir en aumentos sustanciales de los costos sin una
aportacion real en el tratamiento.

Biodegradacién de xenobiéticos
recalcitrantes y toxicos

Los estudios sobre la biodegradacion de contaminan-
tes especificos presentes en las descargas de algunos
sectores industriales empiezan en las décadas de los
afios 60 y 70. En los casos de degradacion de hidro-
carburos y detergentes, la adicion de co-substratos y
nutrientes a sistemas de lodos activados han sido exi-
tosamente utilizados para estimular el proceso de de-
gradacion.

Esta bien documentada la biodegradabilidad aero-
bia de aromaticos sustituidos, cuyos anillos son trans-
formados a derivados dihidroxilados mediante mono y
dioxidacién antes del rompimiento del anilio (Hayaishi,
1964; Dagley, 1975; Fewson, 1981; Gibson y Subrama-
nian, 1984).

Existe informacion disponible sobre biodegradacion
anaerobia de algunos aromaticos sustituidos que si-
guen vias reductivas (Evans, 1977; Balba y Evans,
1980 ay b; Healy et al.,, 1980; Boyd y Shelton, 1984).
Una gran cantidad de estudios sobre biodegradacion
aerobia y anaerobia han demonstrado que en un am-
biente de substrato multiple, los compuestos estructu-
ralmente relacionados tienen un efecto similar sobre la
velocidad metabdlica neta (Zollinger, 1966; Chou et al.,
1978; Haller y Finn, 1978; Deshpande y Chakrabar-
1i,1988; Godbole y Chakrabarti,1991).

Muchos autores observaron y describieron los efec-
tos de antagonismo y sinergismo en los sistemas de
tratamiento. Bauer and Capone (1988) demostraron
gue el naftaleno estimula la bicdegradacion del fenan-
treno pero ne la del antraceno. Arvin ef al. (1989) de-
mostraron |a interaccion de sustratos aromaticos du-
rante la biodegradacion del benceno.

Los autores reportan que el tolueno vy el xileno tuvie-
ron un efecto antagoénico sobre la utilizacion del ben-
ceno. Smith et al. (1991) observaron inhibicién comple-
ta del crecimiento de Pseudomonas sp. en una mezcla
de bifenilo y etilbenceno, aunque ambos compuestos
son biodegradables cuando estan presentes indivi-
dualmente.

Latkar M. y Chakrabarti (1994) estudiaron la degra-
dacion anaerobia de tres fenoles dihidricos (resorcinol,
catecol y hidroxi-quinona) en substratos mono- y bina-
rios en tres reactores anaerobios de pelicula fija y flujo
ascendente aclimatados a estos compuestos hidroxi-
aromaticos. Se llegd a la conclusioén que el resorcinal,
el catecol y la hidroguinona son facilmente degrada-
bles en condiciones anaerobias.

Los trabajos anteriormente mencionados se han de-
sarrollado en el aspecto de biodegradabilidad de
compuestos especificos. Existen también estudios en
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el aspecto de identificacion de los microrganismos
gue constituyen la biocomunidad en los sistemas de
tratamiento bioldgico de aguas residuales, sus interac-
ciones y capacidad de biocdegradacion. Hasta el mo-
mento, sin embargo, mas del 80% de las especies pre-
sentes en estas comunidades necesitan todavia ser
aislados e identificados (DSTI/STP/BE, 1993). E! creci-
miento y la predominancia de algunas especies de mi-
crorganismos son determinados por muchas circuns-
tancias incluyendo el tipo de la materia organica en los
efluentes vy la velocidad del metabolismo, entre otros.
La predominancia de ciertos microrganismos puede
ser un indicador de la presencia de algin contaminan-
te especifico y de la eficiencia de tratamiento. En la
tabla 1 se enumeran algunos microrganismos involu-
crados con la degradacion de contaminantes organi-
cos (Cheremisinoff, 1994).

Se ha visto que muchos microrganismos pueden
usar compuestos xenobidticos para su crecimiento o
degradarlos por varios mecanismos. Los trabajos de
aislamiento e identificacion se enfocaron primero a los
microrganismos capaces de degradar toxicos organi-
cos. Como resultado, en la literatura se han reportado
muchas especies capaces de degradar toxicos espe-
cificos, ya sea dentro de un sistema de lcdos activa-

dos, o bien aisladamente. Entre ellas encontramos los
géneros de Pseudomonas, Escherichia, Mycobacte-
rium, Alcaligenes, Nitrosomonas, Rhodococcus, Crip-
tococcus, Penicillium, Staphylococcus, Desulfovibrio,
Acetobacterium, Pelobacter, Bacillus, Flavobacterium,
Moraxella, Citrobacter y Achrormmobacter (Torres et al,
1996). En la degradacién de fluoreno (uno de los 16 hi-
drocarburos policiclicos, considerados por la Agencia
de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos como
téxicos prioritarios), se ha identificado a Arthrobacter
sp., aislada de un sistema de lodos activados de una
refineria de petréleo (Grifoll, 1992). Una degradacién
completa del acido 4-clorobenzoico ha presentado en
condiciones aerobias al género Acinetobacter sp., ais-
lado de una muestra de suelo (Tobita, 1992).

Una razén por la que las bacterias son eficientes en
la biodegradacion es que éstas son capaces de utili-
zar una fuente de carbono de moléculas diferentes a
las gue ellas normalmente utilizan. Muchos compues-
tos inertes bioguimicamente, tales como los alcanos,
las estructuras de anillo saturado y el benceno no sus-
tituido no tienen oxigeno y no son sujetos a reacciones
de hidrogenacién. La habilidad de las bacterias para
utilizar estos compuestos se basa en el hecho de que
éstas pueden catalizar la oxidacién utilizando oxigeno.

1. Microrganismos involucrados en la degradacion de varios contaminantes organicos en sistemas de tratamiento

de aguas residuales

Contaminante

Microrganismos

Hidrocarburos del petréleo

Pesticidas/herbicidas del tipo ciclodieno (aldrin, dieldrin)

Pesticidas/herbicidas del tipo organofosforados (paratién, malation)

2,4 -D
DDT
Kepone
Acido piperonilico
Bis (2-etilhexil) ftalato
Dimetilnitrosamina
Etilbenceno

Pentaclorofenol

Residuos de celulosa en el agua residual municipal

Efluentes fendlicos de fabricacion de pulpay papel

Mas de 200 especies de bacterias,
levaduras y hongos

Zylerion xilestrix
Pseudomonas sp.
Pseudomonas sp., athrobacter sp.

Penicillium sp. A
Pseudomonas sp.
Pseudomonas sp.

Serratia marcescens
Bacterias fotosintéticas
Nocardia tartaricans
Pseudomonas sp.
Pseudomonas sp., thermonospora

Aspergillus sp.,
Athrobacter sp., chromobacter sp.,
pseudomonas sp., xanthomonas sp.
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De lo anterior se puede concluir que en el desarro-
llo de un proceso de tratamiento biolégico y en el dise-
fic de los reactores son de gran importancia la fisiolo-
gia de las comunidades que participan en el proceso
degradativo y las actividades metabdlicas y genéticas
que controlan la capacidad y la expresion de estas
actividades degradativas.

Con base en estas consideraciones, las velocidades
de descompeosicion de los compuestos xenobdéticos
recalcitrantes y toxicos pueden ser importantemente
acelerados utilizando cepas adaptadas, las cuales
pueden tener las siguientes aplicaciones concretas:

o [ntensificacién de los procesos bioldgicos, aumen-
tando la capacidad de tratamiento de una planta u
optimizando la degradacién de compuestos especi-
ficos.

e Auxiliar en la sana operacion del proceso cuando

. existen problemas como el exceso de grasas, almi-
ddn, celulosa, proteinas o carbohidratos.

¢ Eliminacion con mejores capacidades de compues-
tos téxicos refractarios, tales como polihalogena-
dos, fendlicos, cianuros, alilaminas, e hidrocarburos
en general.

e Aumento de la capacidad de los sistemas para la
eliminacion de nutrientes especificos, como el nitro-
geno v el fésforo.

Biorremediacion

Se conoce como biorremediacion al proceso que 10s
microrganismos usan para transformar substancias
peligrosas en compuestos no-toxicos (US EPA, 1991).
El proceso de biorremediacion es aplicable tanto a
suelos como a acuiferos contaminados. )

Las tecnologias de biorremediacién para el trata-
miento de suelos y aguas contaminadas puede dividir-
se en varias categorias:

e Tratamiento en fase solida. Se puede aplicar en for-
ma de cultivo de suelo (en pilas de tierra) o de com-
posteo. El composteo consiste en la mezcla de tie-
rra contaminada con materiales acondicionadores
tales como paja, corteza, aserrin, bagazo u otros es-
guilmos agricolas.

e Tratamiento en fase lodosa. Consiste en tratar |a tie-
rra en un bio-reactor, en el cual cual se mezcla la
tierra a tratar y cierta cantidad de agua y nutrientes
para obtener un lodo manejable.

e Tratamiento in situ. Se diferencia de los anteriores
procedimientos en el hecho de que no requiere de
efectuar excavaciones ni transferencia de materia-
les, pues consiste en la inyeccion directa de solucio-

nes nutrientes oxigenadas (en ocasiones inoculadas
con microrganismos especificos) con el fin de esti-
mular o amplificar la actividad microbiana natural.

¢ Tratamientos combinados (Chow et al., 1992). Como
su nombre lo indica, consisten en la aplicacién de
mas de un tipo de tratamiento simulténeamente i.e.
composteo de la capa superficial de tierra e inyec-
cién de microrganismos hacia las capas inferiores.

En la literatura se han reportado muchas bacterias,
hongos vy levaduras con potencial para la biorremedia-
cion. En el cuadro 2 se presentan algunos de los mi-
crorganismos utilizados en la bioremediacion que tie-
nen la capacidad de degradar compuestos organicos
recalcitrantes y toxicos. Entre los géneros que se men-
cionan se incluyen bacterias aerobias (i.e. Pseudomo-
nas, Bacillus) y anaerobias (i.e. Methanospirillum, Me-
thanosarcina), asi como sulfato-reductoras (i.e. Desul-
fovibrio, Desulfobacterium). Destacan por el nimero
de substratos que emplean los géneros Alcaligenes,
Rhodococcus, Phanerocaete, Desulfobacterium vy
Pseudomonas (Beltran, 1994).

La ingenieria genética y la adaptacion de
microrganismos a la degradacion de i6xicos

La ingenieria genética ha jugado un papel importante
en la adaptacién de microrganismos a la degradacion
de toxicos, sin embargo, no es una practica comun uti-
lizar microrganismos modificados genéticamente para
la biodegradacion de compuestos recalcitrantes o 1oxi-
cos, ya que la liberacion de estos microrganismos esta
controlada (lICA, 1990).

Sin embargo, la modificacion de material genético
ha sido una herramienta fundamental en la seleccion y
adaptacién de microrganismos, ya sea como auxiliar
en la deteccion de microrganismos potencialmente uti-
les (Diels y Mergeay,1990), en el estudio de los meca-
nismos de degradacién y las secuencias gendmicas
de los microrganismos aptos (Silver ef al., 1989; Coco
et al., 1993), en el establecimiento de la evolucion de
los microrganismos con capacidad de biodegradacion
en términos geneéticos (Rothmel ef al, 1990) v en &l
estudio de como el ambiente modula la actividad
microbiana, factor clave para el desarrollo de la biorre-
mediacion (Daubaras y Chakrabarty, 1992).

Cepas adaptadas que oferta el mercado
internacional

Cada vez es mayor el nimero de comparifas que lan-
zan al mercado productos desarrollados a través de la
bictecnologia. Un nimero importante de proteinas, en-
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2. Microrganismos utilizados en la biorremediacion con potencial para degradar compuestos organicos recalcitrantes y téxicos

Microrganismo:

Toéxico (substrato)

Pseudomonas putida
Criptococcus elinovii
Methanosarcina barkeri
Alcaligenes sp
Phanerocaete chrysosporium
Bacillus subtilis

Rhodococcus
chlorophenolicus

Alcaligenes eutrophus
Escherichia coli
Candida parapsilosis
Rhodococcus sp
Acinetobacter sp
Rhodococcus rhodococcus
Mycobacterium fortuitum
Desulfosarcina sp
Fusarium flocciferum
Pseudomona stutzeri
Penicilium frequentans

Desulfobacterium phenolicum

Camamonas acidovorans
Cryptococcus elinovii
Methanosarcina formicim

Pseudomona sp.

Candida sp.

Alcallgenes sp.
Staphylococcus aureus
Staphylococcus auriculans
Pseudormona picketii
Desulfovibrio sp.

Moraxella sp.

Aeromonas sp.
Desulfobacterium indolicum

Desulfobacula toluolica
Methanospirillum hungatei

1,4-diclorobenceno, 3-clorobenzoato, 3-metilbenzoato, fenol, 4-clorofenal.
Fenol

O-fenilfenol

4-clorofenol, 4-clorofenol

Pentacloro-fenol, Acido 2,4,5-triclorofenoxiacético

Guayacol gliceril-eter

Tetracloro-hidroquinona, Fenol, 2,3,6-triclorofenol, 2,3,5- triclorofenol, 2,3,5,6-tetraclorofenal,
2,3,4,6- tetraclorofenol, 2,3,4,5-tetraclorofencl, pentaclorofenol, 3,4,6 tricloroguayacol,
3,5,6-tricloroguayacol, 3,5- dicloroguayacol, 3,6-dicloroguayacaol, 3,4,6-triclorosiringol,
3,5-diclorosiringol, para-hidroquinonas cloradas, tetracloro hidroguinona.

3-clorobenzoato, 3-metilbenzoato
Fenol

Alcanos

Tetrahidroguinonas, clorofenol
Acido 4-clorobenzoico
Pentaclorofeno!

Bromo, fluoro y clorofenol
Acido fenilacético

Fenol

Palietilenglicoles

Alcanos

Formato, acetato, butirato, etanol, propanol, butanol, piruvato, malato, fumarato, maleinato,
succinato, glutarato, ciclohexan-carboxlato, fenol, p-cresol, benzoato, fenil-acetato, 2-hidroxi-
benzoato, 4-hidroxi-benzoato, 4-hidroxifenil-acetato, 2-aminc-benzoato, indol, fenilalanina.

Quinolina
Fenol
Acido fenilacético

Fenol, 4-clorofenal, 3,4-diclorofenol, 2,3,5,6-tetraclorofenol, pentaclorofenal, 3-clorobenzoato,
3-metilbenzoato, tolueno, p-xileno, benceno, clorobenceno, diclorobenceno, etanol, butanol,
octanol, 2,4-dinitrotolueno, herbicidas, 4cido fenoxiacético, 2-cloroalilalcohol.

Fenol

4-ciorofenol, 1,4 diclorobenceno

Fenol

Dibenzofurano, fluoreno, dibenzo-p-dioxina
2,4,6 triclorofenal.

Hidrocarburos saturados (i.e. hexadecano)
p-nitrofenol

Aceites crudos

Formato, acetato, propionato, etanol, propanol, butanol, piruvato, malato, fumarato, maleinato,
succinato, aminobenzoato, indol, quinalina.

Tolueno
Fenol
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zimas, carbohidratos, metabolitos secundarios y poli-
meros producidos por fermentacion son ofertados con
aplicaciones en salud, alimentacién, quimica, agroin-
dustria y ambiental.

Desde la década de los afos 80, paralelamente al
desarrollo de las tecnologias de biorremediacion, se
empezaron a desarrollar microrganismos con capaci-
dades especificas, aplicables a los diversos proble-
mas de tratamiento de extensiones de tierra, cuencas
y corrientes subterraneas contaminados.

El proceso de aislamiento y adaptacion de micror-
ganismos a la degradacion de toxicos, empieza gene-
ralmente con la seleccién de sitios contaminados que
son el habitat natural de los microrganismos a que nos
referimos. Esto significa que si se pretende obtener
una bacteria con alta capacidad para degradar penta-
clorofenol, el mejor sitio para buscarla es en un lote
donde se almacenan tambores de este preservador de
madera, por ejemplo. Una vez que se toman muestras
del sitio contaminado (en tierra, agua, etc.), se proce-
de a su aislamiento e identificacion (este paso no
siempre es indispensable) y posteriormente se evall-
an las capacidades de cada cepa identificada, cre-

ciéndola en presencia del compuesto de interés como
Unica fuente de carbdn, en concentraciones cada vez
mayores, hasta identificar el limite de inhibicién de cre-
cimiento.

Como se menciond en un apartado previo, algunas
técnicas biotecnoldgicas son aplicadas (entre ellas la
ingenieria genética) para hacer més efectivo el proce-
s0 de adaptacion. A éstos procedimientos se les llama
hoy en dia bio-estimulacion. Generalmente no se ha-
cen modificaciones genéticas en las cepas, ya que esto
constituiria un problema para su liberacion. Méas bien
se ha dado en utilizar microrganismos modificados
genéticamente, para realizar estudios de tolerancia a
los toxicos y para ayudar a establecer los mecanismos
de degradacion (pasos involucrados, enzimas que
participan en la transformacion, balance energético).

Las cepas se producen masivamente por cultivo su-
mergido, previa identificacion de las condicicnes 6pti-
mas de cultivo para expresar las actividades enziméati-
cas tan intensamente como sea posible. La biomasa
microbiana se flocula y sedimenta, o bien se procesa
en centrifuga de canasta tipo Sharples. Finalmente se
seca en un secador de lecho fluidizado preferente-

3. Productos biotecnolégicos ofrecidos por dos compaiiias: Polybac Co. (Betlehem P.A. USA) y Kam Biotechnology

(Surrey, British Columbia, Canada)™

Producto Usos

PHENOBACH Degrada hidrocarburos tales como bencenos, fenoles, cresoles, naftalencs, aminas, alcoholes alifaticos e
hidrocarburos aromaticos, metacrilatos, nitrilos, detergentes y surfactantes sintéticos, gasolina, keroseno,
combustoleo, formaldehido,glicoles, fenoles etoxilados, ceras y compuestos heterociclicos como la
morfolina y la piridina.

PETROBACH Degrada aceite crudo y procesado, asf como otros hidrocarburos refinados en ambientes salinos.

FIBROBACR Empleado en sistemas de tratamiento de aguas residuales, operaciones de composteo, tratamiento
de desechos solidos vegetales.

LIGNOBAC? Degrada celulosa, almiddn, lignina y taninos. Aplicable a las aguas residuales del proceso de molienda
de pulpa o manufactura de papel.

AGRIGEST? Deodorizacion y licuefaccion de desechos animales. Mezcla de microrganismos y enzimas.

HYDROBAC? Degrada aceites vy residuos de refineria, surfactantes, ceras, sulfitos, mercaptanos, compuestos fendlicos,

cianuros y cresilatos.

BIO-ZYME 2500™
aminas alifaticas, aril-aminas, etc.

BIO-ZYME SM-450 L™
BIO-ZYME TD500-L™
BIO-ZYME 3001-DX™
BIO-ZYME SM 700™
BIO-ZYME 1500™

Digestor de grasas

de aguas residuales.

Degrada comp. organicos polihalogenados, herbicidas, insecticidas, dioxinas, PCB, haluros de arilo,

Degrada detergentes, papel, aceite, grasa, hidrocarburos, fencles, etc.

Auxiliar en el tratamiento de aguas residuales municipales, ayuda en el control de sulfuros.
Degrada proteinas complejas, almidén, grasas, celulosa, detergentes y gomas vegetales.

Biodegradacion de cianuros organicos e inorganicos. Se recomienda aplicar en plantas de tratamiento
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mente y se formula, mezclandola con protectores y
aun con enzimas que coadyuvan a la biodegradacion.
Los productos generalmente son mezclas de cepas
con espectros de degradacion mas ¢ menos amplios.

En el cuadro 3 se enlistan varios productos desarro-
llados por dos compafiias (POLYBAC, 1995; KAM,
1995). La presentacion de los productos varia depen-
diendo de la compafiia que la oferta y el volumen de
venta. Cada compafia promueve su producto y pre-
senta las especificaciones y indicaciones generales
para su aplicacion.

Se proporcionan también eficiencias de su funcio-
namiento y parédmetros minimos, maximos y éptimos a
controlar, entre los que resaltan el pH, oxigeno disuel-
to, relaciéon carbono-nitrégeno-fésforo (C/N/P), tempe-
ratura, contenido de metales pesados. En algunos ca-
sos puede requerirse mezclar un producto microbiols-
gico y otro enzimatico. Las bondades de los productos
seran ratificados o rectificados por el cliente segun el
tipo de desecho a tratar.

Alternativas a la compra de cepas adaptadas:
cepas puras o cultivos mixtos

Cepas puras

Una cepa se obtiene a partir de aislamiento, identifica-
cién y evaluacion de microrganismos gue son héabiles
en la degradacion de compuestos de interés. Esta al-
ternativa es factible y sencilla si se cuenta de un equi-
po multidisciplinario integrado basicamente por un mi-
crobidlogo, un quimico y un ingeniero.

Las cepas pueden aislarse a partir de plantas de
tratamiento de aguas residuales industriales o bien en
sitios aledafios a la descarga, o en terrenos contami-
nados con el compussto de interés.

El muestreo debe de ser representativo para reunir
un ndmero suficiente de muestras para la evaluacion y
seleccion de los microrganismos con mayor capaci-
dad de degradacion. Pueden también adquirirse ce-
pas de coleccion que de antemano se conozca sean
degradadoras eficientes del o de los compuestos a
tratar iniciando el proceso de estimulacion y propaga-
cion.

Cultivo mixto

Esta técnica consiste en adaptar una mezcla de dife-
rentes microrganismos para gue estos sean capaces
de degradar compuestos toxicos y/o recalcitrantes en
concentraciones cada vez mayores. Los trabajos de
Strenstrom et al. (1989), Kobayashi et al. (1989), Bui-
trén et al. (1993 a, b), Kiilerich et al. (1993), por citar

s6lo algunos, son un ejemplo de dichos procedimien-
tos. En México, pueden mencionarse los trabajos de
Moeller y Fernandez (1986), Ramirez et al. (1994),
Gonzélez y Buitrén (1995), y Torres et al. (1996) entre
otros.

Conclusiones

Por lo antes expuesto, podemos concluir gue €l uso de
las cepas adaptadas, a la degracion de compuestos
organicos recalcitrantes y toxicos, puede intensificar
los procesos bioldgicos aumentando la capacidad de
tratamiento de una planta, puede también auxiliar en la
sana operacion del proceso cuando existen problemas
como el exceso de grasas, proteinas o carbohidratos,
etc. y eliminando con mejores capacidades algunos
compuestos téxicos. Esto no significa que las cepas
deban ser adquiridas comercialmente en forma de
concentrados, liofilizados o mezclas de emulsificantes,
enzimas y microrganismos.

Como ya se discutié en parrafos anteriores, es facti-
ble y deseable llevar a cabo un procedimiento de ais-
lamiento y adaptacion con microrganismos presentes
en el sistema (suelo, agua, etc.) o bien de fuentes cer-
canas. Esta intensificacion de actividad bacteriana
puede estimularse sobre cepas puras (identificados o
no) o bien sobre consorcios bacterianocs, siendo esto
lo méas recomendable. El procedimiento puede ser por
lotes o en continuo y lo méas importante es reproducir
las condiciones fisicogquimicas del sistema en el even-
to de aclimatacion (carga organica, pH, temperatura,
salinidad o fuerza iénica, ambiente aerchio, anaerobio
0 andxico).

La naturaleza en su inmensa capacidad de autode-
puracién, es capaz de seleccionar microrganismos
con habilidad para degradar compuestos téxicos xe-
nobidticos (desarrollados por el hombre), nunca antes
existentes en el suelo o en el agua. La mejor cepa
adaptada para degradar un cierto contaminante es
aquella que fue aislada en el ambiente contaminado
por el téxico especifico.

Recibido: diciembre, 1995
Aprobado: marzo, 1997
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Abstract

Torres-Bustillos, L.G.; P. Mijailova; G. Mdeller. “Modified strains in the degradation of recalcitrant and toxic or-
ganic compounds”. Hydraulic Enginerering in Mexico (in Spanish). Vol Xil Num. 3, pages 15-25, September-
Decembaer, 1997.

Advances in biotechnology have shown that the degradation of toxic and recalcitrant xenobiotics is a via-
ble alternative for poliution control. A critical analysis is offered of the applicability of modified strains in the two
related fields of environmental engineering: wastewater treatment and bioremediation of soils and aquifers.
There is a variety of products on the market for bioremediation or intensification of wastewater treatment. The
application of these products should be preceeded by detailed feasibility studies. The systems where they are
used must offer precise control over the biodegradation process. An alternative to the purchase of commer-
cially available strains is the isolation, identification and evaluation of indigenous microorganisms, and the
adaptation of mixed cultures. Batch or lot processes that reproduce the physico-chemical parameters of the
system may be used to acclimate the organisms. The parameters include organic load, pH, temperature, sali-
nity or ionic strength, and the prevalence of an aerobic, anaerobic or anoxic environment. The microorganism
best adapted to the degradation of a given pallutant is isolated from an environment in which the toxic is pre-
sent.

Key words: Modified strains, biodegradation, xenobiotics, recalcitrant organic componends, bioremediation,
refractori.
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