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INTRODUCCION

Los nonilfenol polietoxilados (NPEO) son
surfactantes de amplio uso en procesos industria-
les. Se utiizan comercialmente como mezclas
complejas de isdbmeros, con una variedad de con-
figuraciones en la cadena hidrocarbonada.
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La degradacién bacteriana lleva a la elimi-
nacion secuencial con formacién de compuestos
con uno (NPEO;) y dos (NPEQO,) grupos etoxi, sus
analogos acidos carboxilicos y nonil fenol (NP).
Estos compuestos son mas tdxicos y recalcitran-
tes que los compuestos originales, y se acumulan
en ambientes acudticos, donde representan un
riesgo sanitario a través de efectos estrogénicos
demostrados en peces, aves y mam iferos!".

OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo es la disec-
cion de los aspectos microbioldgicos de la de-
gradacion de los NPEO y sus intermediarios.
Estos conocimientos seran aplicados al dise-
fio y operacion de sistemas de tratamiento de
efluentes industriales liquidos.

MODELO EXPERIMENTAL

El modelo a escala de laboratorio usa-
do fue construido y operado de acuerdo a la
normas estandarizadas para sistemas semi-
continuos de barros activados 1SO 9887:1992
(SCAS). Consiste en cuatro unidades con una
capacidad de 3 litros de barros activados cada
una (ver Fig. 1). La alimentacion se realiza en
forma periédica con medio sintético esteriliza-
do. Dos de los reactores (SCAS; y SCAS3) re-
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ciben adicionalmente una concentraciéon de
0.2% de NPEO. En cada ciclo la aireacion se
detiene 60 min para permitir la sedimentacion
del lodo y 2 litros de sobrenadante clarificado
son removidos por via de una bomba peristal-
tica (Fig. 7). El sistema se opera bajo una
temperatura de 20°C.
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Fig. 1: Esquema de funcionamiento de reactor semiconti-
nuo de tratamiento (SCAS) segun norma ISO 9887

Tabla I: Parametros de control de sistemas experimenta-
les de tratamiento

Parametro NPEO Control
SCAS; | SCAS3 | SCAS: | SCAS,

SRT (d) 44 42 50 52
DQOentrada 230 230 120 120
DBOentrada 110 110 72 72
SSLM mg/h | 2030 | 2000 [2300 2410
0D (mg/I) 7.8 7.8 7.8 7.8
F/M 0.02 0.02 0.01 0.01
IVL (ml/g) 16 16 92 80
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MATERIALES Y METODOS

Extraccion de acidos nucleicos. Las cé-
lulas fueron lisadas con un agitador reciproco
a alta velocidad en presencia de perlas de si-
lice-6xido de zirconio (100 CJm). ElI ADN fue
purificado con CTAB, fenol y cloroformo y
precipitado con isopropanol y acetato de so-
dio. ElI ARN fue extraido con fenol a pH = 5,1.

PCR-DGGE. Los oligonucleétidos utili-
zados para la amplificacion corresponden a
secuencias conservadas en la subunidad 16S
del ARN ribosomal de bacterias, dando lugar
a segmentos de aprox. 200 pb de longitud.
Los productos de PCR fueron separados en
funcién a las diferentes sensibilidades a la
desnaturalizaciéon quimica en una electrofore-
sis en poliacrilamida conteniendo un gradiente
entre 20 y 60% de desnaturalizante (100% es
7M urea y 40% formamida)[2]. Las bandas
dominantes del DGGE en los sistemas per-
turbados con NPEOX, que estan ausentes en
el control, fueron extraidas del gel, reamplifi-
cadas, clonadas y secuenciadas.

Hibridacion in situ fluorescente (FISH).
Se realizd a 46°C en camara humeda en buf-
fer de hibridacién conteniendo 50 nM del co-
rrespondiente oligonucledtido marcado con
cy3 o FITCI[3]. Las muestras hibridadas fueron
incubadas con DAPI para la tincién de ADN
total.

RESULTADOS

La observacion microscopica de las
muestras de SCAS revel6 que el agregado de
surfactante produce un cambio significativo en
la estructura del floc bacteriano, reduciendo el
numero de bacterias filamentosas, identifica-
das como Microthrix parvicella, obteniénose
flocs mas compactos y de rapida sedimenta-
cion (ver tabla ). El estudio cinético de las ta-
sas de eliminacion de DBO y DQO muestra el
caracter recalcitrante de los productos de de-
gradacion primaria del NPEO.
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Fig. 2: Hibridacion dot-blot de muestras de reactor ali-
mentado con NPEO y control

La hibridacion dot-blot muestra un
aumento significativo en la proporcion de bacte-
rias pertenecientes al subgrupo B de las
Proteobacterias y la desaparicién casi completa
de bacterias gram positivas con alto contenido
en G+C en los sistemas que recibieron NPEO
(ver Fig. 2. Las diferencias observadas fueron
confirmadas in situ mediante la utilizacién de
sondas fluorescentes especificas (ver Fig. 3).

A partir de la comparacion con bases
de datos de secuencias nucleotidicas de
ARNr se determiné la predominancia de una
especie relacionada con el género Acidobac-
terium, cuyos miembros no son cultivables.
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Fig. 3: Hibridacion in situ fluorescente de muestra de re-
actor alimentado con NPEO con sonda para f3-
proteobacteria (en rojo) y contratincion con DAPI

CONCLUSIONES

Se presentan nuevas técnicas molecu-
lares de alta resolucion para el analisisis de
microorganismos en sistemas complejos. La
comprensiéon del metabolismo bacteriano de
NPEO posibilita la busqueda de condiciones
ambientales funcionalmente éptimas para su
completa biodegradacion.
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