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®Resumen

La validacion de métodos de ensayos a microescala es, actualmente, de mucha importancia debido
a las ventajas econdémicas y ambientales que posee, lo que constituye una premisa para la realizacion de
servicios y una garantia de la calidad de los resultados para brindar al cliente. El presente trabajo aborda
lavalidacion a escala micro del método espectrofotométrico 4-aminoantipirina para la cuantificacion de
compuestos fendlicos en medio de cultivo, para lo cual se evaluaron los parametros linealidad, precision,
regresion, exactitud, limites de deteccion, de cuantificaciony robustez; ademas del ensayo de comparacion
conunmétodo no estandarizado para determinar polifenoles (Folin Ciocalteu). Los resultados mostraron
que ambos métodos son factibles para la determinacién de fenoles.

Palabras clave: compuestos fendélicos, validacion de métodos analiticos; 4-aminoantipirina; medio de
cultivo.

® Abstract

The validation of assay methods to small scale constitutes nowadays very important due to the
advantages economic and environmental that they possess, that constitutes a premise for the realization
of services and a guaranty of the quality of the results to heated bread to client. The present work show
the validation to small scale to spectrophotometric method (direct method) of 4-aminoantipirina to
determine phenols compound in mixed culture. For the validation were evaluate the parameters linearity,
precision, regression, accuracy, detection limits, limit of quantification and robustness. Besides to assay
comparison whit the no standardized method to determine poly-phenols (Folin Ciocalteu), the results
evidenced that both methods are feasible for the determination of phenols.

Keywords: phenolic compound, validation of analytic methods, 4-amineantipirine, mixed culture.

® Introduccion y utilizacion de insecticidas, manufacturade plésticos,
pinturas, colorantes, desinfectantes, residuos de

Los fenoles y sus derivados clorados son  refinerias, entre otros. Estacontaminacion constituye
contaminantes toxicos que se presentan en varios un problema, sobre todo si el destino final de los
efluentes industriales como resultado de lafabricacion ~ desechos obtenidos es vertido a cuerpos receptores
de pulpade papel, preservacion de madera, fabricacion ~ de interés sin un tratamiento previo adecuado antes
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de su descarga /1, 2/. Su aparicion en multiples
ambientes y su peligrosidad hacen necesario el
establecimiento de técnicas analiticas sencillas y
fiables que permitan, de manera répida, su control
y monitoreo.

Muchos microorganismos son capaces de
metabolizar completamente o mineralizar estos
contaminantes organicos medioambientales, los
que pueden ser degradados bajo condiciones
aerobias y/o anaerobias /3/. Destacan los
géneros Bacillus y Pseudomonas por su
demostrada habilidad para degradar estos
compuestos de manera eficaz /4, 5/.

Para la cuantificacion de la degradacion de
compuestos fenolicos pueden emplearse varios
métodos analiticos, cuya seleccion depende de la
matriz para analizar; entre estos se encuentran las
técnicas colorimétricas Folin Ciocalteau, descritas
fundamentalmente para muestras de fadrmacos
16, 7/, el método Folin Denis /8/ 'y el método de la
4-aminoantipirina, definido parael estudio de muestras
de aguas y aguas residuales, por medio de extraccion
con cloroformo (método directo) o por medio del
método indirecto/9/. Ademas puede ser determinado
por técnicas cromatograficas como la cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC) /10/ y la
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
masas (LC-MS)/11/, las cuales son utilizadas, también,
para la caracterizacion estructural de estos
compuestos.

El método 4-aminoantipirina, es el establecido
como método estandar para la cuantificacion de
fenolestotalesen muestrasambientales; se caracteriza
como unmétodo rapidoy sencillo, yaque no requiere
de instrumental sofisticado /10/. Su validacion
conducird a la obtencién de resultados precisos y
exactos, con un alto grado de seguridad dentro de las
especificaciones y atributos de calidad previamente
establecidos.

La quimica a microescala ha demostrado su gran
utilidad en la préctica experimental de la quimica
general y sintéticatanto organicacomo inorganica, en
cambio, enlaquimicaanaliticano hasido desarrollada
al mismo ritmo, ya que la instrumentacion para el
trabajo analitico con cantidades de muestras pequefias

yadecuadaexactitudy precisiontiene, por lo general,
altos costos de adquisiciény mantenimiento, cuestion
que limita su uso en la investigacion formal; no
obstante, dadas las ventajas que deriva el trabajo a
escala micro, en ocasiones es ventajoso su uso,
fundamentalmente cuando se trabaja con reactivos
altamente téxicos y de elevado costo econémico
/12, 13/. Por tanto, la certificacion de laboratorios
competentes notiene funcionalidad con procedimientos
analiticos no validados, siendo un prerrequisito para
los laboratorios trabajar en la validacion interna de
métodos, segun lo establecido en las normativas
vigentes /14/.

El ofrecer servicioscompetitivosy fiables, teniendo
encuentael creciente aumento de las investigaciones
relacionadas con el medio ambiente por las
universidadesy organizaciones gubernamentales, es
un objetivo central.

El presente trabajo tiene como propésito validar,
por verificacion, el método de ensayo
espectrofotométrico de la 4-aminoantipirinaa micro
escala, para determinar fenoles y sus derivados en
muestras de cultivos microbianos, previoy luego del
tratamiento biotecnoldgico para su depuracion.

® Materiales y métodos
Equipos y materiales

Las determinaciones fueron realizadas utilizando
equipos y cristaleria calibrada y validada por la
Oficina Territorial de Normalizacion (OTN). Los
reactivos utilizados fueron de calidad apropiada para
los ensayos realizados.

Las determinaciones se realizaron en un
espectrofotometro Spectroquant Pharo 300 Merck
UV-visible a500 nm con celda de vidrio con paso de
luzde 1,0 cm.

Reactivo 4-aminoantipirina

El reactivo 4-aminoantipirina se prepard en
el momento de realizar el anélisis. Durante su
empleo se conservo en frasco &mbar y protegido
de la luz /8/.

Vol. XXVI, N° 2, mayo-agosto, 2014 m



Revista Cubana de Quimica, pags. 102-112

Método 4-aminoantipirina

El método de la 4-aminoantipirina seleccionado
para la cuantificacion de fenol fue el indirecto, segin
sereportaen el Estindar Methods, peroaunvolumen
de 5 mL. Para ello, las muestras y patrones fueron
ajustados a 7,9 £ 0,1 unidades de pH, a las cuales se
hace reaccionar con la4-aminoantipirinaen presencia
de ferricianuro de potasio, formando un compuesto
antipirina coloreado que es mantenido en solucion
acuosa.

Elensayo se realizd segun procedimiento descrito
por APHA (2012) /8/. Setomaron 125 pL de hidroxido
de amonio y se afiadieron a tubo de ensayo con 2,5
mL, de muestray blanco, posteriormente se adiciond
solucién de tampon fosfato hasta lograr pH de 7,90 +
0,1 unidades, luego se adicionaron 50 L de reactivo
4-aminoantipirina al 2 % y 50 pL de reactivo
ferrocianuro de potasio al 8 %; se homogeneizo la
mezcla y se esperd aproximadamente 15
min.Transcurrido el tiempo de reaccion, se realizo la
lectura en espectrofotometro a 500 nm contra blanco
de reactivos.

La determinacion de la concentracion se evalud
mediante curvade calibracion. Paraellose utilizo una
solucidn patron del fenol a1 mg - mL?, a partir de la
cual se prepararon patrones de 1-5 pg - mL?, los
cuales recibieron el mismo tratamiento que las
muestras.

Las muestras fueron centrifugadas previo la
cuantificacién, a 5 000 rpm durante 10 min. El
sobrenadante obtenido fue disuelto para ajustar la
concentracion dentro del rango de la curva de
calibracion, posteriormente se realizé la cuantificacion
como mismo se procedi6 en patrones.

Metodologia para la validacion del método
analitico 4-aminoantipirina

Linealidad: Se construy6 unacurvade calibracion
y para ello se prepararon soluciones tomando de la
solucion patron, alicuotas correspondientes a 500,
1000, 1 500, 2 000, 2 500 pL, realizando el mismo
tratamiento para n = 10 de un patron de referencia de
fenol. Se determino el coeficiente de variacion del
factor respuesta; se realizé un andlisis de varianzaen
todos los niveles de concentracion estudiados, asi

comoelandlisis de regresionsimple entre las variables
cantidad recuperada contra cantidad afiadida. Ademas
se calcularon los porcentajes de recuperacion en
cada nivel de concentracion.

Precision: Se realizd por determinacion de la
desviacion estandar y coeficiente de variacion (CV)
de los resultados del andlisis de muestras sintéticas
paran=10a5niveles de concentracionen condiciones
de repetitividad.

Exactitud o veracidad: Para determinar el grado
de exactitud de un método analitico existen varias
pruebas seguin ladisponibilidad o no de un material o
método de referencia. Cuando no se dispone de
materiales de referencia, debe determinarse el
porcentaje de recuperacion /15/.

Para esto, se tomd la muestra determinando la
concentracion inicial de fenol previo al analisis de
adicién de estandar, posteriormente se adiciond
una cantidad conocida de fenol en correspondencia
con la cantidad de fenol presente en la muestra. El
porcentaje de recuperacion del analito afiadido se
calculé como cien veces la diferencia entre las
medias de las series dividida entre la cantidad de
analito afadida:

_CA-SA

%, = A 100 1)

donde: C.A=cantidad ensayada (muestraconanalito
afiadido); S.A = cantidad original en la muestra (sin
analito afiadido) y A = cantidad de analito afiadido.

Para determinar el porcentaje de recuperacion, se
realizaron cinco determinaciones en muestras patron,
afiadiendo 1,1; 2,1y 3,1 de analito.

Robustez: Se realiz6 un disefio factorial 22. Para
esto se tomaron factores que pueden influir en el
resultado final del método de anélisis, en este caso se
evaluaron cantidad del buffer a afiadir y cantidad del
reactivo 4-aminoantipirina. Se realizaron cuatro
determinaciones.

Limite de cuantificacién: Se realizaron
determinaciones del blanco en muestras para blanco
conn = 20.
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Limite de deteccién: Se realizaron
determinaciones del blanco en muestras blanco
para n = 20.

Determinacion de fenoles por el método
Folin-Ciocalteu

Parala cuantificacion de fenoles en las muestras
estudiadas se emple6 el método de Folin Ciocalteu
como método de comparacion no normalizado, la
cual sellevo acabo segun lo descrito por Rodriguez
y col. (2011) /15/.

Procesamiento estadistico

Se realizaron pruebas de hipotesis, para
comparacion de muestras, y pruebas de Fisher para
la comparacion de varianzas; ademas de pruebas de
regresion y correlacion. Para lo cual, se emple6 el
programa computacional STARGRAPHIC TM.

® Resultados y discusion

La presencia de especies quimicas toxicas en las
muestras medioambientales da lugaraserios problemas
cuya solucion compete a la Quimica Analitica del
Medio Ambiente, puesto que la toxicidad de una
especie quimica estd determinada por su
concentracion y por su forma quimica, cuestion que
puede dar origen a dos problemas de importancia
inmediata: ladeterminacion de laconcentracion total
y/o de laforma quimica de las especies toxicas en las
muestras medio ambientales y el control de la
contaminacion, es decir la disminucion de la
concentracion de especies tdxicas hasta niveles
tolerables para la salud.

Ejemplo de lo anterior es la presencia de fenol y
sus derivados en aguas y aguas residuales producto
de la actividad antropogénica, las cuales pueden ser
tratadas por via biotecnoldgica para minimizar y/o
eliminar su impacto al ambiente. Por tanto, para su
estudio es necesario contar con métodos analiticos
rapidos y fiables, de bajo costo y amigables del
ambiente. Como garantia, deben ser validados
siguiendo los requerimientos establecidos por la
normas actuales /16/, los cuales son mas factibles si
se lograsu validacion a escalamicro, por las ventajas
que refiere al medioambiente, dado por un menor

costo de operacion, menor espacio de almacenamiento,
menor cantidad de desechos, menor riesgo de
operaciony, por tanto, menor gasto de agua, disolventes
y reactivos quimicos.

La validacién de un método permite aportar
resultados fiables mediante pardmetros como la
linealidad, precision exactitud y robustez, entre
otros; su verificacion no es mas que la accion
realizada en el laboratorio previo a laintroduccion
de unmétodo en larutina de trabajo, paracomprobar
y documentar que es competente para un estudio
dado; es decir, es el proceso a través del cual se
obtiene evidencia documentada de que el método
elegido es el adecuado /17/.

Seguidamente se valora la validacion del
método espectrofotométrico 4-aminoantipirina,
estandarizado a escala convencional, pero en el
presente estudio se evalla a escala micro.

Linealidad

Lalinealidad del método se determind por larecta
de mejor ajuste, por medio del anélisis de regresion de
los minimos cuadrados. La figura 1 representa la
curva de calibracion a través de la cual se determina
la linealidad del método al aplicar la regresion lineal
paran =10 que dio origen a la recta de mejor ajuste.
Se ensayaron muestras de concentraciones desde
1-5pg - mL™

Los resultados reflejan un coeficiente de
correlaciony de regresion lineal por encima de los
limites establecidos (r 2 0,998 9 y r2 3 0,997 8)
cuestion que indica unaalta correspondenciaentre
la concentracion y la respuesta analitica para las
diez determinaciones realizadas, con 99 % de
confiabilidad.

El estadistico r? (coeficiente de
determinacién) indica que el modelo ajustado
explicael 99,89 % de la variabilidad observada,
y el coeficiente de correlacion con un valor de
0,997 8, demuestra que existe una dependencia
lineal entre la concentracion y la sefial analitica
en el intervalo evaluado.
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Fig. 1 Curvadecalibracion paraladeterminacionde laconcentracion de fenol.

La linealidad del método es corroborada por el
gréficode los residuos (diferenciaentre los valores
experimentales y los predichos por el modelo
ajustado) en funcion de la concentracion (figura
2). Lafigurarevelaque los puntos estan distribuidos

al azar alrededor del eje X, indicando que la curva
es realmente lineal hasta los 5 pg - mL™* de fenol,
valor que estaen correspondenciacon lo reportado
en otros trabajos /18, 19/, en los que se describe un
comportamiento de linealidad hasta los 8 g - mL™.
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Fig. 2 Gréaficode residuosig-mL™.

La tabla 1 muestra el anélisis de varianza
(Anova) del modelo de regresion; se observa
queel F_ .., =207,72yelF_ . (P=0,05) =
4,7E-3 por lo que F > F lo que

calculado tabulado’

demuestra que existe una buena correlacion
entre la absorbancia y la concentracion, lo que
permite evaluar la concentracién de fenol por
los valores de la absorbancia obtenidos.
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TABLA 1. ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA) DEL MODELO

DEREGRESION OBTENIDO
GL S5C CM F Significacion de F
Fegresion | 1 007602678 0,076 026 78 | 207,721 4376 4779652 E-3
Residuos | 2 0,00073201 [ 0,000 366 00
Total 3 007673870

Precisién y exactitud

La precisiéon de un método solo depende de la
distribucion de los errores aleatorios, que no esta
asociada con el valor verdadero y se expresa
generalmente como la desviacion tipica del
resultado analitico. Tiene como objetivo conocer la
variabilidad y los factores susceptibles de influir
sobre los resultados de un ensayo, los que no
pueden ser siempre controlados (analista, equipo,
instrumental, reactivos, tiempo, etcétera) /16/.

En este estudio, la precisiéon fue determinada a
travésde larepetibilidad, evaluando la variabilidad del
método operado para el analisis a escala micro sobre
la muestra, en las mismas condiciones de ensayo
(analista, equipo y reactivos) y laboratorio. La
determinacion fue realizada a través de la desviacion
tipica relativa (CV) para cinco niveles de
concentracion, que abarcaron el intervalo de
concentracion en que se encuentran las muestras a
partir de una solucion Stock de fenol (1 mg-mL?)y
en condiciones de repetitividad (tabla 2).

TABLA2.RESULTADOS DELESTUDIO DE LAPRECISION DELMETODO
4-AMINOANTIPIRINA PARA LA CUANTIFICACION DE FENOL

Concentracion Media (pg - mlL-) Desviacion Desviacion tipica relativa
de fenol (ug - mL1) (%) (n= 107} estandar (D.E) (% TV
1 0,133 1 0,002 766 867 0,020 48
2 0,263 0 0,003 333 333 0,020 13
3 0,392 4 0,008 682 038 0,022 13
4 0,485 1 0,009 826 833 0,020 42
5 0,644 8 0,014 195 481 0,022 02

El coeficiente de variacidn obtenido para los
cinco niveles de concentracion evaluados fue de
0,02, mucho menor que lo permitido como limite
para métodos espectrofotométricos (< 3 %), lo que
evidencia que el método estandarizado a escala
micro es preciso para las concentraciones
establecidas en las condiciones de trabajo
ensayadas.

La exactitud indica que los resultados que se
obtienen con un método analitico estan proximos al

valor verdadero o al que se acepta
convencionalmente como valor verdadero. Para
determinar si el método es exacto se realizo la
prueba de recuperacion a tres muestras con
concentraciones iniciales de 1,06; 2,07 y 3,08
pg - mL?, a las cuales se les afiadi6 una cantidad
conocida del analito (tabla 3).

Los porcentajes de recuperacion obtenidos,
oscilan entre 99,1 y 100,9 %, sugiriendo que el
método tiene buena exactitud. Para comprobar
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que la recuperacion es satisfactoria se realizé
una prueba-t, donde se compard la media de
recobrado obtenida con respecto al 100 %
(recobrado tedrico). Debido a que el p-valor
para esta prueba es mayor o igual a 0,05
(p = 0,064 1), no se rechaza la hipotesis nula,
conun nivel de confianzadel 95,0 %y, por tanto,

se concluye que el porcentaje de recuperacion
obtenido (100,01) representa el 100 % de
recuperacion.

La veracidad del método fue evaluada para
cada concentracion estudiada con un tamafio de
muestra de n = 10 (tabla 3).

TABLA3.PORCENTAJE DE RECUPERACION OBTENIDO EN ELENSAYO DE

LAEXACTITUD DELMETODO 4-AMINOANTIPIRINA A ESCALA MICRO

Conc. patron Cantd. afadida de | Conc. calculada | %0 recuperacion
(ug - mL) analito (ug) (ug - mL)
1,08 1.1 2,15 2ol
2.07 2.1 4.19 100,89
3.08 31 6,18 100
Media 100,01
CV % 0,000 36

Limites de deteccion y cuantificacion

El limite de deteccidn (LD) ha sido definido
como la menor cantidad de analito detectable,
pero no cuantificable por el método de analisis
en una muestra, mientras que el limite de
cuantificacion o de determinacién (LC) es el

valor minimo de analito cuantificable por el
método en una muestra /10/.

Para determinar los limites de cuantificaciony
de deteccion del método espectrofotométrico 4-
aminoantipirina, se realizd la determinacion de
veinte muestras blanco de agua destilada. Los
resultados se muestran en la tabla 4.

TABLA4.LIMITESDEDETERMINACIONYCUANTIFICACIONESTABLECIDOS

PARA LA CUANTIFICACION DE FENOLES POREL METODO
4-AMINOANTIPIRINA A ESCALA MICRO (LIMITESD Y C)

Parametros Valores
N" de muestras 20
Media (ug - mL) 0,047 0
Desviacion estandar (ug - mL1) 0,0013727
Xariomuea (g - mLt) 0,040
Xaiwma (ug - mL) 0.044
Limite de deteccion (x+ 3 D.E) (ug - mL1) 00520181
Limite de cuantificacion (x+ 10D.E ) {ug-mL-Y| 0,061 627
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El limite de deteccion calculado fue de
0,052 pg - mL1tyellimite de cuantificacion
fue 0,62 ug - mLt. Ambosresultados confirman
lautilidad del método para cuantificar pequefias
cantidades de fenoles en medio de cultivo.

Robustez

La robustez se define como la medida de la
capacidad que posee un método analitico para
permanecer inalterado ante pequefias, pero
deliberadas variaciones en ciertos parametros; es
decir, capacidad que demuestra el procedimiento
de anélisis paraproporcionar resultados validos en
presencia de pequefios cambios respecto a las
condiciones descritas en el método, susceptibles
de producirse durante su utilizacion /14/, lo que
proporciona idea de su fiabilidad o "estabilidad"
durante su empleo en anélisis de rutina.

Dado que el método de la 4-aminoantipirina se
fundamentaen unareaccion, donde el ajuste de pH

es fundamental para garantizar la formacion del
complejo coloreado entre el reactivo
4-aminoantipirinay el fenol presente en lamuestra,
condiciones significativas para la obtencion de un
buen resultado analitico; se comprob0 la robustez
del método por medio de un disefio factorial
22, donde se evaluaron los factores volumen de
bufferafiadido y cantidad de reactivo, como factores
dependientes para el método ensayado, cuya
variable de respuesta fue la concentracion de
fenoles totales.

Con los resultados del analisis ANOVA (tabla
5), se pudo comprobar que ninguno de los factores
estudiados, ni la combinacién de estos, influye
significativamente en los resultados analiticos del
método (p-valor > 0,05) con un nivel de confianza
del 95 %, lo que demuestra que el método de la
4-aminoantipirina es robusto frente a los factores
estudiados.

TABLA 5. RESULTADOS DELANOVAPARA ELENSAYO DE ROBUSTEZ DEL
MICRO-METODO DE LA 4-AMINOANTIPIRINA

Fusnte Sutna de G Cuadrado Fazon- WValor-P
cuadrados medio F

A: Canridad de 4- 000002112 ) 1| 000002112 0.01 09230

aminoantipirina

B: Cantidad de 000177013 | 1| 000177013 1,24 0.466 2

buffer

AR 0O0177013 ) 1| 000177013 1,24 0.466 2

Error total 0001431131 000143113

Total (cott.) 00160219 7

También el método se ha empleado con varias
modificacionesen cuantoaconcentracion del reactivo
precursor (4-aminoantipirina) /20/.

Comparaciéon del micrométodo
4-aminoantipirina con el Folin Ciocalteu

La determinacion de compuestos fendlicos en
muestras de aguas puede ser cuantificado mediante

varias variantes (3) descritas en la literatura. En este
trabajo se evallan dos que resultan similares para la
determinacion de fenoles totales.

Sibienel método de la4-aminoantipirina (método
1), es el conocido como método espectrofotométrico
estandar para la cuantificacion de fenoles en muestras
de aguas y aguas residuales, se procedié a la
comparacion con el método establecido para la
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cuantificaciéon de compuestos fendlicos en
extractos de plantas por el método de Folin
Ciocalteu (método 2) ya estandarizado por
Rodriguezy col. (2011), teniendo en cuenta que

en el método estudiado, de escala convencional
fue ajustado a microescala en cuanto a tamafio
de muestray reactivos utilizados. Los resultados
obtenidos se muestran en la tabla 6.

TABLA 6. RESULTADOS DEL ANALISIS ESTADISTICO DE LA COMPARACION
ENTRE LOSMETODOS PROPUESTOS PARALA DETERMINACION

DE COMPUESTOS FENOLICOS

Parametros Metodo de la Metodo del Folin
dJ-aminoantipirina Ciocalien
Media 0,135 0,134
Desviacion estandar 0,002 553 886 0.002 808 275
Varianza 8,322 33E-06 8. 4E-06
Grado de libertad o 8

El anélisis estadistico realizado refleja que no
existen diferencias significativas entre los valores
alcanzados en ambos métodos de cuantificacion, lo
que evidencia que ambos pueden determinar el
contenido de fenoles en muestras ambientales.

Determinacién de compuestos fendlicos en
muestras de medio de cultivo

Los compuestos fendlicos son tdxicos para la
mayoria de los microorganismos en concentraciones
superiores alos 80 pg - mL?, de ahi que se considere
un éxito encontrar bacterias que degraden
completamente concentraciones cercanas a estas.
Lo anterior justifica la busqueda de bacterias
degradadoras de estos compuestos y su ensayo en
concentraciones entre los 100 y 300 pg - mL?*

/19-22/. Por tanto, para el estudio se debe contar con
métodos precisos que permitan de manera rapida y
sencilla el monitoreo del proceso de degradacion.

Partiendo de lo anterior, para la evaluacion de la
efectividad del método 4-aminoantipirina a escala
micro, se procedi6 acuantificar los fenolesen muestras
incubadas en medio mineral salino con 80,8 ug - mL™*
de 2-clorofenol e inoculada con cultivo de cepa
RS-11y RS-13.

La tabla 7 muestra los valores de concentracion
antes y después del proceso de degradacion,
cuantificado a través del método evaluado. La
cuantificacion fue realizada mediante evaluacion de
muestras de cultivo entiempo ceroy transcurridas 48
h de experimentacion.

TABLA7.DETERMINACION DE FENOLES EN MEDIOS DE CULTIVOS POR
LOSMETODOS 4-AMINOANTIPIRINA A ESCALA MICRO, ANTES Y DESPUES
DELPROCESO DE DEGRADACION POR CEPAS DEL GENERO Bacillus

N de N de Cy (fenoles) C; (fenoles) D5 CV (%)
muestras | determinaciones (ug - mLY) {ug - mL1)

| 5 80 32 0,016 | 00041

2 5 80 24 0,016 | 0,003 8

Leyenda: C -Concentraciéninicial, C -Concentracion final.
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Pasadas 48 h la concentracion del 2-clorofenol
descendié a 40 y 30 % para RS-11 y RS-13,
respectivamente. Ello demuestra que las cepas no
adaptadas a un compuesto toxico necesitan méas
tiempo paraque sumaquinariaenzimatica degrade el
compuesto organico evaluado, minimizando asi su
toxicidad o utilizdndolo como fuente de carbono.
Resultados similares obtuvo Magdolna (2013) cuando
observé que amedida que aumentaba laconcentracién
de 4-CF (10, 100 y 1 000 pg - mL™) disminuia el
porcentaje de degradaciéon (88, 50 y 15 %,
respectivamente), durante un tiempo de incubacion
de 164 h /23, 24/.

El coeficiente de variacion de las determinaciones
fue de 0,004 1y 0,003 8 % para los cultivos con RS-
11y RS-13, respectivamente; lo que demuestra que
elmétodo es efectivo parala cuantificacion de fenoles
totales en cultivos bacterianos, los cuales requieren
de técnicas precisas y poco volumen de muestra.

Conclusiones

Los resultados del estudio de la validacién por
verificacion a microescla del método de la 4-
aminoantipirina para la determinacion de fenoles
totales en muestras de cultivo microbiano indican
que el mismo es adecuado y proporciona datos
confiables para ser utilizado como anélisis de
rutina en la cuantificacién de estas moléculas,
con menor gasto de reactivos y por tanto minima
generacion de residuos, lo que proporciona
ventajas econdémicas y medioambientales.
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