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Abstract— The use of polychlorinated biphenyls (PCBs)
represents a threat to the environment and to the health of
living beings, including humans. Therefore, the objective of
this research was to aerobically biodegrade a mixture of PCBs
using Pseudomona aeruginosa. For this purpose, a
biodegradation assay was developed, as well as an analytical
method by High Performance Liquid Chromatography (HPLC)
to quantify Aroclor 1221, 1242 and 1254, which proved to be
linear (R>>0.995), precise (CV<2.7 %), accurate with
recovery percentages higher than 80 % with detection limits of
0. 006, 0.02 and 0.18 mg/L and quantification limits of 0.35,
0.67 and 0.65 mg/L for Aroclor 1221, 1242 and 1254,
achieving biodegradation percentages of 97.62% and 97.40%
for Aroclor 1221 and 1242 respectively, these values being
higher than those reported in previous studies, and 25.40% for
Aroclor 1254.
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Resumen- El uso de bifenilos policlorados (BPC)
representa una amenaza al medio ambiente y a la salud de los
seres vivos incluyendo al ser humano, por lo cual, la presente
investigacion tuvo como objetivo biodegradar aerdobicamente
una mezcla de BPC mediante el empleo de Pseudomona
aeruginosa. Para ello se desarrollo un ensayo de
biodegradacion, asi como un método analitico por
Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC) para
cuantificar Aroclor 1221, 1242 y 1254 resultando ser lineal
(R*>0.995), preciso (CV<2.7 %), exacto con porcentajes de
recuperacion mayores de 80 % con limites de deteccion de
0.006, 0.02 y 0.18 mg/L y limites de cuantificacion de 0.35,
0.67 y 0.65 mg/L para Aroclor 1221, 1242 y 1254, logrando
porcentajes de biodegradacion de 97.62% y 97.40% para
Aroclor 1221 y 1242 respectivamente, siendo estos valores
mayores que los reportados en estudios anteriores, y 25.40%
para Aroclor 1254.
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living beings, including humans. Therefore, the objective of
this research was to aerobically biodegrade a mixture of
PCBs using Pseudomona aeruginosa. For this purpose, a
biodegradation assay was developed, as well as an analytical
method by High Performance Liquid Chromatography (HPLC)
to quantify Aroclor 1221, 1242 and 1254, which proved to be
linear (R?>0.995), precise (CV<2.7 %), accurate with
recovery percentages higher than 80 % with detection limits of
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for Aroclor 1221 and 1242 respectively, these values being
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l. INTRODUCCION

Los bifenilos policlorados (BPC) son un grupo de
sustancias quimicas organicas conformados por 209
compuestos clorados que se han utilizado durante casi 100
afios [1]. Su uso se ha restringido debido a su alta persistencia
y en la actualidad se sabe que practicamente todos los
compartimentos del ecosistema, incluidos el aire, el agua, el
suelo, los sedimentos y los organismos vVivos estan
contaminados con BPC [2]. Debido a su estabilidad térmica y
a su elevada constante dieléctrica, los BPC se han utilizado
para diversas aplicaciones industriales, como lubricantes,
fluidos dieléctricos y plastificantes y se estima que se han
producido 1.5 millones de toneladas en todo el mundo [3]. Los
BPC se caracterizan por su alta toxicidad y su capacidad de
bioacumulacion en la cadena alimenticia representando una
importante amenaza al sistema bidtico y a los ecosistemas, ya
que, su presencia en alimentos puede ocasionar
neurotoxicidad, carcinogénesis, toxicidad para el desarrollo y
la reproducciéon, toxicidad dérmica, efectos endocrinos,
hepatotoxicidad y la induccion enzimatica de farmacos [4].
Recientes estudios han encontrado que el Aroclor 1221
pertenece al grupo de sustancias quimicas disruptoras
endocrinas encontrando mayor alteracién en la expresion y
morfologia de los genes del hipotalamo en ratas [5] y a niveles
ambientales el Aroclor 1254 induce la enfermedad del higado
graso no alcohdlico en ratones machos [6], por otro lado,
Aroclor 1242 interrumpe la reproducciéon en monos rhesus
machos adultos (Macaca mulatta) [7].

Debido a la importancia de un buen manejo y tratamiento
adecuado de los BPC, es necesario desarrollar tecnologias de
biorremediacion eficaces y de bajo costo, para asi mejorar la
calidad de vida como contribuir en el cuidado del medio
ambiente. Ademads, los BPC son contaminantes ambientales
dificiles de cuantificar y remediar [8]. Varias investigaciones
han informado cierta eficiencia de la degradacion de
contaminantes organicos por los microorganismos ya que, se
adaptan a los cambios del medio ambiente y sus diversas
enzimas metabdlicas suelen emplearse para la eliminacion
segura de los contaminantes del medio ambiente, lo cual,
resulta de gran utilidad para elaborar métodos biotecnologicos
mas seguros y econdmicos para la recuperacion de suelos y
aguas contaminados con esos compuestos [9], generando un
gran interés en desarrollar alternativas de biorremediacion
rentables, pese a que se reportaba que los BPC eran
inalterables por los procesos biologicos, frente a esto, la
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literatura actual indica que, los BPC pueden ser metabolizados
significativamente por varios tipos de organismos, incluidos
mamiferos, plantas, hongos y bacterias [3]. Ademas de tomar
en cuenta el marco legal internacional aplicable a la gestion de
BPC, que son el Convenio de Basilea, Convenio de
Estocolmo, Convenio de Rotterdam y el Reglamento técnico
para la gestion sanitaria y ambiental de los BPC, en los cuales
se establece la obligacion para eliminar y restringir su uso. Por
lo cual, el presente estudio tuvo por finalidad degradar
aerobicamente una mezcla de bifenilos policlorados (PCBs)
(Aroclor 1221, 1242 y 1254) mediante el empleo de
Pseudomona aeruginosa como alternativa para acelerar la
eliminacion de estos contaminantes. Considerando también el
aspecto econémico €S un punto importante en el desarrollo de
la tecnologia propuesta debido a que existen ventajas que
justifican la aplicacion de un método analitico por
Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC) con
respecto al método por Cromatografia de Gases (GC) como el
bajo costo, uso de la gravedad en lugar de una bomba de alta
velocidad, facilidad de obtener resultados, etc. Y con respecto
al proceso de biorremediacion abrir nuevas perspectivas en
torno a los usos biotecnologicos de Pseudomona aeruginosa.

Il. MATERIALES Y METODOS

A. Reactivos quimicos

El estandar analitico de Aroclor Mix 2 de 200 pg/mL fue
obtenido de Sigma-Aldrich. El acetonitrilo y metanol grado
HPLC, los medios de cultivo, y reactivos en general fueron
obtenidos de Merck. El agua Ultrapura (18.2 MQ cm) fue
producido por un purificador de agua Thermo Scientific
Barnstead Easypure Il — RF.

B. Condiciones cromatogrdficas

Se utilizo un Cromatografo Liquido de Alta Performance
(HPLC) Hitachi LaChrom Elite®, una Columna Chromolith®
Performance RP-18e 100-4.6 mm (2 um). La Fase mévil para
la separacion de los Bifenilos policlorados (BPC) consistié en
un sistema isocratico de acetonitrilo: agua (70:30) con un flujo
de 1.5 ml/min a una longitud de onda de 205 nm y un tiempo
de corrida de 15 minutos.

C. Desarrollo de un método para cuantificar Aroclor 1221,
1242 y 1254 por HPLC

Para avaluar la linealidad del método propuesto, se
construy6 un grafico de calibracion preparando una solucion
estandar stock de 20 mg/L en metanol grado HPLC a partir del
Aroclor Mix 2. Posteriormente, se prepararon soluciones de
calibracion a concentraciones de 2 a 14 mg/L, estas soluciones
fueron filtradas usando un filtro WHATMAN de 45 um NYL
y se procedid a leer por HPLC a condiciones establecidas.
Dicho procedimiento se realiz6 por triplicado. La regresion

lineal fue calculada usando el método de los minimos
cuadrados con la finalidad de hallar la ecuacidn de la recta.

y =a+bx (1)

Donde, “y” es el area expresado en mili unidades de
absorbancia (mAU), “X” es la concentracion en de cada BPC,
“a” corresponde al intercepto Y “b” a la pendiente.

Posteriormente, se calculd6 el coeficiente de
determinaciéon R? que debe ser mayor a 0.995 [10] para
cuantificar BPC en muestras.

La sensibilidad se determiné calculando los limites de
deteccion (LD) y cuantificacion (LC) del método.

EL LD que corresponde a la minima cantidad de BPC
que el método puede determinar, mas no cuantificar, fue
calculado mediante la siguiente ecuacion [10]:

LD= o +35, xi 5
b

n

Por otro lado, el LC que corresponde a la minima
cantidad de BPC que el método puede cuantificar con
precision y exactitud, fue calculada con la siguiente ecuacion
[10]:

Yy +10S, 1
LC="" """ x (3)
A/N

Donde, “Yun” corresponde al intercepto (a) de la ecuacion
de la recta, “n” es el nimero de puntos en el grafico de
calibracion y “Sp” corresponde al intercepto de la ecuacion de
la recta obtenida relacionado la concentracion y la desviacion
estandar de los datos del grafico de calibracion.

La precision se determind preparando seis soluciones del
Mix de BPC para luego ser analizados por HPLC. La
preparacion y los analisis de muestras se realizaron por
diferentes analistas para expresar la precision en términos de
reproducibilidad y fue evaluada por el coeficiente de variacion
(CV) usando la siguiente féormula:

CV = > 100 @
X

Donde: “X ” es el promedio de las seis medicionesy “s”

corresponde a la desviacion estandar de dichas mediciones.
La exactitud se determin6 por el método del porcentaje
de recuperacion (% R), para esto, en primer lugar, se
cuantifico la concentracion de Aroclor 1221, 1242 y 1254 en
una muestra del estudio de degradacion, luego, se
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Fig. 1. Cromatograma de la determinacion de A) Aroclor 1221, B) Aroclor 1242 y C) Aroclor 1254 por HPLC

enriquecieron con una concentracion conocida de Aroclor
1221, 1242 y 1254. Posteriormente, se analizaron por HPLC y
se procedio a calcular el % R usando la siguiente formula:

%R = CeC_Cxloo 5)

es

Donde, “C” es la concentracion de Aroclor 1221, 1242 y
1254 en la muestra, “C¢” es la concentracion de la muestra
enriquecida con estandares de Aroclor 1221, 1242 y 1254 y
“Ces” es la concentracion de los estandares de Aroclor 1221,
1242 y 1254 con los que se enriquecieron a las muestras.

D. Ensayo de degradacion de Aroclor 1221, 1242 y 1254
por Pseudomona aeruginosa

Para los ensayos de degradacion se utilizo el Medio
Mineral Gray & Thornton [11] y estuvo compuesto por KNO3
(1.0 g/L), FeCls (0.02 g/L), MgSQ4 (0.2g/L), NaCl (0.1 g/L),
CaCl, (0.1 g/L) y KoHPO4 (1.0 g/L) ajustado a un pH de 6.8
con H,SO., posteriormente fue enriquecido con 10 mg/L de
Aroclor Mix 2.

Para el indculo bacteriano se utilizd a Pseudomona
aeruginosa identificada como tal en un estudio previo [12],
sometiendo la cepa a un medio mineral de baja concentracion
de sales [11] enriquecido con BPC a una concentracion final
de 10 ppm, con el propdsito de adaptacion a los BPC como
fuente de energia, y se dejo incubando a pH 6.5 y 37 °C por 6
dias. Los ensayos de biodegradacion se realizaron mezclando
2254 uL del medio mineral enriquecido con 46 pL de dilucion
bacteriana 10° cell/mL en un vial 4mbar. El vial se 1llevo a
incubacion a 37°C por 7 dias y se tomaron muestras de 200 pL
alos 0, 1,2,3,5y 7 dias en tubos eppendorf de 1.5 mL y se
analizaron por HPLC previa extraccion de los BPC.

Para la extraccion de BPC de lo medios, se midieron 200
pL de muestra en un eppendorf, luego, se agregé 0.67 g de
sulfato de sodio anhidro y se dejé reposar por 10 minutos.
Posteriormente, se afiadieron 200 ul de acetonitrilo grado
HPLC y se agit6 en un vortex por 5 minutos, se centrifugd por
3 minutos a 3000 rpm [13] en una microcentrifuga Centra CL2
Thermo IEC, se recuper6 el sobrenadante y se almacend en un
tubo eppendorf para su posterior analisis por HPLC.

El porcentaje de biodegradacion se calculé utilizando la
siguiente formula:

Biodegradacion(%) = C"C_C‘xloo (6)

0

Donde, “Ct” es la concentracion de BPC en el medio mineral
en un tiempo determinado, “Co” es la concentracion
inicial de BPC.

E. Estudios cinéticos

Los datos de biodegradacion obtenidos fueron modelados
en la herramienta de fiteo del software Origin Pro 9.0 donde
se eligié el modelo exponencial que mejor se ajustara a los
valores obtenidos experimentalmente, lo cual, se verificé por
el coeficiente R

El modelo matematico de mejor ajuste a los datos se
utilizé para calcular la concentracion tedrica a cada tiempo del
experimento de biodegradacién, estos valores, fueron
contrastados con los valores experimentales (concentracion
practica) para evaluar su correlacion tedrico-practica, lo cual,
también se verificé con el coeficiente R?
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[11. RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 1 se observa que, los tiempos de retencion
para Aroclor 1221, 1242 y 1254 son 4.65, 5.22 y 6.34 minutos
respectivamente, utilizando una fase movil de acetonitrilo:
agua (70:30) y un tiempo de corrida de 15 minutos. Por otro
lado, en la Tabla 1 se presentan los resultados de los
parametros de validacion evaluados respecto al método por
HPLC desarrollado para cuantificar Aroclor 1221, 1242 y
1254. El grafico de calibracion preparado a concentraciones
desde 2 a 14 mg/L de cada Aroclor dio como resultado
coeficientes de determinacion (R?) entre 0.9997 a 0.9999. Los
valores de coeficientes de variacion estan entre 1.50 a 1.81 %
y el porcentaje de recuperacion (% R) estuvieron entre 84.58 a
89.02 %. Con dichos resultados, se comprueba que, el método
es lineal (R?>0.995), preciso (CV<2.7%) y exacto con %R
superior a 80 % [10].

TABLA |

PARAMETROS DE VALIDACION DEL METODO PARA CUANTIFICAR
AROCLOR 1221, 1242 Y 1254 POR HPLC

Pardametro Aroclor 1221 Aroclor 1242 Aroclor 1254
R? 0.9999 0.9999 0.9997

LD (mg/L) 0.0593 0.0197 0.1759

LC (mg/L) 0.3532 0.6729 0.6536

CV (%) 1.50 1.81 1.51

%R 84.58 88.53 89.02

a -4231.5 -14954 -535.55

b 17922 57470 18587

* R2: Coeficiente de determinacion, LD: Limite de deteccion, LC: Limite de
cuantificacion, CV: Coeficiente de variacion, %R: Porcentaje de recuperacion,
a: Intercepto, b: Pendiente

En el inoculo preparado, luego de 6 dias de incubacion,
se observo la disminucién progresiva en la concentracion de
BPC, lo que indica que la bacteria empleada se ha adaptado
rapidamente a la fuente carbonada, siendo capaz de
transformarla. Presenta turbidez debido al crecimiento
microbiano.

En la Figura 2, se observa la biodegradacion porcentual
de Aroclor 1221, Aroclor 1242 y Aroclor 1254 en presencia de
Pseudomona aeruginosa durante sicte dias, siendo sus
concentraciones iniciales de 9.93, 995 y 9.76 mg/L
respectivamente. Se puede notar que, el Aroclor 1221 y 1242
se degradaron hasta valores de 97.62 % y 97.39 %
respectivamente, esto podria deberse a que estas moléculas
poseen menor cantidad de cloros en su estructura, mientras
que el Aroclor 1254 que posee mayor cantidad de grupos
cloros (Figura 1) lo que podria explicar su baja biodegradacion
a los 7 dias (25.40 %). Aroclor 1242 del 81% y de Aroclor
1254 del 35 % por cepas de Alcaligenes eutrophus H850 en
condiciones aerobias [14]. Asi mismo se evidencia el
incremento de biomasa de 5.7x10° hasta 2.09x 108 células/mL,
lo que indica que los microorganismos utilizan de los BPC el
carbono como unica fuente de energia y nutrientes.

Un estudio realizado por Yadav con hongos, se llego a
degradar de 30.5% de Aroclor 1254 y 60.9% para Aroclor
1242 con cultivos de P. chrysosporium en un periodo de 30
dias [15]. En el presente estudio se obtienen mayores
porcentajes de biodegradacion que los reportados para Aroclor
1221y 1242. El bajo porcentaje de biodegradacion de Aroclor
1254 se debe a que se trabajo en condiciones aerobias, ya que,
estudios realizados indican que la biodegradacion de BPC
altamente clorados es efectiva cuando se trabaja en
condiciones anaerobias removiendo los atomos de cloro en
posicion meta- y para- obteniendo productos menos
sustituidos en posicion orto- que después pueden ser
biodegradados en condiciones aerobias [16].

Otro aspecto importante fue que, el pH del medio
disminuyé desde el valor inicial de 6.8 a intervalos a
aproximadamente 5.5 a los 7 dias esto tiene que ver con el tipo
de metabolito que se estd produciendo por parte de la
actividad bacteriana. La literatura sefala que casi siempre los
indicadores del crecimiento de los microorganismos en
contaminantes orgédnicos son el incremento de la turbidez del
sistema y el decremento del pH [17]. Ademas, se sabe que, en
el proceso de biodegradacion, se producen como subproductos
acido pirtvico, acido benzoico y acetaldehido, por lo que se
deduce que esta disminucion es por la produccion progresiva
del acido piruvico y acido benzoico [14], [18].

Los datos de biodegradacion fueron modelados en el
software de analisis Origin Pro 9.0 donde se eligio el modelo
no lineal exponencial de mejor ajuste a los datos de
biodegradacion, encontrando que, el modelo que mejor se
ajustd a los datos fue el modelo exponencial de decaimiento
Exp3P2 el que presentd un ajuste R? de 0.9937 para Aroclor
1221 (Figura 3) y 0.9968 para Aroclor 1242 (Figura 4).
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Fig. 2. Grafica de biodegradacion porcentual de Aroclor 1221, 1242 y 1254 en
presencia de Pseudomona aeruginosa durante 7 dias.
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g. 3. Expresion grafica de la modelacion matematica para la biodegradacion
de Aroclor 1221.

La ecuacion resultante (modelo Exp3P2) fue la siguiente:
y= e(a+bx+cx2) 0

Observando la ecuacion anterior, “y” corresponde a la
concentracion en mg/L de Aroclor 1221 o 1242, “x”
corresponde al tiempo de tratamiento en dias, ademas, se nota
que, el modelo presentd 3 constantes, donde “ @ ™ es una
constante independiente que corresponde a la concentracion
inicial cuando el tiempo es cero cuyas unidades son mg/L,
“b » corresponde a la constante que depende del tiempo cuyas
unidades son mg/L.dia, lo que indica que esta es la constante
de biodegradacion; y “C” que también es una constante que

depende del tiempo al cuadrado, cuyas unidades son
mg/L.dia?.
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Fig. 4. Expresion grafica de la modelacién matematica para la biodegradacion
de Aroclor 1242.

Para Aroclor 1221, la constante de degradacion es de
0.1551 mg/L.dia y para Aroclor 1242 es de 0.0637 mg/L.dia,
lo que indica que la biodegradacion de Aroclor 1221 se da con
mayor rapidez que Aroclor 1242, debido a la menor
sustitucion de cloros que presenta Aroclor 1221,
convirtiéndose en un sustrato mas facilmente de ser

biodegradado.

No se realizdé el modelamiento matematico de Aroclor
1254, debido a que, el porcentaje de biodegradacion fue muy
bajo.

Luego de reemplazar los valores en la ecuacion (7) se
obtiene lo siguiente:

2
AI’OC|0I’1221(mg,L) — e(2.3048—0.1551)(—0.1556)( ) (8)

2
ArOC|Or1242(mg,,_) — (2.2946-0.0637x—-0.1356x“) (9)

Estas ecuaciones permiten predecir las concentraciones
tedricas de los Aroclor 1221 y 1242 a diferentes dias de
degradacion. Calculando las concentraciones tedricas a los
dias en los que se monitorearon los niveles BPC estudiados en
los medios, se evalu6 la correlacién con las concentraciones
practicas o experimentales determinadas en laboratorio.

Los resultados de la correlacion se observan en las
Figuras 5y 6 para Aroclor 1221 y 1242 respectivamente con
sus coeficientes R? de 0.9957 y 0.9968, esto corrobora la
correlacion lineal entre los resultados de ambos modelos
matematicos y los resultados determinados en laboratorio.

10

R? = 0.9957

Concentracion practica (mg/L)

T T
0 2 4 6 8 10

Concentracion tedrica (mg/L)

Fig. 5. Correlacion entre las concentraciones de Aroclor 1221 obtenidas
mediante el modelo matematico y los resultados experimentales o practicos.
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Fig. 6. Correlacion entre las concentraciones de Aroclor 1242 obtenidas
mediante el modelo matemético y los resultados experimentales o practicos

IV. CONCLUSIONES

Se validd6 un método analitico por HPLC para la
cuantificacion de bifenilos policlorados obteniendo un método
lineal, preciso, exacto y con una sensibilidad aceptable a
205nm, siendo una alternativa sencilla de analisis para la
cuantificacion de BPC. Los estudios de degradacion con
Pseudomona  aeruginosa  lograron  porcentajes  de
biodegradacion de 97.62% y 97.40% para Aroclor 1221 y
1242 respectivamente, y 25.40% para Aroclor 1254, lo que
indicaria la necesidad de un pre-tratamiento anaerobio, ya que,
la cantidad de cloros en la estructura quimica de los BPC
podria influir en la persistencia a la degradacion por
microorganismos. Por lo que, tanto el método de analisis como
el proceso de biodegradacion son de interés cientifico e
industrial, siendo de gran importancia para el medio ambiente,
ya que los BPC son considerados uno de los contaminantes
mas peligrosos.

Considerando los datos experimentales se establecié un
modelo matematico de biodegradacion de tipo exponencial
para Aroclor 1221 y 1242 que presentan respuesta lineal con
los valores de biodegradacion desarrollados en laboratorio
(R?>0.995). De acuerdo con los resultados obtenidos, es
posible proyectarse a conformar un estudio de biodegradacion
a mayor escala, incluyendo el disefio de un biorreactor para la
optimizacion del proceso, monitoreando parametros como pH
y temperatura.
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