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OF THE CONSTRUCTION SECTOR BY Pseudomonas aeruginosa
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RESUMEN

Las aguas residuales de bafios portatiles son consideradas aguas residuales industriales debido a la alta carga
contaminante, entre los principales y mas toxicos se encuentran los compuestos fenélicos que hacen que sea
necesario y obligatorio el tratamiento adecuado antes de verterlo en los sistemas de alcantarillado. La
investigacion fue realizada en la empresa Concretos Supermix S.A. durante los meses de Junio a Diciembre
del 2019. Tuvo como objetivo, evaluar la degradacion del fenol de aguas residuales de bafios quimicos
portatiles mediante Pseudomonas aeruginosa. Se obtuvieron las cepas microbianas a partir de muestras de
aguas residuales provenientes de bafios quimicos portétiles, el crecimiento de bacterias se realizé en medios
de cultivos generales y selectivos. La inmovilizacion se realizdé por atrapamiento de bacterias, en una matriz
de alginato de calcio. La adaptacion fue de forma gradual con incrementos de dosificacion de fenol en
concentraciones de 7 a 1400 mg/L, en medio mineral (20 %) con 10 % de cultivo de cepas, en un periodo de
72 a 168 h, se emplearon 310 perlas de Pseudomonas aeruginosa inmovilizadas, con tiempos de contacto de
168 h para concentraciones iniciales de 368 mg/L de fenol, obteniendo como concentracion final de 91,4
mg/L (porcentaje de remocién de 75,2 %) y para las 3 muestras de 5 mg/L de fenol, se emplearon 125 perlas,
con tiempos de contacto de 96 h, obteniendo como concentracion final 0,34; ,18 y 0,21 mg/L (porcentaje de
remocién de 93,2; 96,4; 95,8 %). Se concluye que Pseudomonas aeruginosa inmovilizada tiene capacidad
para degradar fenol.
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ABSTRACT

Wastewater from portable toilets is considered industrial waste water due to the high pollutant load, among
the main and most toxic are the phenolic compounds that make proper treatment necessary and mandatory
before discharge into sewage systems. The research was carried out in Concretos Supermix S.A company.
Its objective was to evaluate the phenol degradation in wastewater from portable chemical toilets by
Pseudomonas aeruginosa. The microbial strains were obtained beginning with wastewater samples from
portable chemical toilets, the bacteria growth was carried out in general and selective culture media.
Immobilization was carried out by trapping bacteria, in a calcium alginate matrix. The adaptation was gradual
with increases in phenol dosage in concentrations from 7 to 1400 mg/L, in mineral medium (20 %) with 10
% of strain culture, in a period of 72 to 168 h, 310 immobilized Pseudomonas aeruginosa beads were used,
with contact times of 168 h for initial concentrations of 368 mg/L of phenol, obtaining a final concentration
of 91.4 mg/L (removal percentage of 75.2 %) and for the 3 samples of 5 mg/L of phenol, 125 beads were
used, with contact times of 96 h, obtaining a final concentration of 0.34; 0.18 and 0.21 mg/L (removal
percentage of 93.2; 96.4; 95.8 %). It is concluded that immobilized Pseudomonas aeruginosa has the ability
to degrade phenol.

Keywords: Waste water, chemical bath, biodegradation, phenol, Pseudomonas aeruginosa.
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INTRODUCCION

El fenol y sus derivados son la unidad estructural
basica en una amplia variedad de compuestos
organicos sintéticos (Annadurai et al. 2002). Es
un compuesto aromatico organico que ocurre
naturalmente en el medio ambiente (Prpich &
2005),

artificialmente a

Daugulis pero se produce mas

cominmente partir  de
actividades industriales como el procesamiento
de petroleo, la fabricacion de plasticos, la
resina,

produccion  de la produccién de

pesticidas, la fabricacion de acero y Ila
produccion de pinturas y barnices (Kumari etal.

2013; Bandyopadhyay et al. 1998).

Este compuesto aromatico es soluble en agua y
altamente movil (Collins & Daugulis 1999) vy,
como tal, las aguas residuales generadas a partir
de estas actividades industriales que contienen
altas concentraciones de compuestos fenolicos
(Chang et al. 2001) que eventualmente pueden
llegar a arroyos, rios, lagos y tierra, lo que
representa un grave problema ecologico debido
a su uso generalizado y su presencia en todo el
medio ambiente (Zilli etal. 2007). El fenol esun
contaminante prioritario de la lista de la Agencia
de Proteccion Ambiental de EE. UU. (EPA
2014) y la Agencia de Sustancias Toxicas y
Registro de Enfermedades, lo considera un
compuesto téxico (ATSDR 2018). Los efectos
adversos del fenol en la salud estan bien
documentados (Calabrese & Kenyon, 2018) y
se ha informado de la muerte entre adultos con
la ingestion de fenol en un rango de 1 a 32 g
(Prpich & Daugulis 2005).

16

La baja volatilidad del fenol y su afinidad por el
agua hacen que el consumo oral de agua
contaminada sea el mayor riesgo para humanos
(Prpich & Daugulis 2005). Se ha utilizado una
variedad de técnicas parala eliminacién de fenol
de efluentes industriales y aguas contaminadas,
y la bioremediacion recibe la mayor atencion
debido a su capacidad para el medio ambiente,
su capacidad para mineralizar completamente
compuestos organicos téxicos y de bajo costo
(Odokuma & Okpokwasili 1993).

La degradacion microbiana del fenol se ha
estudiado activamente y estos estudios han
demostrado que el fenol puede ser degradado
aerdbicamente por una amplia variedad de
cultivos de hongos y bacterias como Candida
(Ruiz-Ordaz et al. 2001),
Acinetobacter calcoaceticus (Oboirien et al.

tropicalis

2017), Alcaligenes eutrophus , Pseudomonas
putida y Burkholderia cepacia G4 (Hill &
Robinson 1975). Se ha demostrado que el
tratamiento de pequefios  volimenes de
compuestos toxicos en el punto de emision
utilizando cepas microbianas especificas y
mejores biorreactores permite un mayor control
sobre el proceso y mayores eficiencias de
eliminacion (Kotturi etal. 1991). Porlo tanto, se
reconoce que la optimizacion de las variables del
proceso es un aspecto esencial de la
fermentacién exitosa (Ruiz-Ordaz et al. 2001).
La alta dependencia de la actividad enzimatica
y los requisitos de mantenimiento celular de la
temperatura hacen que sea una cantidad

importante.

La temperatura ejerce una importante influencia

reguladora sobre la tasa de metabolismo (Ghosh
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& Swaminathan 2003). Los efectos del
suministro de oxigeno varian de una especie a
otra (Xu et al. 2016). Ademas, la transferencia
de masa de oxigeno se ve favorecida por las
tasas de agitacion que crean las turbulencias y
las fuerzas de corte en el sistema de cultivo
causan influencias significativas en la tasa de
crecimiento y la formacion del producto (Hoq
& Deckwer 1995); este trabajo examina el efecto
de la temperatura, la aireacion y la agitacién en
la degradacién del fenol por las cepas locales de
Pseudomonas aeruginosa utilizando tanto el
meétodo clasico de optimizacion que implica
variar el nivel de un parametro a la vez en un
cierto rango mientras se mantiene el resto de Las
variables constante y técnica de optimizacion

estadistica para efecto multivariable.

Los objetivos del presente trabajo de
investigacion son aislar bacterias con capacidad
degradativa de fenol, adaptar la bacteria aislada
a diferentes concentraciones crecientes de fenol
y evaluar la capacidad de biodegradacion de la
bacteria inmovilizada en una matriz de alginato

de calcio.
METODOS
Ambito o lugar de estudio

La investigacion fue realizada en la planta de la
empresa Concretos Supermix S.A.; donde la
empresa Ecovida Grupo Inmobiliario S.A.C.,en
su obra “Construccion de Infraestructura en
Nueva Planta Caracoto— Concretos Supermix”
viene realizando una obra de construccion. En

la ejecucion de esta obra se contratd los

servicios de bafios quimicos portatiles para uso
de trabajadores, los que fueron objeto de estudio.
Las muestras se procesaron en el laboratorio de
Investigacion de la Facultad de Ingenieria
Quimica y el laboratorio de Parasitologia de la
Facultad de Medicina Humana.

Descripcion de métodos

Aislamiento de bacterias con capacidad

degradativa de fenol

Para el aislamiento de bacterias, se
desarrollaron dos clases de siembra y por
duplicado cada una para las muestras, el
primero compuesto por; agua del bafio quimico
del lugar; el segundo compuesto por; agua una
vez utilizado el bafio quimico. El crecimiento de
bacterias se realizd en medio de cultivo agar
Tripticasa de soya, en medio selectivo agar Mac
Conkey y agar Cetrimide (Koneman & Allen
2008). Se tomé una muestra de las colonias de
bacterias de las placas Petri con agar TSA 'y se
realizaron repiques en agar MacConkey y agar
Cetrimide y se incubaron a 37 °C por 24 - 72
horas, para obtener cultivos puros (Koneman &
Allen 2008), se realizé la tincién de Gram con la
finalidad  de
caracteristica de Pseudomonas aeruginosa

(Koneman & Allen 2008). Para obtener las

observar la  morfologia

lecturas finales y de confirmacion, se utilizo el
kit de pruebas bioquimicas (TSI, LIA,
CITRATO, UREA) y finalmente se hizo una
lectura con las tablas de comparacion para
identificar a Pseudomonas aeruginosa. Para
validar la identificacion de la cepa aislada, se

trasladé la muestra a las instalaciones del
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hospital ESSALUD de Salcedo y con el equipo
WalkAway 96 Plus se sometid a una Ultima
prueba para comprobar y validar la cepa

bacteriana.

Adaptacion de la bacteria aislada a
diferentes concentraciones crecientes de

fenol

Se utilizo medio mineral como técnica de
enriguecimiento en medio liquido que a sido el
medio de Fatherpure y VVogel, empleado para el
aislamiento  de

microorganismos que se

encontraran en aguas residuales, con una
modificacion por conveniencia, macronutriente
(mg/L) en agua desionizada: K:HPO4, 900;
KH2POy4, 450; NH4Cl, 450; NaCl, 900; MgSOs4,
210; CaCk.2H:0, 20; FeCk, 5.0, fuente de
carbono y energia: extracto de levadura, 1 mg/L
(Fathepure & Vogel 2015).

identificadas, se hicieron ensayos de adaptacion

De las cepas

de 7 a 1400 mg/L de concentracién de fenol, se
tuvo un Cultivo Primario donde se sembraron
las cepas identificadas en 5 mL de caldo
nutritivo. En cada fiola de 50 mL, se colocaron
5mL del cultivo bacteriano seguidamente se
adicionaron 10 mL de medio mineral (medio
mineral modificado de Fatherpure y Vogel) y 35
mL de la solucion acuosa de 7 mg/L de fenol
(solucion previamente autoclavada),
seguidamente se incubaron a 37 °C por 72 horas.
Finalmente, se traspaso a tubos Falcon que se
centrifugaron a 5000 rpm por 30 min, la
precipitacion celular de cada tubo Falcon se
colect6 para los  siguientes  ensayos
experimentales (Fathepure & Vogel 2015) vy

para el Cultivo Secundario, se utilize fiolas yen
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cada fiola de 50mL, se adicion6 5mL del cultivo
primario (células precipitadas), a este se le
incorpor6 10 mL de medio mineral, y 35 mL de
solucion de 35 mg/L fenol, seguidamente se
incubaron a 37 °C por 72 horas. Finalmente, se
centrifugaron a 5000 rpm por 30 min. Los
ensayos  experimentales  posteriores  se
continuaron con el procedimiento mencionado,
con adiciones de concentraciones de 70, 350, y
700 mg/L de fenol, se incubaron a 37 °C por 72
horas para cada uno; y para concentraciones
adicionales de 1050 y 1400 mg/L de fenol, se
incubaron a 37 °C por 168 horas para cada uno
(Fathepure & Vogel 2015),

Gltimo ensayo se tom6 una alicuota de 1 mL de

finalmente del

cada muestra y se realizd diluciones de 10! a

10° para las siembras bacteriolégicas en agar
nutritivo, con el método de recuento en placa.

Evaluacion de la capacidad de

biodegradacion de la bacteria

inmovilizada en una matriz de alginato de

calcio

La inmovilizacion de los microorganismos se
realiz6 por atrapamiento de bacterias, durante la
formacion de la matriz de alginato de calcio. La
cepaseleccionada se resembrden caldo nutritivo
para su utilizacion (Chang et al. 2001). En un
matraz Erlenmeyer de 250 mL se disolvid

2.4 gr. de &cido alginico (2,4 % wi/v) con 100 mL
de medio mineral modificado de Fatherpure y
Vogel, seguidamente se esteriliz. A esta
solucion se le agregdb 1.5 mL de la cepa
seleccionada, luego se agité el matraz hasta su
completa homogenizacion (Chang et al. 2001).

La solucién homogénea se transfirio a una
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micropipeta, y se dejé gotear la solucién alginica
con bacterias en 100 mL de cloruro de calcio (al
24 %, de pH 6,0) previamente esterilizada. La
altura de la caida de la gota fue de 5 cm, para la
formacion de la perla. Finalmente, fueron
lavadas con 100 mL de agua destilada para
remover el exceso de iones de

calcio (se lavaron 2 veces, cada uno por 20

minutos).

Como el valor de t= 96,871 es mayor a
t,=4,303 a un nivel de significancia del 5 % se
demuestra que la bacteria Pseudomonas
aeruginosa tiene en la capacidad degradativa

frente al fenol (Tabla 1).

Tabla 1. Prueba de hipétesis unilateral de la diferencia pareada antes y después del efecto de la

bacteria Pseudomonas aeruginosa en la capacidad degradativa frente al fenol.

. Desviacion Grados
Diferencia Me_glla estandar de t ta
libertad
Antes-Después 4,75667 0,08505 2 96,871 4,303

La inmovilizacion de los microorganismos se
realiz6 por atrapamiento de bacterias, durante la
formacion de la matriz de alginato de calcio y la
cepaseleccionada se resembro en caldo nutritivo

para su utilizacion (Chang et al. 2001)
RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento de bacterias con capacidad

degradativa de fenol

Los resultados obtenidos de las pruebas de
reconocimiento de la cepa Pseudomonas
aeruginosa por medio de ensayos de tincion

gram, medios de cultivo y pruebas bioquimicas
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descritas en la tabla 9 y 10, se observaron que
poseen caracteristicas de ser Gram negativa,
crecieron en el medio TSA con pigmentacion
amarilla, en medio MacConkey con coloracion
rosada y en Agar Cetrimide, con caracteristicas
fisicas morfolégicas con forma circular con
elevacion plano de superficie lisa y brillante, y
de consistencia mucosa. Utilizaron al citrato
como fuente de carbono (Citrato de Simmons
positivo), crecieronen medio LIA por lo que son
sider6foro, no fermentaron lactosa, sacarosa,
glucosa (resultado de TSI

negativo), no

sintetizaron la urea (resultado de UREA

negativo) (Figura 1).
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Figura 1. Tincion de Gram: bacilos gramnegativos.
El aislamiento coincidi6 con Rivera et al. con produccion de mucoide como consecuencia

(2008), quienes emplearon el medio agar de sobreproduccion de alginato.

cetrimide, coloraciéon Gram y las pruebas de

. . _— Adaptaciéon de la bacteria aislada a
oxidasa y del citrato para el aislamiento e

identificacion de P. aeruginosa. diferentes concentraciones crecientes de

fenol
Por otro lado la caracterizacion concuerda con

lo reportado por Ruiz (2007); Ortiz et al. (2004) La adaptacion de bacterias se desarrolld de
quienes describen a la bacteria Pseudomonas forma gradual con incrementos de dosificacion
de fenol quimicamente puro en concentraciones
de 7, 35, 70, 350, 700, 1050, y 1400 mg/L, en

medio mineral de Fatherpurey Vogel (20 %) con

aeruginosa de ser bacilos Gram negativo, que
se presentan amarillo-verdoso por la produccion

de pioverdina, se considera como sideréforo

_ 0 i .
pertenece al grupo heterogéneo denominado no 10 % de cultivo de cepas, en un periodo de

fermentadores, descarboxilan Llisina hasta CO; 24 2 168 horas (1-7 dias). EI nimero de colonias

y H20via cadaverina, Revellés et al. (2005) con crecidas en placas de medio agar nutritivo, nos

morfologia colonial alargada y plana, con el permitié observar el crecimiento de la bacteria

centro elevado, de crecimiento en medio solido en las diferentes concentraciones de fenol, se fue

observando cada dia por un lapso de 7 dias

y asi se evidencio su adaptacion (Tabla 2).

Tabla 2. Concentraciéon de fenol final (llevada al limite) pasados 120 horas.
Nombre de Concentracion
Temperatura . muestra de fenol despues
(°C) gt WlperEs llevadaal de utilizar la

laboratorio bacteria (mg/L)
14 7,1 310 M1 914

20
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Los resultados coinciden con lo que argumenta
Prieto et al. (2002) el uso de bacterias puras para
procesos de bioremediacion y su adaptacion a
concentraciones de la sustancia a estudiar, como
en el caso de fenol, y donde los procesos
aérobicos u oxigénicos son relevantes (Zhou et
al. 2011), asi como la pre adaptacion que

aumenta eficiencia (Kwon & Yeom 2009).

Evaluacion de la capacidad de

biodegradacion de la bacteria

inmovilizada enuna matriz de alginato de

calcio

Con el proposito de obtener resultados de la

degradacion del fenol presente en aguas

residuales por medio de Pseudomonas
aeruginosa, se desarrolld la parte experimental
de la remocion del fenol, en un estanque de
vidrio de 3,5 L de capacidady en 4 matraces de

1000 ml, se aplic6 células de Pseudomonas

aeruginosa inmovilizadas en matrices de
alginato de calcio, se empleé 30,10 g. de geles
de alginato de calcio equivalente a 310 perlas
con diametro de 0.3cm, enmuestrasde 1 L con
aireacion constante de 220 - 240 V atemperatura
ambiente con tiempos de contacto de 168 h para
concentraciones iniciales de 368 mg/L de fenol
alta)

concentracion final de 91,4 mg/L (porcentaje de

(concentracion obteniendo  como
remocién de 75,2 %)y para las 3 muestras de 5
mg/L de fenol (concentracion real), se empled
1003 g. de geles de alginato de calcio
equivalente a 125 perlas con didmetro de

0,3 cm, en muestras de 1 L con aireacion
constante de 220 - 240 V

ambiente con tiempos de contacto de 96 h,

a temperatura

obteniendo como concentracion final 0,34; 0.18
y 0,21 mg/L (porcentaje de remocion de 93,2;
96,4; 95,8 % respectivamente) (Tabla 3).

Tabla 3.1 Concentracion de fenol final pasados 72 horas.

Concentracion

Nombre de de fenol
Temperatura o muestra despues de
C) pH N°Perlas yoyadaal utilizar la
laboratorio bacteria
(mg/L)
14 49 125 MP1-1 0,34
15 52 125 MP1-2 0,18
15 51 125 MP1-3 0,21

La reduccion de la concentracion de fenol

utilizando Pseudomonas aeruginosa
inmovilizada en geles de alginato de calcio
coincide con lo que Mollaei et al. (2010)
menciona en su trabajo, la inmovilizacion
protege las células contra el fenol y resulta en

una reduccién notable (65 %) en el tiempo de
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degradacion por las células inmovilizadas en
perlas de alginato (3 %), en perlas hibridas de
PVA-alginato o en céapsulas de ACA en
comparacion con las células suspendidas
libremente. Las células inmovilizadas en PVA-
alginato y ACA proporcionaron el mejor
rendimiento en

experimentos con
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concentraciones elevadas de fenol, hasta 2000
mg / L, con una degradacion completa de 2000
mg / L de fenol después de 100 y 110 h,

respectivamente.

El andlisis sobre el efecto positivo de matriz ha
sido estudiado por Ullhyan & Ghosh (2012)
afirmando que el incremento del inoculo libre o
inmovilizado incrementa el porcentaje de
remocion, por su parte Yordanova et al. (2013)
las células aclimatadas e

plantea que

inmovilizadas  reducen mas rapido la

concentracion del fenol, en conclusion, la
cantidad de inoculo libre o inmovilizado tiene
efectopositivo en la degradacion del fenol Leilei
et al. (2012), lo citado concuerda con los
porcentajes de remocion alcanzados, donde
para la primera concentracion (llevada al limite)
se obtuvo un porcentaje de remocion del 75,2 %
y para las demas concentraciones, porcentajes

de remocion de 93,2; 96,4 y 95,8 %.

La temperatura ejerce una importante influencia
reguladora sobre la tasa de metabolism (Ghosh
& Swaminathan 2003).

suministro de oxigeno varian de una especie a

Los efectos del

otra (Xu et al. 2016). Ademas, la transferencia
de masa de oxigeno se ve favorecida por las
tasas de agitacion que crean las turbulencias y
las fuerzas de corte en el sistema de cultivo
causan influencias significativas en la tasa de
crecimiento y la formacién del product (Hoq &
Deckwer 1995),

investigacion realizada, donde la temperatura se

lo que concuerda con la

mantuvo en un rango entre 14 y 15 °C

22

(temperatura ambiente) y con aireacion

constante de 220 - 240 V.

CONCLUSIONES

Se logro el aislamiento primario en el medio de
cultivo Agar Tripticasa Soya (TSA), se registrd
crecimiento de colonias por 24, 48 y 72 horas
siendo consideradas muestras positivas. La
adaptacion de bacterias se desarrollé de forma
gradual con incrementos de dosificacion de fenol
quimicamente puro en concentraciones de

7, 35, 70, 350, 700, 1050, y 1400 mg/L, en
medio mineral de Fatherpure y Vogel (20%)
con 10% de cultivo de cepas, en un periodo de
72 a 168 horas (3-7 dias). Los resultados de la
biodegradacion de fenol, con concentraciones
iniciales de 368 y 5 mg/L de fenol por medio de
Pseudomonas aeruginosa inmovilizados en
geles de alginato de calcio, se obtuvieron
concentraciones finales de 91.4, 0.34, 0.18 y
0.21 mg/L de fenol con remociones del 75.2,
93.2, 96.4 y 95.8 %, respectivamente.
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