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RESUMEN

Las excelentes propiedades fisicas y quimicas de los bifenilos
policlorados-PCBs- (baja presion de vapor, baja solubilidad en agua, muy alta
constante dieléctrica, estabilidad a la oxidacion) condujo a un uso muy extendido
de ellos, a consecuencia de lo cual en los ultimos 50 afios se liberaron al
ambiente unas 700.000 toneladas.

Los PCBs se manufacturan y se venden como mezclas complejas que
difieren en su nivel promedio de cloracion.

Debido a su naturaleza lipofilica se acumulan en depdsitos grasos,
transmitiéndose asi a través de la cadena alimentaria.

Un riesgo asociado con los PCBs es su posible rol en carcinogénesis
humana.

De aguas del Rio Reconquista se aislaron 10 cepas bacterianas capaces de
crecer en medio mineral con PCBs como unica fuente de carbono y energia.

Para valorar la capacidad de consumir los PCBs, las cepas se enfrentaron
contra una mezcla comercial de estos compuestos (10 g/l de células -peso seco-
contra 0,5 g/l del xenobidtico).

Las incubaciones se detuvieron llevando el pH a 1 y los PCBs remanentes
se extrajeron con n-hexano o acetato de etilo. Los extractos fueron analizados por
HPLC y en algunos casos por CGL-masa .

Dos de las 10 cepas se estudiaron con mas detalle por su alto rendimiento
en el consumo de PCBs a los 7 dias de incubacion, estas fueron: K. oxytocca F2 'y
O. antropi K .

En todas las cepas aisladas, el proceso de degradacion no es abiotico.

En el caso de la cepa F2 se han encontrado metabolitos hidroxilados
persistentes como intermediarios del proceso. La velocidad de consumo de los
intermediarios hidroxilados seria mucho mayor que la del proceso de
hidroxilacion.

Para la cepa K, sin embargo, no se han podido aislar metabolitos
hidroxilados, no obstante se propone un mecanismo de dehalogenacion reductiva
como modelo del proceso de degradacion.

Las caracteristicas de las cepas aisladas les confieren la capacidad de ser
utilizadas en biorremediacion de areas contaminadas o bien en la eliminacion de
compuestos xenobidticos en biorreactores.



INTRODUCCION

Los bifenilos policlorados (PCBs), también conocidos por su nombre
genérico como ascareles, son una familia de compuestos producidos
comercialmente por cloracion directa del bifenilo usando cloruro férrico o iodo
como catalizadores. Los atomos de cloro pueden ubicarse en cualquiera de los
diez sitios disponibles en los dos anillos bencénicos originandose asi 209
compuestos teodricamente posibles. La posicion de los cloros esta mostrada en el
esquema de la Figura 1. Se muestra también uno de los posibles compuestos

originados en la reaccion de cloracion.
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Figura 1: Sintesis de PCBs via cloracion directa de bifenilo. Por este procedimiento
se originan alrededor de 100 compuestos diferentes.

Los PCBs son manufacturados y vendidos como mezclas complejas con
diferentes grados de cloracion. Las mezclas crudas obtenidas, se separan por
destilacion obteniéndose los distintos productos. Los productos van desde fluidos
ligeramente oleosos (di-, tri- y tetra-clorobifenilos), aceites pesados (penta-

clorobifenilos), hasta grasas y ceras (los mas altamente clorados).



Varios son los nombres comerciales utilizados por los fabricantes de
PCBs. Por gjemplo: “Aroclor” de Monsanto USA, “Clophen” de Farbenfabriken
Bayer AG Alemania, “Kanechlor” de Kanegafuchi Chemical Industrial Co. Ltd.
de Japon, etc.

Las excelentes propiedades fisicas y quimicas de estos compuestos han
permitido su aplicacion en una gran variedad de usos industriales, incluyendo
{luidos hidraulicos, fluidos para la transferencia de calor, solventes, 1'étardad01'es
de llama y fluidos dielécticos.

Entre las propiedades de estos productos podemos mencionar:

a) Propiedades fisicas

o Baja presion de vapor (debido a sus altos puntos de ebullicion).

a Baja solubilidad en agua.

m Densidades superiores a las del agua

Q Altas constantes dieléctricas.

Qo Solubles en la mayoria de los solventes organicos y compatibilidad con
muchos tipos de polimeros.

b) Propiedades quimicas

o Gran estabilidad quimica, lo que les confiere estabilidad a las altas
temperaturas y a la agresion quimica.
Q No son inflamables.

La utilizacion de los PCBs en equipos eléctricos, comenzo hace poco mas
de 35 aios. A fines de los 60 y principios de los 70, varios sucesos
desconcertantes enfocaron la atencion mundial sobre los aspectos toxicologicos y
ambientales de estos compuestos.

o En 1966 se encontrd6 una amplia dispersion de PCBs en el medio
ambiente cuando cientificos buscaban DDT.

Q En 1968 tuvo lugar el primer envenenamiento en masa de PCBs en
Japén, causado por la consumision de aceite de arroz contaminado.

a A principios del 70 ocurrieron varios incidentes en los EE.UU, a través
de la contaminacion en gran escala de alimento de aves de corral.

Q En 1979 tuvo lugar un gran envenenamiento en masa (2500 personas) en



Yu- Lemeng, Taiwan.

Desde esa época, la mayoria de los paises del mundo occidental dejaron
de fabricar PCBs. Sin embargo, a pesar de las restricciones, permanecen en uso
limitado, por lo menos dos décadas mas, particularmente en transformadores,
donde la espectativa de vida de los PCBs es de alrededor de 30 aiios.
Aplicaciones de PCBs en operaciones de circuito abierto han sido gradualmente
descartadas en paises de la OECD (Organizacion de Cooperacion y Desarrollo
Econémico) desde 1973: por ejemplo, aceite de corte, plasticos, adhesivos,
industrias de la imprenta y pintura, etc.

A fines del 60 ya a principios del 70, se descubrid que si los PCBs se
exponen a temperaturas de 300 a 400°C pueden transformarse en Dibenzofuranos
policlorados (PCDF’s) y estas sustancias son estables hasta los 800°C. Este
descubrimiento acarre6 mayores preocupaciones acerca de la seguridad de los
PCBs.

Los productos de degradacion térmica de los PCBs, son ademas de los ya
nombrados PCDF’s, las dibenzodioxinas policloradas (PCDD’s) y que se forman
por la pirdlisis de ciertos aditivos quimicos (triclorobencenos) que se agregan en
un 10-30% para bajar la viscosidad de los ascareles en los transformadores.

El origen mas importante de productos de pir6lisis de estos compuestos,
son los incendios en transformadores y capacitores llenos de PCBs, a causa por
ejemplo de un mal funcionamiento eléctrico o un cortocircuito. Estos productos
originados en la descomposicion quimica por el calor, son llevadas luego al
medio ambiente por el humo y el hollin del fuego.

Pruebas con animales han demostrado que los PCDD’s y PCDF’s son
compuestos muy (Oxicos, en particular, una cierta configuracion de tetracloro-p-
debencidoxiona, conocida como 2-3-7-8 TCDD es extremadamente letal. Solo
una 0,6 millonésima parte de gramo por kilogramo de peso fue suficiente para
matar a la mitad de una cantidad de cobayos que recibieron esa dosis. Ademas,
las pruebas en animales han demostrado que los PCDD’s Y PCDF’s son
potenciales cancerigenos y posiblemente mutantes genéticos.

La gran estabilidad quimica constituye uno de sus mas graves



inconvenientes, puesto que pueden permanecer sin alteracion en la naturaleza por
largos periodos de tiempo, llegando a acumularse en aguas o en tierra. Los PCBs
con mayor grado de cloracidn tienden a ser los congéneres mas persistentes.

Los PCBs son productos que pueden ingresar en los organismos vivos y
de acuerdo al tipo y tiempo de exposicion, la toxicidad puede ser:

a] cronica, de baja dosis y largo plazo

Q aguda, de alta dosis y corto plazo

La exposicion crénica ocurre, en la mayoria de los casos, a través de
contacto con la piel e inhalaciéon; mientras que la exposicion aguda ocurre a
través de las tres vias de penetracion (via respiratoria, piel o ingestion) . Las
personas expuestas a los PCBs por su ocupacion generalmente tienen un nivel del
mismo en plasma de 10 ppb a varios miles de ppb.Los sintomas de personas
expuestas son los siguientes:

s General: dolor de cabeza, pérdida de peso, dolor abdominal, impotencia,
sensacion de debilidad, nauseas, vomitos, dolor de musculos y coyunturas,
veértigo.

Q Piel: acné (cusado por el cloro), irritacion (dermatitis).

0 Higado: aumento de lesiones del higado, funcionamiento anormal,
afecciones de las vias biliares.

= Respiracion: bronquitis crénica, funciones de los pulmones reducida,
capacidad vital reducida.

Por su naturaleza lipofilica estos compuestos se acumulan en depositos
grasos y se transmiten a través de la cadena alimentaria, por este motivo gran
parte de las alteraciones organicas provienen de la presencia de estos compuestos
en estos tejidos. Por otra parte, es muy discutida aun hoy, su posible incidencia
en carcinogeénesis.

Se ha documentado (1) que la toxicidad se encuentra asociada al grado de
cloracion de los congéneres presentes en la mezcla, siendo los mas clorados los
que resultan mas riesgosos. Todo ello ha motivado que en la actualidad esté
totalmente prohibido en la mayoria de los paises su uso a escala industrial (2,3).

En un periodo de 50 afios se han producido unas 700.000 toneladas de



PCBs. Su amplia aplicacion y estabilidades quimica y térmica, contribuyeron al
origen de una contaminacién masiva. Se estima que 50.000 toneladas de estos
compuestos han sido liberadas al medio ambiente (1). Resulta necesario controlar
la presencia de esta clase de compuestos en la naturaleza, y de verse afectada
alguna zona por derrames es imperioso tratar de remediar la situacion.

Se han aislado bacterias aerébicas y anaerdbicas facultativas capaces de
degradar a los PCBs, asi como también se han encontrado hongos con la misma
actividad. Estos resultados indican que existen en la naturaleza microorganismos
capaces de utilizar estos compuestos como fuente de carbono. Bedard et al. (4) y
Sylvestre (5) han desarrollado métodos de screening para aislar y caracterizar
microorganismos que degradan bifenilos clorados.

En la Tabla 1 se muestran algunas de las cepas mas conocidas que
degradan a algunos derivados clorados de bifenilos.

Utilizando el método de screening antes mencionado, se realizaron
enriquecimientos de muestras de suelos contaminados, y posteriormente se
ensay0 la capacidad de los microorganismos aislados de degradar mezclas
definidas de PCBs. El uso de este tipo de mezclas ha posibilitado la investigacion
de la especificidad enzimatica presente en los cultivos observados.

La mayor parte de las cepas aisladas, puede degradar con facilidad los
congéneres menos clorados de las mezclas comerciales, mientras que s6lo unas
pocas logran utilizar como fuente de carbono y energia a los congéneres con mas
de cuatro cloros en la molécula. De las cepas reportadas hasta el momento con
actividades degradadoras, la mayor parte corresponde a bacterias aerébicas gram
negativas, aproximadamente un tercio corresponden al género Pseudomonas
(6,4), en el resto,se incluyen especies de especies de Achromobacter,
Alcaligenes y Moraxella. También se han reportado algunas especies de bacterias

gram positivas como Arthrobacter 'y Corynebacterium.



Tabla 1: Biodegradacion de bifenilos clorados

Compuesto Microorganismo Plasmido Referencia

4-clorobifenilo Acinetobacter sp. pKF1 7
Achromobacter sp. 16y 17 kb 8

Bacillus brevis -
Alcaligenes sp. + 9
Pseudomonas sp. - 10
Acinetobacter sp. pSS50 (35 kb) 11
Alcaligenes sp pSS50 (35 kb) 11
A. eutrophus H850 - 4
Pseudomonas sp - 13
P. cruciviae - 14
1,4-diclorobifenilo K. pneumoniae pAC21 15
3-cloro-4hidroxi-bifenilo  P. cruciviae B 14
PCB Aspergillus niger - 16
P. cruviviae - 14

Un caso interesante es la biodegradacion del pentaclorofenol (PCP), para
el cual se ha encontrado una via en la que tienen un rol importante
dehalogenaciones reductivas con participacion de glutation reducido
(17,18,19,20,21). Es de destacar que estas reacciones se presentan en una via

degradativa aerdbica. En la Figura 2 se muestra un ejemplo de ellas.
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Figura 2: Dehalogenacion reductiva de TCHQ

El analisis de los metabolitos intermedios, mostré que un gran numero de
los PCBs son convertidos a los correspondientes acidos clorobenzoicos, via una
ruta oxidativa (7). Por este motivo, un resultado importante ha sido la
caracterizacion del acido 4-clorobenzoico (4-CBA) como el principal metabolito
en la degradacion del 4-clorobifenilo en Bacillus brevis y Achromobacter sp. (8).
En las Figuras 3 y 4 se muestran las vias degradativas de estos compuestos. El 4-
clorobifenilo ha sido usado como un sustrato modelo para investigar la
degradacion aerdbica de los PCBs. Este compuesto modelo es transformado por
la serie de reacciones mostradas en la Figura 3, resultando varios compuestos que
pueden ser utilizados en el metabolismo general. Existirian segin lo propuesto en
esta via metabdlica, cuatro enzimas responsables de la degradacion oxidativa de
los PCBs a acidos clorobenzoicos. Hay organismos que s6lo pueden iniciar esta
ruta de reacciones, mientras que otros contribuyen a los hltimos pasos de la
degradacion; no obstante ninguno de ellos puede degradar a los clorobenzoatos, y
por tal motivo, estos se acumulan durante el catabolismo de los PCBs. El mapa
de reacciones propuesto en la Figura 3 corresponde a dos cepas de Pseudomonas
estudiadas en la Universidad de Minnesota en colaboracién con la Universidad

de Illinois, U.S.A (22,23).
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Figura 3: Via degradativa del 4-clorobifenilo.
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La degradacion de congéneres con mayor numero de atomos de cloro en la
molécula sigue en general una via similar a la mostrada, produciéndose
variaciones en los compuestos formados segun sea la disposicion de los atomos
de cloro. Son fundamentales en esta degradacion la accion de las dioxigenasas en
las posiciones 2,3 y de las dehalogenasas para producir compuestos
metabolizables via el ciclo de los acidos tricarboxilicos.

Como ya se menciond en parrafos anteriores, las cepas aisladas en general
no pueden degradar a los PCBs con alto grado de cloracion (tetra-, penta- y
hexaclorados); es posible que los altos niveles de cloracion resulten en un
impedimento estérico para la accion de las dioxigenasas en las posiciones 2,3. No
obstante se han podido aislar microorganismos capaces de degradar mas del 90%
de los PCBs presentes en una mezcla comercial como Aroclor 1242 (24).

Se considera como posibilidad la existencia de otras rutas en la via
metabdlica de los PCBs, tales son por ejemplo una actividad 3,4 dioxigenasa,
confirmado por Gibson (25). No obstante se propone, que ambas actividades, la
2.3 y 3,4 dioxigenasa podrian ser originadas por la misma enzima (datos ain no
confirmados).

Ha sido demostrado, que para una 6ptima utilizacion de los PCBs como
fuente de carbono, es necesario que no existan otras fuentes de carbono
disponibles en el medio, lo cual resulta un inconveniente para la aplicacion en
biorremediacién. Si bien los PCBs son degradados en estos medios también, el
rendimiento es mucho menor en estos sistemas comparado con los ensayos de
laboratorio. Una explicacion a este hecho, es pensar que se requiere la utilizacion
de los PCBs como unica fuente de carbono para producir la maxima induccion de
las enzimas degradativas de estos compuestos.

En la Figura 5 se muestran los caminos metabolicos propuestos para la
degradacion microbiana de estos compuestos, ejemplificada con la degradacion
de un penta-clorobifenilo (26).

La volatilidad, hidrofobicidad, e insolubilidad, son dificultades que
presentan los PCBs para ensayos acuosos de biodegradacion. Para minimizar

estos problemas , se han probado diversas formas para mejorar la dispersion dl
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suba en la tasa de degradacion.

Los estudios fisiologicos y genéticos realizados han demostrado que los
genes para la degradacion de los PCBs pueden ser codificados por plasmidos
(7,11) o estar presentes en el cromosoma (29, 30, 31, 33). Muchos estudios de
hoy en dia estan enfocados a la organizacion, clonado y caracterizacion de los
genes que codifican la degradacion de PCBs (12, 33).

Los genes que codifican el metabolismo de PCBs estan agrupados en un
operon, bphABCD (Figura 6). Los productos de cada uno de los genes del cluster
son: del gen bphA, la enzima bifenilo oxigenasa; del gen bphB, la enzima
dihidrodiol dehidrogenasa; del gen bphc, la enzima 2,3-dihidroxibifenil
dioxigenasa; y del gen bphD, la enzima 2-hidroxi-6-0x0-(4’-clorofenil)-hexa-2,4-
dienoato hidrolasa. En la Figura 3 se muestran las reacciones de las mencionadas
enzimas. En el caso de los genes cromosomales de Pseudomonas
pseudoaibaligenes KF707 entre el gen bphC y el gen bphD hay una region
llamada X de 3.3 kb de funcion desconocida (34, 12). La organizacion de los
genes asi como la homologia entre los productos de dichos genes, incluyendo el
tamaiio mo]eculér, esta sorprendentemente conservada entre los operones bph y
tol, estos resultados sugeririan un ancestro comin compartido entre bacterias

degradadoras de tolueno y aquellas que degradan PCBs (34).
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Figura 6: Estructura del operon bph para dos cepas de Pseudomonas:
Ps. pseudoalcaligenes KF707 y Ps. putida KF715



MATERIALES Y METODOS

1.- Drogas, reactivos y medios usados

Todos las sales inorganicas usadas (fosfatos de sodio 6 potasio, nitrato de
amonio, cloruro de sodio, sales de metales pesados, etc) fueron de grado
analitico. Los solventes organicos fueron también de grado analitico, o bien se
redestilaron antes de su uso. La mezcla comercial de bifenilos policlorados se uso
tal cual.

Las incubaciones con PCBs se realizaron en medio mineral de Mills y

col.(35) modificado, segun lo siguiente:

Medio mineral de Mills y col. modificado para bacterias de agua dulce:

NACL ...t 5¢g

L 0,7¢g
NEQHPO.; .................................................... 3 L4
MeSOy 7 Hol)ovosinnmunosmsmsismmssva 1,3g
KH2P04 ..................................................... 2 g2
NHNO; cosisimsinssmnsssismsismisesssmsssi lg
EDTA disodico 2 HyO....ooooeveeeiiiicee 0,256 g
Molibdato de NHy......ooeoveireiiiiiceee 0,186 mg
CaCl 2 HyO...ooiiiiiee e 0,073 g
FeS04 7T HaO. e 1,98 mg
ACid TCOHIICD, ..o nummanns 1 mg
Clorhidrato de tiamina..........c..cccccccevveennee. 0,50 mg
BIGHRR. i e rssaeaanRs 0,2 mg
Acido p-amino benzoico............cccoeveeviunnen. 0,2 mg
Vitaming B12......cann v 0,01 mg
I I m—— 1 ml

Composicion del Metal 44 por litro:

EDTA dis6dico 2 HyO....oooooeiiiiieecceeee. 29¢
ZHSO4 7 HQO ................................................ 10,45 .
FeSO4 7 HoO.ooovoiiieieeeeeeeeee e 5g



MnSO4 7 HaOooooooeeeeeeee e 1,54 g

CuSos S HoO.ooooeeeeeee e, 0, 392 g
(6161 P & X 0 S 0,248 g
Nasz_;O? 10 Hzo ............................................. 0,177 g

Los medios de cultivo comerciales usados, tales como caldo "Veal Broth",
agar triptona de soya, agar hierro tres azicares, medio Antibidticos 2, fueron de

DIFCO, y su composicion es la que sigue:

Caldo “Veal Broth” (por litro de medio)

.7 1 T ———— 5¢g
Peplona.... o 10g
Infusion de corazonm.................. 500 g

Triptona........cccoooiiiiiiiciies 15¢g
SOVA....oiiiiiiiiie e 5¢g
NaCl...ocooieieieee e 5g
AT, 15¢g
Agar hierro tre azucares (por litro de medio)
Peptona de caseina....................... 15¢g
Peptona de camne............c.cccunen. 5g
Estracto de camne.............cc.ccenenn. 3g
Estracto de levadura....................... 3g
NECL...o-nnnsmnsnmmmnannes 5¢
EASI08E . ovnmsmmnuansaias 10g
SACHIONE s 10¢g
Ny SIGCO8l .o lg
Aminio y hierro citrato.......... ........ 0,5g
Tiosulfato de sodio............ccococeuee. 03¢g
LT (R 0,024 g
BERL. s iisrivmmnmmuusrassonmsvsisresiss 12 g

Ajustado a pH 7.4

Se uso para hemolisis sangre ovina (Britasheep) y para los antibiogramas

discos de antibidticos obtenidos de Laboratorios Britania.



2- Enriquecimiento y aislamiento

Con el objeto de lograr cultivos de microorganismos consumidores de
PCBs, muestras de agua del Rio Reconquista y de tierras contaminadas con
dichos compuestos se sometieron al tratamiento descripto por Chou y Bohonos.
(36)

El mismo se realiz6 aereando dos a tre litros de las muestras de tierra
suspendidas 1/10 pv, o bien de aguas (en este caso no se efectuaban diluciones).
En todos los casos se les agregaba nutrientes para tener las siguientes
concentraciones finales: buffer fosfato 5 x 10° M pH 7,0 y sulfato de amonio 0,1
gl”, y se las sometia a un flujo de aire de 1 litro por minuto y litro de suspension.
Se efectuaba un agregado de 10 mg 1" de PCBs, el cual se reponia semanalmente.
Todos los pasos se hacian en oscuridad.

El sustrato utilizado fue una mezcla comercial de PCBs, tipo Aroclor
1242, esterilizada por tindallizacion (calentamiento a 80°C por 30 minutos
durante 3 dias consecutivos), y suspendido en agua destilada estéril por
sonicacion para facilitar la dispersion. Esta forma de dispersion fue la elegida
luego de probar la disolucion previa en otros solventes, por ejemplo acetona,
hexano, dimetilsulfoxido, tal como proponen algunos autores (4, 5).

Luego de tratar a las muestras, tanto a las de tierras como a las
provinientes del Rio Reconquista, durante uno a dos meses en fermentador, a
30°C, reponiendo los PCBs (10 mg I"') semanalmente, se pasaron alicuotas a
erlenmeyers con medio mineral de Mills y col. (35), modificado para el
crecimiento de microorganismos de aguas dulces, segun se ha descripto (37), y
con una concentraciéon de PCBs de 0,5 g 1", incubandose con agitacién (200 rpm)
a 30°C en oscuridad.

Se procedi6 al aislamiento de las cepas degradadoras de PCBs mediante
sucesivos repiques en medio mineral con el xenobidtico como tunica fuente de
carbono y energia.

La pureza de los cultivo se controlé por crecimiento sobre agar triptona de

soya.



3- Caracterizacion de las cepas

Para efectuar caracterizaciones de las cepas bacterianas aisladas, las
mismas se cultivaron previamente en medio "Veal Broth" de DIFCO.

Las cepas aisladas y que mantenian la actividad degradadora de PCBs
luego de tres o mas subcultivos en medio mineral, se caracterizaron mediante los
esquemas clasicos de tincidn y pruebas bioquimicas, asi como también utilizando
sistemas multripruebas API de bioMérieux.

La determinacidon de actividades enzimaticas se efectué mediante el kit
API-ZYM de bioMérieux, que brinda datos de produccion enzimatica de: lipasas,
fosfatasas y glicosidasas, entre otras.

Se determind la sensibilidad a distintos antibi6ticos tales como tetraciclina
y cloranfenicol, mediante discos por el método de Bauer et al.(38) Por otra parte
se ensayo la resistencia a cationes de metales pesados: plomo (como Pb[II], sal
usada acetato de plomo), cromo (como Cr[lll], sal usada cloruro de cromo),
cadmio (como Cd[Il], sal usada acetato de cadmio) y mercurio (como
mercurio[Il], sal usada cloruro mercirico), determinando la concentracion
inhibitoria minima para cada uno de ellos. En ambos casos se utiliz agar triptona
de soya para el crecimiento bacteriano.

La tolerancia a altas concentraciones de solventes organicos se verifico
incubando las cepas de la forma habitual en el medio mineral, en presencia de
cantidades crecientes (entre 1% hasta 20%) de clorobenceno y tolueno, tanto en
presencia como en ausencia de PCBs.

Se determind la actividad hemolitica de las cepas, haciéndolas crecer
sobre un medio agar triptona de soya-sangre e incubandolas durante 24 y 48
horas a 32°C, observandose la presencia o no de halos caracteristicos de

hemolisis.



4- Ensayos de consumo

Para valorar el consumo de PCBs por parte de las cepas, se realizd un
ensayo segun lo descripto anteriormente (37). Para obtener masa bacteriana, se
prepararon indculos en medio de Mills y col. modificado con PCBs comerciales
como fuente de carbono, los que luego fueron transferidos a 10 volimenes de
“Veal Infusion Broth”de DIFCO diluido a la mitad, y adicionando los PCBs
comerciales (0,5 gl”') para mantener la presion selectiva, incubandose en todos
los casos a 30°C con agitacion. Esto se hizo debido a que el crecimiento en
medio mineral sobre el compuesto xenobidtico no produce alto rendimiento de
células.

Las células se cosecharon por centrifugacion a 10.000 xg, se lavaron con
medio mineral sin fuente de carbono tres veces, y se resuspendieron en el mismo
medio. De las células resuspendidas, al 1% de peso seco (p/v) se les agregd PCBs
0,5 gl y se incubaron en un frasco erlenmeyer con tapén esmerilado, con
agitacion (200 rpm), a 30°C.

A distintos tiempos se detuvo la reaccion por el agregado de acido
perclérico, concentracion final 1%, y los congéneres de PCBs se extrajeron con 2
volumenes de n-hexano grado analitico, agitandose vigorosamente durante toda
la noche a la temperatura de incubacion. En algunas experiencias se utilizo
bifenilo (a una concentracion de 0.2 mg 1) como standard interno para poder
evaluar posibles pérdidas durante el proceso de extraccion.

Como control se wusaron incubaciones de células muertas por
calentamiento a 80°C durante 30 minutos y de células viables detenida la
reaccion a tiempo cero.

En algunos casos, los extractos de n-hexano se lavaron con NaOH 5%, y
dos veces con agua destilada. En otros casos, se omitié el lavado con el NaOH.
Los extractos se mantuvieron en todos los casos sobre Na,SO, anhidro a -27°C

hasta su analisis.



5- Analisis de los extractos

El analisis de las fracciones remanentes de PCBs se realizo por
cromatografia liquida de alta presion en fase reversa usando metanol como
solvente, en un cromatografo LKB Bronna, modelo 2249, con un detector
Pharmacia LKB VWM 2141 (lectura a 254 nm), rango 0-1 AUS, integrador LKB
Bronna sobre una columna Spherisorb S50 DS2 de 25 cm, flujo 0,5 ml min™.

En los casos de incubaciones provenientes de Klebsiella oxytocca F2 y de
Ochrobactrum antropi K se efectué un analisis mas detallado de los extractos,
usandose un cromatografo gas-liquido acoplado a un espectrografo de masa Trio
2-VG. Se utiliz6 una columna de metilsilicona de 25 m de longitud y diametro
interno de 0,25 mm y presion de la columna de 70 Kpa. El analisis de los
espectros de masa se realizd con ayuda de la base de datos del programa
MassLinx 3.0. Las identificaciones se hicieron en todos los casos con
probabilidades mayores al 90%.

Se realizaron reacciones de caracterizacion de fenoles con clururo

férrico, segiin el método descripto en el libro de Vogel (39).

6- Software utilizado

- APILAB de bioMerieaux

- STATISTICA version 6.0

- STATCALC de Epiinfo version 5.0
- MassLynx version 3.0



RESULTADOS

I- Cepas aisladas y sus caracteristicas mds importantes

Se han aislado luego de los enriquecimientos un total de 10 cepas que
pueden mantener la capacidad de utilizar a los PCBs luego de varios subcultivos
en medio mineral con el xenobidtico. Estas cepas corresponden a las siguientes
especies:

- Pseudomonas aeuruginosa -1 cepa aislada: H-

- Alcaligenes xylosoxidans -2 cepasa aisladas: L y A-
- Ochrobactrum antropi -3 cepas aisladas: K, Ey G-
- Ralstonia piketti -1 cepa aislada: F1-

- Klebsiella oxytocca -1 cepa aislada: F2-

- Staphylococcus sp. -2 cepas aisladas: J y B-

Debe destacarse que los microorganismos aislados perden la capacidad de
crecer sobre PCBs luego de dos o tres transferencias sucesivas por medio rico tal
como “Veal Broth” o caldo triptona de soya.

Originalmente se pudieron aislar un numero doble de cepas, pero las
presentadas, son las Ginicas que mantienen la actividad degradadora a lo largo de

todo el periodo de trabajo.

1. 1- Actividades enzimdticas

Para estudiar algunas caracteristicas particulares de las cepas se realizaron
estudios de actividades enzimaticas que arrojaron resultados interesantes en
cuanto a la diversidad de las cepas encontradas y su relacion con cepas
degradadoras de otros compuestos xenobidticos, aisladas en el laboratorio con

anterioridad.



En la Tabla 2 se indica la caracterizacion de cada cepa, el compuesto que

puede utilizar como fuente de carbono y energia, si es 0 no hemolitica y si se

aprecia o no produccion de surfactantes por observacion del efecto del cultivo

sobre la fase organica que sirve como sustrato.

Tabla 2: Caracteristicas principales de las cepas aisladas en el laboratorio.

Cepa Identificacion Consumo Hemolisis Biosurfactantes
A ~ Alcaligenes xilosoxydans | ~ PCBs - | Noproduce
E _ Ochrobactrum antropi | PCBs -“ ~ No produce

FC1 Pseudomonas aeruginosa ~ Alcanos -  Produce

FC2 Pseudomonas aeruginosa Alcanos Produce

FC3 Pseudomonas aeruginosa Alcanos Produce

FC8/1 Pseudomonas aeruginosa Alcanos - Produce

FC8/2 Pseudomonas aeruginosa Alcanos + Produce

FCo9/1 Pseudomonas aeruginosa Alcanos + Produce

FCO/T Burkholderia pseudomallei Alcanos - = No produce
Ft Raistoniapiketi | PCBs |+ | Noproduce

F2 Klebsiela oxﬂacca - e  Noproduce
G Ocmobacmm antropi |  PCBs - ~ No produce

GL1 " Burkholderia cepacia Tolueno + No produce

GL3 Pseudomonas aeruginosa Tolueno + No produce
H "Pseudmnooss aeruginosa_ | PCBs e ~ Noproduce
B Staphylococcus sp - PCBs - NOWOGuce =
L A!cahgenes xdosoxydans | pPchs = No produoe_'

PS1 Alcaligenes xilosoxydans Estireno : Produce

PS10 Alcaligenes xilosoxydans Estireno # Produce

PS11 Alcaligenes xilosoxydans Estireno + Produce

PS12 Pseudomonas putida Estireno + Produce

PS13 Pseudomonas putida Estireno - Produce

PS14 Ralstonia piketti Estireno L Produce

PS5A Alcaligenes xilosoxydans Estireno - Produce

PS5B Pseudomonas putida Estireno Produce

PS6 Pseudomonas putida Estireno Produce

Ps8 Alcaligenes xilosoxydans Estireno - Produce

PS9 Alcaligenes xilosoxydans Estireno - Produce

PSC Alcaligenes xilosoxydans Estireno - Produce

PSEA Pseudomonas putida Etilbenceno - No produce

PSEB Ralstonia piketti Etilbenceno - No produce




Con los resultados obtenidos mediante el kit de API-ZYM se realiz6 un analisis
de clusters, en el que se incluyé todas las cepas mostradas en la tabla anterior.
Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 7. Este analisis fue hecho con
el aporte de los datos de todos los miembros del laboratorio, quienes trabajan con
los otros compuestos xenobidticos distintos a los PCBs.

Observando los clusters obtenidos en base al criterio enunciado, se destaca
fundamentalmente la separacion de la cepa de Ochrobactrum antropi K respecto
de todas las demas cepas, aun las pertenecientes a su misma especie y que
consumen PCBs (Ey G).

La similitud entre la producciéon de enzimas de las dos cepas de
Staphylococcus sp. es muy poca, no obstante forman entre ellas un cluster
bastante alejado de las demas, todas gram negativas.

En la Tabla 3 se muestran los resultados de actividades enzimaticas
obtenidos exclusivamente con las cepas degradadoras de los bifenilos

policlorados.

Tabla 3: Actividades enzimaticas detectadas en las condiciones de incubacion
del ensayo de API-ZYM, expresadas en nmoles de producto formado

Ensayo Enzima A B E F1 | F2 G H K L J

NI:I

1 Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 Fosfatasa alcalina 5 5| 20 5 5| 40 5 30 10 5
3 Esterasa (C1) 0 0 0 0 0 5 0 0 0 0
4 Esterasa lipasa (C8) 0 5 0 0 5/ 10 0 0] 10f 10
b Lipasa (C14) 0 10 0 0 0 0 0 0 5 5
6 Leucina aril amidasa 20 0 5 10 10 5 30 5| 40 0
7 Valina aril amidasa 0 0 0 0 0 0 0 0 20 0
8 Cistina aril amidasa 0 0 0 0 0 0 0| 40 5 0
9 Tripsina 0 0] 20 0 0| 30 0] 10 0 0
10 Alfaquimotripsina 0 0 0 0 0 5 0 0 0 0
11 Fosfatasa acida 30 5| 40 0 10 40| 10 0 5 0
12 Naftol-A-S-Bl- 0 o 20 0 5 10 5 0 5 5

fosfohidrolasa
13 Alfa galactosidasa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
14 Beta galactosidasa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
15 Beta glucuronidasa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
16 Alfa glucosidasa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
17 Beta glucosidasa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
18 N-acetil-beta- 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
lucosaminidasa

19 Alfa manosidasa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
20 Alfa fucosidasa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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En cuanto a la propiedad de hemdlisis, en la Tabla 2 se muestra que entre
las cepas consumidoras de PCBs aisladas, sélo 2 de las 10 presentaron halos
tipicos en las placas de agar sangre, siendo éstas la cepa de Pseudomonas
aeruginosa H, y la de Ralstonia piketti F1.

Como hecho adicional puede mencionarse de que no se encuentra relacion
entre estas actividades hemoliticas, la presencia de enzimas lipoliticas ni la

produccion de biosurfactantes.

1.2- Resistencia a antibidticos

Se muestra a continuacion un resumen de los resultados obtenidos para la
resistencia a antibidticos de las cepas estudiadas, destacandose los resultados
obtenidos para tetraciclina y cloranfenicol, por ser antibidticos utiles como
marcadores de plasmidos. Sélo la cepa de Klebsiella oxytocca F2, es resistente a
tetraciclina, mientras que Gnicamente la cepa de Alcaligenes xylosoxidans A es
resistente a cloranfenicol. El resto de las cepas, no presentan resistencias
destacables.

Es interesante destacar, que K. oxytocca F2 es una de las dos cepas
elegidas para el estudio detallado del consumo, junto con O. antropi K, por

poseer el mayor rendimiento en el crecimiento sobre los PCBs.

Tabla 4: Resistecia a antibioticos para las cepas degradadoras de PCBs

Cepa | CFX | TMS | CFP | NET | CXM | AZT | FOS | CEF | OFX | CMP | TET
G S S S S S R R R s E8 S
J S S S S S S S S S s 5 |
F2 R S S S R R R S S B8t R
L R S S S R R R S S =84 8
A R S S S R R R S S | R s
F1 R S S S 2 R R S S S8
H 2 S S S R - R S S g8
K S S S S S - R R s |8 8
E S S S S S R R R S BB 1 8
B S S S S S S S S s ESit 8




Las abreviaturas utilizadas en la tabla corresponden a:

CFX = 5pg cefixima

TMS =25 pg trimetoprima 1,25 pg +
sulfametoxazol 23,75 pg

CFP =75 pg cefoperazona

NET = 30 pg netilmicina

CXM =30 pg cefuroxima

FOS = 50 pg fosfomicina
CEF = 30 pg cafalotina

OFX =5 pg ofloxacina
CMP = 30 pg cloranfenicol
TET = 30 pg tetraciclina

AZT =30 pg aztreonam

1.3- Resistencia a metales pesados

Todas las cepas aisladas exhiben, en general, una moderada resistencia a
cationes de metales pesados, particularmente cromo(I1I) y plomo(II). En la Tabla
5 se muestra un resumen de las mayores resistencias encontradas, indicandose la

frecuencia en la que aparece.

Tabla 5: Niveles de resistencia a cationes de metales pesados

Resisten hasta
CATION METALICO Concentracion MM Concentracion ppm
Cr(11I) 1,9 (8/10) 100 (8/10)
Pb(1I) 0.5 (7/10) 100 (7/10)
Cd(IT) 0,4 (4/10) 50 (4/10)
Hg(II) 0,12 (2/10) 25 (2/10)

1.4- Consumo y resistencia a solventes orgdnicos

Las cepas aisladas no son capaces de crecer cuando hay presente tolueno
en concentraciones superiores a 200 ppm, tanto en medio "Veal Broth" como en
medio mineral en presencia de PCBs.

En cambio el clorobenceno es tolerado hasta concentraciones de 1000
ppm por todas las cepas, y en algunos casos llegan a consumirlo. Particularmente

las cepas Ps. aeruginosa H, R. piketti F1, K oxytocca F2, O. antropi K, y A.



xylosoxidans L pueden utilizar al clorobenceno como fuente de carbono y

energia.

2.- Evaluacion del consumo de PCBs

2.1- Porcentajes de consumo en 7 dias de incubacion

Se evalu6 el consumo de PCBs por parte de las 10 cepas aisladas,
mediante el ensayo descripto en Materiales y Métodos. Es importante destacar
que todas las cepas muestran porcentajes de consumo en el ensayo
significativamente altos, aunque se destacan dos de ellas que exiben un 100% de
degradacion en los 7 dias de incubacion. Por este motivo, se las eligié para los

estudios posteriores mas detallados.

Tabla 6: Porcentajes de PCBs consumidos en 7 dias de incubacién por algunas
de las cepas aisladas de agua y de tierra.

CEPAS ORIGEN % de PCBs consumidos en
7 dias de incubacién
Ps. aeruginosa H Aguas 80
R piketti F1 _ Aguas - 80
Kooylocoa¥2 - - - Tiees =~ -~ ~ = W0

O. antropi E Aguas 80
A. xylosoxidans A Aguas 75

O. antropi G Aguas _ 80 _

Oanrpik o e 0
A. xylosoxidans L Tierra 90
Staphylococcus sp. B Tierra 85
Staphylococcus sp. ] Tierra 70

2.2- Consumo de PCBs por Klebsiella oxytocca F2

Pudo comprobarse, por el analisis de los extractos obtenidos de las
incubaciones, que esta cepa en las condiciones anteriormente descriptas,

consume mas del 90% del xenobiotico en 3 dias.




La incubacién de PCBs con células muertas no provocd ningiin cambio en
el contenido y composicion del xenobidtico, ya que se obtienen resultados
similares con las células viables a tiempo cero. Esto descartaria adsorciones
inespecificas del xenobidtico a la pared celular de las bacterias, como asi también
la existencia de reacciones abioticas.

En la Figura 8 se puede ver el registro de los cromatogramas gaseosos de
las incubaciones a tiempo cero y tres dias. El analisis de los espectros de masa
correspondientes, revela a tiempo cero los picos mostrados en la Tabla 7, como

los mas destacados.

Tabla 7: Tiempos de retencion para los distintos congéneres de PCBs

Tiempo de retencion Compuestos

11,70 - 12,08 - 12,78 Bifenilos biclorados

13,38 -14,10 - 14,25 Triclorobifenilos
Hasta 15,78 Bifenilos tetraclorados

El pico que se obtiene a T, 18,32 minutos, corresponde al ftalato de
disooctilo, que es un contaminante proveniente de los solventes. Los picos con T,
entre 4,42 y 9,00 minutos, consisten en una variedad de compuestos tales como
triclorobenceno, clorooctano, diversos hidrocarburos alifaticos ramificados y
aromaticos sustituidos, que son solventes e impurezas remanentes de la
preparacion de la mezcla comercial de bifenilos policlorados.

Comparando los cromatogramas presentados, se ve claramente la
desaparicion de los picos con T, correspondientes a los congéneres bi-, tri- y
tetraclorados de la mezcla comercial original, denotando un rapido consumo de
los mismos por la cepa aislada. Los picos correspondientes a los remanentes de la
preparacion de la mezcla no varian apreciablemente durante la incubacion, asi
como tampoco lo hace el pico que correponde al contaminante proveniente de los
solventes.

Cuando los extractos se corren en HPLC no puede obtenerse una

separacion tan neta en las diversas fracciones de bifenilos clorados como en
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CGL, pero los extractos lavados con NaOH producen resultados cuantitativos
comparables a los obtenidos por cromatografia gaseosa (10-15% de sustrato
remanente en 3 dias de incubacion, 0-1% a los 7 dias). Sin embargo, si los
extractos en n-hexano sin lavar con NaOH se corren en HPLC, se nota una
acumulacion de compuestos, posiblemente fenoles y acidos organicos que no han
podido ser caracterizados en este caso. Esto se pone de manifiesto por un
aumento en las lecturas de las areas de los cromatogramas por la mayor
absorcion especifica a 254 nm que tienen los fenoles sobre los hidrocarburos
clorados. Debido a que no se conocen las absorbancias especificas de la mezcla
resultante, no pueden valorarse en forma cuantitativa. A los siete dias de
incubacién se comprueba un decaimiento importante de las lecturas en los
extractos no lavados, lo que indica que los productos intermediarios también se
consumen.

En el cuadro siguiente se muestran los resultados de los PCBs remanentes
en extractos lavados y no lavados, expresados en porcentajes, para una

experiencia tipica con siete dias de incubacion.

Tabla 7: PCBs remanentes en extractos lavados y no lavados con NaOH 5%,
medidos por integracion de las areas en los cromatogramas obtenidos por HPLC

Dias de incubacion Extractos no lavados con Extractos lavados con
NaOH NaOH
0 100% 100%
3 60% 10%
7 20% 0%

Para los extractos de siete dias de incubacion, no lavados con NaOH, se
llega a valores del 20% de sustratos remanentes, debido a la persistencia en el
medio de las impurezas y solventes originalmente presentes en la mezcla

comercial de PCBs (40).




2.3- Consumo de PCBs por Ochrobactrum antropi K

En la Figura 9 se muestra las curvas de crecimiento de la cepa de O.
antropi K en medio "Veal Broth" y en medio mineral con PCBs. En este tiltimo

medio hay un menor crecimiento, debido quiza a las caracteristicas del sustrato.
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Figura 9: Curvas de crecimiento de la cepa K

La cepa K mostr6 un tiempo de duplicacion (tp) de alrededor de 10
minutos en el medio "Veal Broth" y de 90 minutos en el medio mineral.

En este caso no se hicieron lavados con NaOH porque se intentd
caracterizar compuestos fendlicos en los extractos por espectroscopia de masa.
Sin embargo, en las incubaciones no se han podido detectar, luego de realizar las
reacciones caracteristicas (39).

En la Figura 10 se muestran los cromatogramas obtenidos con los
extractos en n-hexano de incubaciones de la cepa K, a tiempo cero y a las 24
horas de incubacion. En las presentes incubaciones se us6 bifenilo (200 ppm)
como standad interno.

En la Figura 11 se muestra un detalle de los cromatogramas, para
visualizar mejor la region entre 14 y 20 minutos.

La Tabla 8 muestra un resumen de los hechos mas destacados,

indicandose que picos cambian significativamente en las 24 horas de incubacion,
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como asi también su identificacion. En los casos en que no ha sido posible una
identificacion precisa del congénere se indica con el simbolo (?). Es probable que
la cromatografia no resuelva adecuadamente las sustancias, y eso conlleva a una

mezcla de espectros de masa que dificultan la interpretacion de los mismos.

Tabla 8: Picos obtenidos en las cromatografias que desaparecen o cambian su area en
forma significativa durante las primeras 24 horas de incubacion.

Dia0 Dia 1

T Identificacion Tr Identificacion

12,92 3-cloro-1,1"-bifenilo

14,60 2,2'-dicloro-1-1'-bifenilo
15,05 3,5-dicloro-1-1'-bifenilo
15,37 4 4'-dicloro-1-1'-bifenilo

15,55 3,3'-dicloro-1-1'-bifenilo 15,60 3,3'-dicloro-1-1"-bifenilo
16,15 2.4 B-tricloro-1-1'-bifenilo
16,55 2.4’ 5-tricloro-1-1'-bifenilo 16,56 2,4' 5-tricloro-1-1'-bifenilo

16,78 Tricloro-1-1'-bifenilo (?)

17,02 2,3, 5-tricloro-1-1"-bifenilo
17,10 2,3,4'-tricloro-1-1'-bifenilo
17,28 3,4 4'-tricloro-1-1"-bifenilo

17.57 2,4 5-tricloro-1-1'-bifenilo 17.57 2,4 5-tricloro-1-1'-bifenilo
17,83 2,3 4-tricloro-1,1'-bifenilo

18,25 2,2' 5 5'-tetracloro-1-1"-bifenilo 18,02 Tricloro-1-1'-bifenilo (?)
18,38 2,2',3,5-tetracloro-1-1'-bifenilo

18,43 Tetracloro-1-1'-bifenilo (?) 18,59 2,4 4'-tricloro-1-1'-bifenilo

18,83 2,2',3,5-tetracloro-1-1"-bifenilo
18,93 Tricloro-1-1"-bifenilo (?)

19,13 2,3',4 b-tetracloro-1-1'-bifenilo 19,25 2.2'.4 5'-tetracloro-1-1'-bifenilo
19,58 2,3',4' 5-tetracloro-1-1"-bifenilo
19,70 2,3' .4, 4'-tetracloro-1-1"-bifenilo 19,83 2,2'.4 6-tetracloro-1-1'-bifenilo

20,17 2,2' 4 4'-tetracloro-1-1'-bifenilo
20,57 Tetracloro-1-1"-bifenilo (?)

El bifenilo corre con un tiempo de retencién (T,) de 11 minutos. Los T,
entre 12 y 15 minutos corresponden a congéneres mono- y biclorados, entre 15 y
19 minutos a isémeros de triclorados, y mayores de 19 minutos a congéneres
tetra- y pentaclorados.

En la Figura 12 se muestra el espectro de masa del bifenilo, m/z 154.

En la Figura 13 se ve el espectro de masa del 2-cloro-1,1-bifenilo, con un
T, de 12.92 minutos, m/z 188. Esta sustancia desaparece en 24 horas de

incubacion.
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En la Figura 14 se ve el espectro de masa del 2,2'-dicloro-1,1-bifenilo, con
un T, de 14.60 minutos, m/z 222. Este compuesto biclorado también desaparece
en las primeras 24 horas de incubacion.

La cepa aislada muestra un rapido consumo de los congéneres menos
halogenados, tales como los mono y biclorados.

En la Figura 15 puede verse el espectro de masa del 2,3',5-tricloro-1,1-
bifenilo, con un T, de 17.02 minutos, m/z 256. Este compuesto es un ejemplo de
congénere triclorado presente en baja concentracion, consumido totalmente en la
incubacion.

En la figura 16 se presenta el espectro de masa del 2,4',5-tricloro-1,1'-
bifenilo, con un T, de 16.55 minutos, m/z 256. Este compuesto no desaparece
marcadamente en la incubacion.

En la Figura 17 se muestra el espectro de masa del 2,2'5,5'-tetracloro-1,1'-
bifenilo, con un T, de 18.26 minutos, m/z 290. Este compuesto tetraclorado,
presente en bajas concentraciones, es también consumido totalmente en la
incubacion.

En la Figura 18 se observa el espectro de masa del 2,3',4',5-tetracloro-1,1'-
bifenilo, con un T, de 19.58 minutos, m/z 290. Este compuesto es dehalogenado
durante la incubacion.

En la Figura 19 puede verse el espectro de masa de otro congénere
tetraclorado, dehalogenado en la incubacion. Se trata del 2,3'4,4'-tetracloro-1,1'-
bifenilo, con un T, de 19.70 min, m/z 290.

En la Figura 20 puede apreciarse el espectro de masa del 2,2'.4,4'-tetra
tetracloro-1,1'-bifenilo, con un T, de 20.17 min, m/z 290. Este congénere es
dehalogenado en la incubacion.

En la Figura 21 se muestra el espectro de masa del 2,4,4'-tricloro-1,1'-
bifenilo, con un T, de 18.58 min, m/z 256. Este compuesto aparece durante las
primeras 24 horas de incubacion.

En la Figura 22 se ve el espectro de masa del 2,4,5-tricloro-1,1'-bifenilo,
con un T, de 17.57 min, m/z 256. Este compuesto se forma también durante la

incubacion.
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En la Figura 23 se muestra el espectro de masa de un bifenilo
pentaclorado, el 2,3'4,5',6-pentacloro-1, 1'-bifenilo, con un T, de 21.00 min, y un
m/z de 324. Este compuesto si bien es un congénere presente en pequeiias
cantidades en la mezcla inicial, es importante destacar que es consumido a pesar
de su alto grado de cloracion.

La incubacion de células muertas por calentamiento de la cepa de O.
antropi K, incubadas hasta una semana con la mezcla comercial de PCBs
muestra cromatogramas similares a los obtenidos a tiempo cero, indicandose asi
que los procesos de dehalogenacion no ocurren de manera abidtica en las

condiciones actuales.
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DISCUSION

De los resultados mostrados en el presente trabajo,debe destacarse en
primer lugar el hecho de haber podido aislar de suelos y aguas de las vecindades
de la ciudad de Buenos Aires, microorganismos capaces de utilizar PCBs como
tnica fuente de carbono y energia. En la mayoria de los casos se trata de
microorganismos gram negativos, oxidasa positivos, lo cual responde a las
generalidades de los aislamientos presentadas por otros autores (1, 26,34).

Sin embargo, también se ha podido aislar una cepa de enterobacteria
oxidasa negativa similarmente a lo encontrado (15), como asi también
sorprendentemente se han podido aislar dos cepas de cocos gram positivos,
provinientes de las tierras contaminadas. en general los reportes de cepas gram
positivas son mucho menores que los de gram negativas (26).

En la Tabla 2 puede verse que entre las cepas degradadoras de PCBs, dos
han resultado ser hemoliticas (Ps. aeruginosa H y Ralstonia piketti A) y las otras
no; ademas ninguna tiene la capacidad de preoducir surfactantes.

No existe ninguna relacién entre la actividad lipolitica, hemolitica, no la
produccién de biosurfactantes para las cepas degradadoras de PCBs. Tampoco se
encontraron relaciones para cepas degradadoras de hidrocarburos en general
(estos ultimos datos aportados por el resto de los integrantes del laboratorio)

Habiendo encontrado diferentes cepas de microorganismos degradadores
de PCBs pertenecientes a las mismas especies bacterianas, se realizo un analisis
estadistico basado en la produccion enzimatica de estas cepas con el objeto de
establecer posibles similitudes entre las mismas. En este analisis, se incluyeron
también las cepas aisladas por otros integrantes del laboratorio con capacidades
degradadoras de otros compuestos xenobidticos, ya que en su mayoria provienen
de los mismos ambientes naturales y pudieron haber tenido alguna similitud

interesante.



Se han encontrado modelos de produccion de enzimas distintos para las
diferentes cepas de las mismas especies y que degradan el mismo compuesto, en
todos los casos de los xenobidticos estudiados en el laboratorio. Es de destacar el
hecho de que O. antropi K estd muy alejado de todos los demas clusters,
inclusive de las otras dos cepas de su misma especie que degradan PCBs.

En cuanto a la resistencia a antibidticos, sélo se ha encontrado una cepa
resistente a cloranfenicol, 4. xylosoxidans A, y una cepa resistente a tetraciclina,
K. oxytocca F2. Esto exije buscar otros posibles marcadores de plasmidos para el
analisis genético posterior. Esto se puede asociar a la baja resistencia a metales
pesados que presentan las cepas aisladas.

Ninguna de las cepas aisladas es capaz de consumir tolueno, sugiriéndose
asi la ausencia del operon (ol en estas bacterias.

Por otra parte agunas de las cepas aisladas pueden utilizar clorobenceno
como unica fuente de carbono y energia. Este es un resultado interesante, en
cuanto que los reportes que existen hasta el momento sobre degradaciéon de
clorobencenos han sido exclusivamente en condiciones anaerdbicas (26). La
posibilidad de degradacion de estos solventes, intermediarios de sintesis de
pesticidas y colorantes, abre una nueva linea de trabajo en el laboratorio,
orientada a la utilizaciéon de los microorganismos encontrados en procesos de
biorremediacion.

No se ha encontrado una correlacion del 100% entre el consumo de PCBs
y el consumo de clorobenceno, lo que puede indicar que las enzimas utilizadas
para la biodegradacion de estos compuestos serian diferentes.

En la Tabla 6 se mostraron los resultados obtenidos para el consumo de
PCBs a los 7 dias de incubacion para las distintas cepas aisladas. Si bien todas
ellas exhiben un alto porcentaje de consumo del xenobidtico, cabe destacar que la
cepa F2 y la cepa K pueden consumir en las condiciones de ensayo en frasco de
laboratorio, el 100% de 1a mezcla comercial de PCBs en los 7 dias de incubacion.
Esto las convierte en cepas potencialmente utiles para pensar en el desarrollo de
un proceso en fermentador destinado a la eliminacién de residuos que contengan

estos compuestos, ya que este tipo de procesos son econdémicamente mas



favorables que la eliminacion por incineracion. Por ello se decidié continuar con
un estudio mas detallado de los metabolitos formados por ambas cepas.

El método de extraccién utilizado asegura una correcta recuperacion de
todos los congéneres existentes en la mezcla inicial, esto fue comprobado
mediante la extraccion de células muertas, de las cuales se obtuvo un perfil
cromatografico idéntico al obtenido con las incubaciones de células viables
detenidas a tiempo cero.

Luego de probar el uso de detergentes como Triton y de solventes como
acetato de etilo, tal como prorponen otros autores, se comprobé que la utilizacion
de los mismos conlleva un solapamiento de los picos en las corridas
cromatograficas,debido a la formacion de emulsiones, que impiden una buena
separacion de los componentes presentes en las extracciones, por tal motivo no se
utilizaron estos compuestos.

Por otras parte, la reduccion a pH 1 con acido perclorico, y el contacto
durante toda la noche en agitacion con el solvente de extraccion, asegurd la
recuperacion cuantitativa de los PCBs y otros compuestos que pudieran formar
parte de los extractos de incubacion.

A diferencia de lo hallado por Sylvestre y col. (41) , en las condiciones del
ensayo, no se encuentran compuestos coloreados, aunque el medio contiene
nitratos, lo que indica que no se produce nitracién de los clorobifenilos.

La cepa de Klebsiela oxytocca F2 degrada con muy buena eficiencia los
bifenilos policlorados asi como también los compuestos acidicos y/o fendlicos
que se forman transitoriamente durante las incubaciones.

La cepa de Ochrobactrum antropi K aislada de tierras contaminadas,
también consume un 100% de los PCBs en los 7 dias de incubacion, lo que la
convierte en el otro candidato de interés para biorremediacion y/o su utilizacion
en biorreactores. Las extracciones de las incubaciones se hicieron en este caso en
presencia de bifenilo como standard interno, sustancia que no esta presente en la
mezcla inicial , para evaluar la posibilidad de pérdidas durante las extracciones.

En la Figura 10 se ve, que en las primeras 24 horas de incubacién hay un

consumo aproximado del 50% de los PCBs.



En la Figura 11, en la que se muestran los cromatogramas ampliados entre
los 14 y 20 minutos, se distinguen una serie de picos que desaparecen, por
ejemplo, T,: 14,60- 15,05- 15,37- 16,15- 17,10~ 18,03- 18,25- 19,58- 19,70, entre
los mas importantes, asi como también desaparece un pico a las 12,92 minutos
que se aprecia en la Figura 10.

Algunos, cambian su area significativamente, T,: 15,55- 16,55y 17,57.

Por ultimo, aparecen otros que no estaban presentes en la mezcla original,
tales como, T,: 16,37 (muy pequefio)- 18,02 y fundamentalmente 18,59.

Las sustancias contenidas en estos picos fueron identificadas mediante
espectroscopia de masa. En todos los casos, se pueden detectar los iones
correspondientes a los derivados con los distintos nimeros de atomos de cloro
posibles. La identificacion de cada uno de ellos se muestra en las figuras al lado
del espectro de masa correspondiente.

En los estos cromatogramas, no se han podido detectar compuestos
hidroxilados, a diferencia de los resultados obtenidos pora K. oxytocca F2 .
Tampoco se obtuvo reaccion positiva para fenoles (39) en las mezclas de
incubacién ni en los extractos.

Se detecta un consumo rapido de congéneres mono-, bi- y hasta
triclorados, desaparicion de algunos tetra- y pentaclorados y aparicion de algunos
triclorados.Algunos de los picos de los triclorados, mantienen o bajan muy poco
su area. Todo esto lleva a suponer, que en principio los congéneres mas
halogenados se convierten en derivados con menro nimero de atomos de cloro
sin la participacion de enzimas oxigenantes. La participacion de este tipo de
enzimas que llevan a la formacion de compuestos hidroxilantes, hace que los
compuestos hidroxilados inermediarios sean eliminados rapidamente.

En la Figura 24 se muestran una serie de ejemplos con las sustancias
encontrados en los extractos de las incubaciones a tiempo 0 y a las 24 horas, que
ilustran la posibilidad de conversiones por dehalogenaciones reductivas de

algunos congéneres tetraclorados en triclorados.
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Figura 24: Ejemplos de dehalogenaciones de bifenilos policlorados
por Ochrobactrum antropi K

Algunas dehalogenaciones reductivas se han demostrado para la
degradacion aerébica del pentaclorofenol (17,18,19,20,21), pero con la
participacion de glutation y siempre sobre un derivado hidroxilado. En el
presente caso no sabemos cual es el cofactor que provee los hidrégenos
necesarios, pero aparentemente no es necesaria la presencia de oxhidrilos en la
molécula para que se produzca la dehalogenacion reductiva.

La posible diferencia de velocidades de reaccion entre la dehalogenacion y
el catabolismo posterior de enzimas hidroxilantes, sugiere una via metabolica

como la que se sugiere en la Figura 25.
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Figura 25: Mecanismo propuesto para el metabolismo
de PCBs por Ochrobactrum antropi K

En la mezcla de PCBs, los congéneres menos halogenados son atacados
preferentemente por las enzimas oxigenantes codificadas en el operon bph , que
los convierte en compuestos polares, hidrosolubles, y mas facilmente
metabolizables.

Para los congéneres mas halogenados, hay una carencia de posiciones
libres para los ataques de las enzimas oxigenantes. Ellos serian atacados en
primera instancia por una sistema dehalogenante, que mantiene a las moléculas
en un estado poco polar y poco soluble en agua, lo que les asegura un mayor
tiempo de vida media en la reaccion.

Al que quedar posiciones libres favorables para el ataque de las
dioxigenasas, éstos se convierten en compuestos hidroxilados, solubles en agua,
los cuales son rapidamente degradados por el resto del operon bph.

Se prefiri6 profundizar en el estidio metabolico de O. antropi K, por no
acumular metabolitos hidroxilados durante las incubaciones, a diferencia
de K. oxytocca F2, porque esto favorece el uso de la misma en biorreactores.

Por altimo, se destaca, que en ningin caso la dehalogenacion es abiotica.



CONCLUSIONES GENERALES

Se han podido aislar de tierras y aguas de la ciudad de Buenos Aires, 10 cepas
que utilizan a los PCBs como tinica fuente de carbono y energia

Dos de las cepas aisladas (Ochrobactrum antropi K y Klebsiela oxytoca F2)
presentan una abundante crecimiento y una rapida metabolizacion del
xenobidtico a escala de laboratorio, lo que les confiere caracteristicas
interesantes para intentar un estudio a escalas mayores.

Los resultados expuestos en el presente trabajo, constituyen los primeros pasos
para el abordaje de la biorremediacion de este tipo de compuestos
contaminantes y de otros similares, que constituyen un verdadero riesgo para
la salud de todos los organismos vivos.

El estudio metabolico del consumo de PCBs como tunica fuente de carbono y
energia para la cepa O. antropi K aislada, arrojé resultados que permitieron
proponer un mecanismo adecuado para el metabolismo de estos xenobiéticos.
El mecanismo propuesto es coherente con los metabolitos hallados durante la

incubacion.
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PROXIMOS ESTUDIOS

e Se realizan en este momento ensayor orientados a la caracterizacion genética
de los microorganismos aislados en el laboratorio, intentando verificar si la
actividad degradadora de PCBs es cromosomal o plasmidica.

¢ Se intenta también en este momento el uso de O. antropi K en fermentador.
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