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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 méas tdxicos se encuentran los
compuestos fendlicos 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. 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 portatiles, el crecimiento de bacterias se realizé en medios de cultivos
generales y selectivos. La inmovilizacion se realizd 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 concentracién final de
91.4 mg/L (porcentaje de remocion 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; 0.18 y 0.21 mg/L (porcentaje de remocion de 93.2; 96.4;
95.8%). Se concluye que Pseudomonas aeruginosa inmovilizada tiene capacidad para

degradar fenol.

Palabras clave: Agua residual, bafio quimico, biodegradacion, fenol, Pseudomonas

aeruginosa.
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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 degradation of phenol from portable chemical toilet wastewater 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.

Key words: 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 orgénicos sintéticos (Annadurai et al., 2002). Es un compuesto aromatico
organico que ocurre naturalmente en el medio ambiente (Prpich & Daugulis, 2005), pero
también se produce artificialmente a partir de actividades industriales como el
procesamiento de petréleo, la fabricacion de plasticos, la produccién de resina, la
produccion de pesticidas, la fabricacion de acero y la produccion de pinturas y barnices
(Kumari et al., 2013); (Bandyopadhyay et al., 1998).

Este compuesto aromatico es soluble en agua y altamente moévil (Collins & Daugulis,
1999) y, 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 ecoldgico debido a su uso generalizado y su presencia en todo el medio
ambiente (Zilli et al., 2007). El fenol es un 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 toxico (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).

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 para la eliminacién de fenol de efluentes industriales y
aguas contaminadas, y la bioremediacion recibe la mayor atencién debido a su capacidad
para el medio ambiente, su capacidad para mineralizar completamente compuestos

organicos toxicos 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 aerébicamente por una amplia variedad de
cultivos de hongos y bacterias como Candida tropicalis (Ruiz-Ordaz et al., 2001),
Acinetobacter calcoaceticus (Oboirien et al.,, 2017), Alcaligenes eutrophus

Pseudomonas putida y Burkholderia cepacia G4 (Hill & Robinson, 1975).
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Se ha demostrado que el tratamiento de pequefios volimenes de compuestos toxicos en
el punto de emisién utilizando cepas microbianas especificas y mejores biorreactores
permite un mayor control sobre el proceso y mayores eficiencias de eliminacion (Kotturi
et al., 1991). Por lo tanto, se reconoce que la optimizacion de las variables del proceso es
un aspecto esencial de la fermentacion 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 & 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 (Hog & Deckwer, 1995). Este trabajo examina el efecto de la
temperatura, la aireacion y la agitacion en la degradacion del fenol por las cepas locales
de Pseudomonas aeruginosa utilizando tanto el método clasico de optimizacién que
implica variar el nivel de un pardmetro a la vez en un cierto rango mientras se mantiene
el resto de Las variables constante y técnica de optimizacion estadistica para efecto

multivariable.

Por lo citado anteriormente, el presente trabajo de investigacion tiene como objetivos:
Evaluar la degradacion del fenol de aguas residuales de bafios quimicos portatiles
mediante Pseudomonas aeruginosa, 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.

El trabajo de investigacion se encuentra dividido en los siguientes capitulos: Capitulo 1.
Fundamentos teoricos de la investigacion, se expone las teorias centrales y referenciales
de bafios quimicos, aguas residuales, fenol, Pseudomonas aeruginosa, a ello se acompafia
los objetivos de la investigacion y las hipdtesis, capitulo Il. El problema refiere a la
contaminacion del agua debido a altas concentraciones de fenol que conlleva a la
investigacion seguida de la justificacion, el capitulo 11l. Describe la metodologia de la
investigacion, el método, disefio tipo y nivel de investigacion que le dan orientacion al

estudio al igual que la cubertura del estudio de la muestra, las técnicas e instrumentos que
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han viabilizado para el recojo de la informacion y finalmente el capitulo 1V. Resultados
y discusion. Dedicado a los resultados de la investigacion con aplicacion de instrumentos
en los diferentes cuadros estadisticos, contrastacion de hipotesis, ecuacion de Monod y
culmina con las conclusiones, recomendaciones, bibliografia consultada y los anexos

referidos.
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CAPITULO |
REVISION DE LITERATURA
1.1 Marco tedrico

1.1.1 Bafio quimico portatil

Es una cabina personal, el cual contiene un recipiente hermético en la parte
inferior del mismo, donde se almacenan los residuos organicos sélidos y liquidos
generados por las personas que la utilizan. Generalmente viene con un tubo que
va desde el recipiente hermético hasta la parte superior exterior de la cabina para
ventear los gases que se forman en él. El recipiente hermético, ademas de agua,
contiene elementos quimicos en polvo o liquido que secuestran los olores que
generan los residuos albergados en él, evitando también que las descargas de los

humanos vayan directamente al medio ambiente (Bddalo et al., 2008).

1.1.2 Principales componentes de las aguas residuales de los bafios quimicos
portatiles
Los insumos principales de los bafios portatiles son compuestos solidos en polvo
o granulados y vienen en presentaciones en bolsas de concentrado de 20 a 30
gramos y son diluidos en un volumen determinado de agua para luego ser
acondicionados en un receptaculo interior del bafio portatil ubicado cerca o
encima al inodoro, desde donde son vertidos con cada descarga que se efectué. La
presentacion en estado liquido viene en galones semiconcentrados y se mezclan
con agua y se depositan en el receptaculo interior del bafio portéatil ubicado cerca
o0 encima del inodoro, desde donde son vertidos con cada descarga que se efectle.
Existen otras presentaciones en pastillas solidas, tipo pato tanque, donde estas son

introducidas en el fondo del receptaculo del bafio portatil y con el tiempo de
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residencia empiezan a colorar y mezclarse con el agua contenida en este sector,
para luego ser vertidas en cada descarga que se efectle. Para el mantenimiento y
evacuacion de las aguas residuales de los bafios portatiles debe ser manejada por
personal instruido y con el uso de sus equipos de proteccion personal (Forero et
al., 2006).

Los componentes principales, que contienen estas aguas residuales son: Fenol,
dodecil benceno sulfonato de sodio, cloruro de benzalconio (n-alquil bencil
cloruro de amonio), acido dodecil bencen sulfonico, alquil bencen sulfonato de
sodio, dicloroisocianurato de sodio (tricloseno sodico), hidroxietil celulosa,
EDTA (4cido etilendiaminotetraacetico) , cuaternario de amonio, Sulfato de sodio,
Cloruro de didecil dimetil amonio, Cloruro de dioctilo dimetil amonio,
Formaldehido, Glutaraldehido, Oxido de etileno etoxilado, azul de metileno,
Nonil fenol, Alcohol etilico, urea, colorantes y perfumes. Algunos de los
componentes quimicos mencionados, en combinaciones, son agregados al
recipiente hermético del bafio portatil en forma de polvo o liquido, que al
mezclarse con agua y con los residuos generados por el hombre, forman las aguas
residuales de los bafios portatiles. La mayoria de los componentes quimicos
usados en los bafios portatiles para retener los olores, son considerados toXicos
para cualquier ecosistema, principalmente por no ser biodegradables, ya que
contienen enlaces dobles, cadenas ciclicas (bencénicas y fendlicas) que son
dificiles de romper. Son estos compuestos lo que dan caracteristicas a las aguas
residuales de los bafios portéatiles y por lo tanto denominarlos aguas residuales
industriales. Los compuestos fenolicos son los principales integrantes de las aguas
residuales de los bafios portatiles, y es por tanto el elemento a remover o a reducir

en el tratamiento propuesto en esta investigacion (Quicafio, 2014).

En el Peru, debido a la falta de leyes que limiten el uso indiscriminado de
compuestos elevadamente toxicos para el medio ambiente, asi como el acceso sin
restricciones y el bajo costo en el mercado, el uso de estos componentes quimicos
toxicos se hace masivo. En la actualidad las empresas que usan y alquilan estos

bafios portatiles se han incrementado enormemente (Guevara, 2010).
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1.1.3 Aguas residuales

Son aquellas aguas cuyas caracteristicas originales han sido modificadas por
actividades humanas y que por su calidad requieren un tratamiento previo, antes
de ser reusadas, vertidas a un cuerpo natural de agua o descargadas al sistema de

alcantarillado, siendo su clasificacion:

a. Aguas residuales industriales: Son aquellas que resultan del desarrollo de un
proceso productivo, incluyéndose a las provenientes de la actividad minera,
agricola, energética, agroindustrial, entre otras.

b. Aguas residuales domesticas: Son aquellas de origen residencial y comercial
que contienen desechos fisioldgicos, entre otros, provenientes de la actividad
humana, y deben ser dispuestas adecuadamente.

c. Aguas residuales municipales: Son aquellas aguas residuales domésticas que
pueden estar mezcladas con aguas de drenaje pluvial o con aguas residuales
de origen industrial previamente tratadas, para ser admitidas en los sistemas
de alcantarillado de tipo combinado (OEFA, 2019).

1.1.4 Disposicion de aguas residuales

La disposicion de aguas residuales sin tratamiento alguno y las aguas residuales
tratadas inadecuadamente contaminan los cuerpos de agua natural. A su vez, por
infiltracion en el subsuelo contaminan las aguas subterraneas, por lo que se
convierten en focos infecciosos para la salud de las poblaciones, asi como para la
flora y fauna del lugar. Hay sobrecarga de aguas residuales en las plantas de
tratamiento cuya infraestructura es insuficiente, lo cual origina que los efluentes
tratados excedan los limites maximos permisibles (LMP), y no se cumplan con los
estandares de calidad ambiental (ECA). Esto genera problemas ambientales como
la contaminacion de los cuerpos de agua y la generacion de malos olores que

causan conflictos con la poblacion (OEFA, 2019).

1.1.5 Caracteristicas fisicas y quimicas de las aguas residuales

La composicion del agua residual se refiere a las propiedades fisicas y a los
componentes quimicos, bioldgicos y microorganismos patdgenos de origen fecal
del agua residual; pardametros importantes para el proyecto y explotacién de las

instalaciones de recogida, tratamiento y vertido, asi como para la gestién técnica
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de la calidad ambiental, segin (Mujeriego, 2015). En el agua residual los

parametros de interés que se observan son los presentados en la Tabla 1.

Tabla 1
Parametros de interés en el agua residual industrial
Componente Parédmetro de calidad Descripcion
Sustancias Compuestos especificos, Estas sustancias organicas ofrecen

organicas estables como fenoles, pesticidas gran resistencia a los métodos
o refractarias al e hidrocarburos clorados. convencionales de tratamiento de
proceso de agua residual. Algunas son tdxicas
tratamiento. en el medio ambiente y su
presencia puede limitar la
idoneidad de las aguas residuales

para riego

Fuente: Mujeriego (2015).

La composicion del agua residual viene definida por las cantidades reales de los
componentes fisicos, quimicos y bioldgicos presentes en ella y puede variar segin
la composicion del agua de cada poblacion. Los valores tipicos que estos
parametros toman en el agua residual industrial bruta (sin tratar) son los

presentados en la Tabla 2.

Tabla 2
Parametros de conservacion del ambiente acuético - categoria 4.
Parédmetro Unidad E1: E2: Rios E3: Ecosistemas costeros
de medida  Lagunasy y marinos
lagos Costay Selva Estuarios Marinos
sierra
Fenoles mg/L 2.56 2.56 2.56 5.8 5.8

Fuente: MINAM (2019).

Esta tabla presenta los parametros de los constituyentes de conservacion del
ambiente acuatico. Segun las concentraciones de estos constituyentes, el agua
residual se clasifica en lagunas y lagos; costa y sierra; selva; estuarios y marinos
(MINAM, 2019).
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1.1.6 Fenol
El fenol es un compuesto organico toxico, que se caracteriza por la presencia de
un grupo hidroxilo (OH) en su anillo bencénico esta estructura basica forma una

variedad de compuestos orgénicos sintéticos (Annadurai et al., 2008).

Los fenoles son compuestos organicos de férmula general ArOH, donde Ar
corresponde a un compuesto aromatico que puede tener sustituyentes. Los fenoles
difieren de los alcoholes, porque tienen el grupo — OH directamente unido al anillo
aromatico. Los fenoles son mucho mas acidos que los alcoholes y la consecuencia
practica de esta acidez es que los fenoles son solubles en hidroxido de sodio
acuoso diluido, y son insolubles en disoluciones de carbonato sodico (Agarry et
al., 2014). De este modo, con frecuencia es posible separar un componente
fendlico de una mezcla de compuestos por medio de una simple extraccion con
disolvente acuoso basico y posterior reacidificacién. En general, los fenoles se
nombran como derivados del miembro mas sencillo de la familia, el fenol, aunque
ocasionalmente se les denomina como hidroxicompuestos (Bushnell & Hass,
2017).

El fenol también es conocido con diferentes nombres, estos son: Acido carbélico,
acido fénico, acido fenilico, acido fenolico, alcohol fenilico, alcohol fenilo,
bencenol, benzafenol, fenil hidrato, hidroxibenceno, hidréxido fenilo, izal,
monofenol, monohidroxibenceno, oxibenceno, phenol (Inglés), venzénol

(Francés), steinkohlenkreosot (Aleman) (Masque, 2016).
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1.1.7 Propiedades fisicas del fenol

Tabla 3

Propiedades fisicas del fenol
Propiedad Valor
Punto de fusion (°C) 41
Punto de ebullicion (°C) 182
Densidad (g/cm?3) 1.049
Solubilidad 25°C (%) 8.7
Presion de vapor 0.357a20°C
(mm Hg) 2.48 250 °C

41.3a100°C

Gravedad especifica (Agua=1) 1.0545a45°C
Densidad del vapor (Aire=1) 3.24
Solubilidad en agua (g/mL) 0.067a16°C
Limite de inflamabilidad (% vol.) 1.7-8.6
Temperatura de auto ignicion (° C) 715
pH 4.8 - 6.0 al 5% en agua
Coeficiente de reparto octanol/agua 1.46

como log Pow

Fuente: Koneman & Allen (2008).

1.1.8 Propiedades quimicas

El fenol posee en su estructura un anillo bencénico y tiene un grupo hidroxilo en
lugar de un hidrogeno propio del benceno (CeHs). El fenol tiene la siguiente
formula CeHsOH (Naresh et al., 2012).

CH

Figura 1. Estructura quimica del fenol

Fuente: Tyman (2017).
Gracias a la presencia del anillo bencénico dentro de su estructura, el fenol posee
la capacidad de estabilizarse. Esta posibilidad de estabilizacion del fenol hace que
pueda perder con relativa facilidad el hidrégeno de su grupo hidroxilo, haciendo
que se comporte como un acido débil. En presencia de grupos electrofilicos
(orientadores—meta) se enfatizan las propiedades &cidas del fenol. El fenol es

sensible a agentes oxidantes. La escision del &tomo de hidrégeno perteneciente al
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grupo hidroxilo del fenol, es sucedida por la estabilizacion por resonancia del
radical fenoxilo resultante. El radical asi formado puede continuar oxidandose con
facilidad; el manejo de las condiciones de oxidacion y del tipo de agente oxidante
empleado, puede conllevar a la formacién de productos tales como
dihidroxibenceno, trioxibenceno y/o quinonas. Las propiedades quimicas
mencionadas, hacen del fenol un buen antioxidante, que actiia como un agente de
captura de radicales. El fenol es un material combustible en si mismo, que se
quema en presencia de oxigeno, y puede producir mondxido de carbono (CO)
como producto de combustién incompleta, el cual es un gas toxico (Pixton & Paul,
2016).

1.1.9 Toxicidad del fenol

El fenol es un compuesto tdxico que tiene impactos negativos en la flora y fauna.
Ademas, el fenol es un compuesto toxico para el ser humano ya que estas afectan
las funciones vitales. También es la causa de problemas de sabor y olor en agua
potable en concentraciones bajas. En aguas muy contaminadas el fenol puede
encontrarse desde concentraciones de 1.5 mg/L a 4.5 mg/L. El fenol es muy toxico
para peces y letal a concentraciones de 5 a 20 mg/L, sin embargo, a
concentraciones bajas de 0.1 mg/L el agua que rodea afecta el sabor del pescado.
Por otro lado, la Agencia de Proteccion Medio Ambiental de los Estados Unidos
(USEPA) considera a nueve los fenoles contaminantes prioritarios y los califica
como quimicos persistentes y bioacumulativos como se ve en la tabla 4 (Quan et
al., 2014).
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Tabla 4
Compuestos fendlicos clasificados por la EPA
Puesto Nombre del Puntaje total
compuesto

31 Pentaclorofenol 1028

85 Fenol 804

94 2,4,6-triclorofenol 780

115 2,4,5-triclorofenol 754

121 2,4-dinitrofenol 735

130 2,4-dimetilfenol 708

143 Tetraclorofenol 662

243 2,4-diclorofenol 507

245 2-clorofenol 493

Fuente: EPA (2014).

1.1.10 Fuentes de generacién y eliminacion del fenol en aguas residuales

El fenol y derivados estan presentes en los efluentes de numerosas industrias, entre
las que destacan las siguientes: quimica (detergentes, colorantes, pesticidas,
explosivos, produccion de resinas, nylon, plastificantes, desinfectantes, biocidas,
drogas, aditivos para aceites), petroquimica (refinado del petrdleo), farmaceéutica,
galvanica, textil, agroalimentaria (vinicola, oleica), forestal (papel, pulpa),
siderurgica y fotogréafica (reveladores), entre otras. El tratamiento de efluentes
para la eliminacion del fenol y derivados, son mediante procesos quimicos, fisicos

y bioldgicos.

Procesos quimicos.

- Oxidacion humeda.

- Oxidacion electroquimica.

- Degradacion sonoquimica.

Procesos fisicos

- Adsorcion: Adsorcion sobre carbon activo, adsorcion sobre resinas por
intercambio ionico.

- Extraccion.

- Tecnologia de membranas.

Tratamientos bioldgicos
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- Degradacion por enzimas.
- Degradacion por cultivo de algas.
- Degradacién por plantas.

- Degradacion por microorganismos (Ren et al., 2008).

1.1.11 Biodegradacién del fenol por microorganismos

La degradacion del fenol ocurre como resultado del aislamiento, adaptacion y
enriquecimiento de un gran nimero de microorganismos que son capaces de
crecer a expensas de este compuesto aroméatico como fuente de carbono y energia,
en el que se encuentran bacterias aerobias y anaerobias facultativas aisladas del
suelo, como algunas levaduras y ciertos hongos. A continuacion se tienen algunas
especies bacterianas que han sido utilizadas en la degradacion del fenol, como:
Bacillus sp, Pseudomonas sp, Acinetobacter sp, Achromobacter sp, Fusarium sp,
Phanerocheate chrysosporium, Corious versicolor, Ralstonia sp, Streptomyces
sp, Acinetobacter calcoaceticus, Alcaligenes eutrophus, Bacillus
stearothermophilus, Pseudomonas cepacia G4 también conocido como
Burkholderia cepacia G4, Pseudomonas picketti, Pseudomonas putida,
Pseudomonas resinovorans, Pseudomonas pictorum, Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas fluorescens, Acinetobacter sp, Ralstonia eutropha, Nocardioidess,
Arthrobacter como Desulfobacterium phenolicum sp. Asi mismo, también se han
utilizado las siguientes levaduras en la degradacion del fenol como la Candida

tropicalis, Fusarium flocciferium y Trichosporon cutaneum (Resnik et al., 2016).

Entre todos los microorganismos enumerados, como buenos degradadores de
fenol, destacan el género Pseudomonas por su capacidad degradativa de
compuestos aromaticos, por lo que estas bacterias tienen una aplicacion ambiental
en la biorremediacion y control biolégico, donde el proceso de biodegradacion del
fenol ocurre por mecanismos enzimaticos. Asi pues, se obtienen mayor eficiencia
de degradacion cuando los microorganismos son inmovilizados. A continuacién
se tienen algunas ventajas del uso de los microorganismos en la biodegradacion
del fenol (Bodalo et al., 2008).
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Tabla 5

Ventajas del uso de microorganismos en tratamientos bioldgicos

Ventajas del empleo de microorganismos en procesos de biodegradacion

Altos rendimientos para pequefias concentraciones de contaminantes.
Permite la completa mineralizacion.
No son perjudiciales para el medio ambiente.
No presentan costos elevados.
Fuente: Bodalo et al. (2008).

1.1.12 Género Pseudomonas

El género Pseudomonas esta constituido por bacilos Gram negativos, méviles por
flagelacion polar; se encuentran normalmente en el suelo y son patégenos
oportunistas en animales, plantas y humanos. Entre los microorganismos del
género Pseudomonas degradadoras de hidrocarburos y que presentan una serie de
actividades naturales sobre xenobioticos, se encuentra la especie P. aeruginosa,
conocida como bacilo piocianico o de pus azul. Esta bacteria causa al hombre
distintos problemas, pero también tiene diversas aplicaciones biotecnoldgicas,
sobre todo en un area ambiental. Actualmente se conoce que es uno de los pocos
organismos capaces de degradar alcanos de cadena ramificada, produce
biosurfactantes, utiles para la limpieza de aguas contaminadas con hidrocarburos
y ademas posee la capacidad de absorber metales pesados (Pb, Cr y Zn). Cuando
estas bacterias se adhieren a una superficie, las células se diferencian por formar
microcolonias cubiertas por una matriz extracelular que eventualmente llegan a
constituir una pelicula. Las bacterias que forman la biopelicula tienen un
metabolismo distinto a las células que crecen en medios liquidos, una de las
diferencias mas aparentes es su disminuida sensibilidad a antibiéticos y otros

agentes toxicos (Quintana & Valerio, 2016).

Pseudomonas literalmente significa “falsa unidad”, derivado del griego pseudo =
“falso” y monas = “una sola unidad”. El género Pseudomonas, pertenece a la
familia Pseudomonadaceae, que se encuentra dentro del orden Pseudomonadales.
Las Pseudomonas son “células en forma de baston, curvadas o derechas, pero no
helicoidales, de 0.5 - 1 um de diametro por 1.5 - 5 um de longitud”. El desarrollo
de técnicas como la hibridacion ADN/ADN o ARNr/ADN han permitido una clara
vision de las especies de Pseudomonas. Siguiendo esta ultima clasificacion,

Palleroni propuso cinco grupos taxonémicos (ARN-1 a ARN-V). Mas tarde, la
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secuenciacion del ARNr 16S reflejo la diversidad de estos grupos, siendo
finalmente ARN-I, dentro de la subclase-y de Proteobacterias, el que a dia de hoy
se reconoce como el que engloba a las verdaderas Pseudomonas (Filloux &
Ramos, 2014).

Tabla 6

Especies de Pseudomonas agrupadas segun el grado de identidad de sus ARNT.
Los grupos 11, 111, IV y V, actualmente estan ubicados en nuevos géneros de alpha
proteobacteria.

Grupos Especies Integrantes

P. aeruginosa, P. fluorescens, P. putida, P.
chlororaphis, P. syringae, P. cichorii, P. stutzeri, P.
mendocina, P. alcaligenes, P. pseudoalcaligenes, P.
agarici, P. angulata, P. fragi, P. synxantha, P.
taetrolens, P. mucidolens, P. oleovorans, P.
resinovorans.
P. (Burkholderia) cepacia, P. gladioli, P. caryophylli,
P. (Alcaligenes) pseudomallei, P. mallei, P.
(Ralstonia) solanacearum, P. (Ralstonia) pickettii, P.
pyrrocinia, P. andropogonis.
P. (Comamonas) acidovorans, P. (Comamonas)

Il testosteroni, P. saccharophila, P. facilis, P. delafieldii,
P. alboprecipitans, P. palleronii.

v P. diminuta, P. vesicularis

v Pseudomonas spp, X. (Xanthomonas) maltophilia, P.
geniculata, P. gardneri.

Fuente: Filloux & Ramos (2014).

Las Pseudomonas son Gram — negativas, generalmente mdviles y presentan uno
o varios flagelos polares, aunque también se han descrito flagelos laterales mas
cortos. Son de metabolismo respiratorio, nunca fermentativo, aunque pueden
producir ligeras cantidades de acido a partir de la glucosa en aerobiosis, utilizan
compuestos organicos de bajo peso molecular pero no polimeros; algunos son
quimiolitotrofos, utilizan H2 6 CO2 como Unico donador de electrones, algunos
utilizan nitrato como aceptor final de electrones en la respiracion anaerobia. Todas
las Pseudomonas tienen un ciclo de los acidos tricarboxilicos funcional y pueden
oxidar sustratos completamente a CO». Las Pseudomonas tienen requerimientos

nutritivos muy simples. En el laboratorio se pueden cultivar en medio minimo con
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alguna materia organica en solucion como fuente de carbono, a pH neutro,
temperaturas del intervalo meséfilo (28 - 40°C) y en general, sin afiadir factores
de crecimiento. La especie Pseudomonas tiene un habitat de crecimiento en un
rango de temperatura de 4 — 42 °C, un pH comprendido entre 4-8 (Filloux &
Ramos, 2014).

En el grupo ARN-I, se encuentran el sub grupo fluorescente, estas Pseudomonas
no acumula PHB (poli B — hidroxibutirato) y produce un pigmento pioverdina
(verde amarillento), difusivo e hidrosoluble, que da fluorescencia verde azulada
bajo luz ultra violeta de longitud de onda larga (254 nm). La produccién de
pigmentos fluorescentes aumenta sobre todo en los medios con alta concentracion
de fosfato. A este grupo pertenecen Pseudomonas aeruginosa, P. fluorescens, P.
putida, P. stutzeri, P. mendocina, y P. alcaligenes. Sélo los tres primeros
miembros de este grupo producen pioverdina, aunque s6lo la especie de P.
aeruginosa, produce el pigmento hidrosoluble azul definido piocianina, y los tres
restantes no producen pigmentacién (la produccion de pigmentos puede
demostrarse cuando se cultiva en medio de King A; denominado agar P:
produccion de piocianina y King B; denominado agar F: produccion de
pioverdina) (Geng et al., 2015).

Otros pigmentos producidos por otras especies del género son la piorubina (P.
aeruginosa, color rojo similar al 6xido), oxiclororafina (P. aureofaciens, P.
chlororaphis, color naranja), y la clorafina (P. chlororaphis, color verde), entre
otros. Muchos de estos pigmentos actian como siderdforos en los sistemas
bacterianos de captacion de hierro. La produccion de pigmentos puede
demostrarse cultivando los microorganismos en medio de King B donde no
contiene hierro. Las cepas no pigmentadas presentan un color gris palido. Cuando
crecen en agar sangre, normalmente presentan hemdlisis (Al-Khalid & El-Naas,
2012).

1.1.13 Ecologia

El genoma de cinco especies diferentes de Pseudomonas se ha secuenciado
recientemente y han revelado que todas ellas comparten un conjunto de 2000
genes de un total de 5000 a 6000 genes presentes en sus correspondientes
genomas. Ademas, se han descrito que alrededor de 60 especies que poseen una
extraordinaria versatilidad metabolica, y se caracterizan por su amplia distribucién
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en el medio ambiente, habiéndose aislado de plantas, suelos limpios y
contaminados, de aguas continentales y marinas. La ubicuidad de las bacterias del
género Pseudomonas y su capacidad para explotar una amplia variedad de
nutrientes, refleja un sistema de adaptacion al medio ambiente que no se encuentra
en otras bacterias. Por ello se considera a las bacterias del género Pseudomonas,
un paradigma de versatilidad metabolica, como microorganismos clave, en el
reciclado de materia organica en los compartimientos aerobios de los ecosistemas,
jugando un papel esencial en la mejora y el mantenimiento de la calidad
medioambiental. Las Pseudomonas son capaces de procesar, integrar y reaccionar
frente a una amplia variedad de condiciones cambiantes en el medio ambiente,
donde muestran una alta capacidad de reacciéon a sefiales fisico-quimicas y
biol6gicas. Asi pues, se han descrito cepas capaces de adquirir resistencia a
metales pesados, disolventes organicos y detergentes, los cuales les permiten
explorar una amplia gama de fuentes de carbono como nutrientes, asi como
colonizadores cambiantes y nichos que dificilmente son colonizables, donde
obtienen una degradacion parcial o total de estos contaminantes hasta conseguir
su destruccion o conversion en productos menos dafiinos. Este procedimiento es
conocido como biorremediacion. Entre los compuestos organicos que son capaces
de metabolizar se encuentran hidratos de carbono, hidrocarburos lineales y
aromaticos, 4&cidos alifaticos, aminas, amidas, aminoacidos, compuestos
aromaticos (con diferentes grupos funcionales, como: —OH, —Cl, -NH, -NO. y —
SO3) y alcoholes. La capacidad de utilizar los compuestos aromaticos es
particularmente interesante, dadas las distintas rutas por las cuales las
Pseudomonas son capaces de metabolizar, por lo tanto, estas hacen su posible
utilizacién en los procesos de descontaminacion y biocatalisis (Rodriguez et al.,
2013).

1.1.14 Pseudomonas aeruginosa

En 1872 fue aislada por primera vez por Schroeter, a partir de muestras
ambientales. La denominacion de aeruginosa deriva de la palabra aeruginoso
(aeruginous) que significa “el color del cobre oxidado”. Es un aerobio estricto,
algunas cepas pueden crecer anaerébicamente mediante desnitrificacion o
mediante la fermentacién de compuestos como la arginina o el piruvato. Crece

con facilidad en los medios de cultivo y produce en ocasiones un olor dulzén a
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uvas. Se desarrolla a temperaturas de 10-2 °C, aunque su temperatura Optima de
crecimiento es de 35-37 °C. Algunas cepas producen hemolisis. Las mismas
emiten pigmentos de fenazina en agar nutritivo, después de 24 horas de incubacion
a 37 °C y posteriormente a temperatura ambiente; los mismos pueden ser azul
(piocianina), amarillo verdoso (pioverdina), rojo (piorubina) y negro
(piomelanina). Existe aproximadamente, un 10 % de Pseudomonas aeruginosas

que son apigmentadas (Ren et al., 2008).

Los cultivos de Pseudomonas aeruginosa pueden mostrar varios tipos de colonias:
lisas, rugosas, mucoides, redondas, alargadas, con pigmento verde metélico y olor
dulzoén, que presentan caracteristicas bioquimicas enzimaticas particulares con
susceptibilidades antimicrobiana diferentes. Las Pseudomonas aeruginosa
generan numerosos exoproductos, incluyendo proteasas, hemolisinas,
ramnolipidos y derivados de fenazina, factores potencialmente citotdxicos que
aumentan su competitividad y supervivencia. Por ejemplo, el metabolito
secundario soluble en agua piocianina (1-hidroxi-5-metil-fenazina) ha mostrado
actividad antimicrobiana contra una gran variedad de microorganismos. El estrés
por nutrientes induce en Pseudomonas algunos cambios morfologicos vy
bioguimicos que, en condiciones limitantes de crecimiento, la bacteria expresa
mecanismos de proteccion, permitiendo a las celulas sobrevivir a desafios

ambientales (Aguirre, 2015).

1.1.15 Caracteristicas de la Pseudomona aeruginosa

En la figura 2 se observa la intensidad del ancho de los grupos funcionales
presentes en Pseudomonas aeruginosa, para una banda de absorcion de 3550 a
3200 cm™, se encuentran los grupos funcionales de: -OH, -NH y —NHs". En la
banda de 3150 a 3080 cm™, se encuentran los grupos funcionales de -CH y —OH.
En los picos altos de 1690 a 1620 cm™ corresponden al grupo C=0, donde la banda
de ensanchamiento terminal corresponde al grupo COO" y a los diferentes grupos
CONH. Los picos correspondientes de 1100 — 1020 cm™ corresponden a enlaces
de C-Oy —OH de la banda. La Pseudomonas aeruginosa contiene a los elementos:
41.6% C, 18.5% S, 8.09% N, 4.72% H y 0.47% P. Ademas, contiene 14
aminoacidos, que son: histidina, &cido aspartico, alanina, glicina, acido glutamico,
isoleucina, metionina, arginina, licina, fenilalanina, treonina, cistina, serina y
valina con 44.39, 31.28, 27.61, 16.66, 12.35, 5.62,5.02, 4.76, 4.22, 2.2, 1.96, 0.63,
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0.43 y 0.024 mg/L respectivamente. La superficie celular de la Pseudomonas
aeruginosa contiene COOH, NH, y POs* (Filloux & Ramos, 2014).
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Figura 2. Espectro de infrarrojo de Pseudomonas aeruginosa

Fuente: Filloux & Ramos (2014).
1.1.16 Mecanismo de biodegradacion del fenol
En el estudio del mecanismo de la biodegradacion de compuestos aromaticos por
bacterias es necesario conocer los distintos procesos o etapas, mediante los cuales
el compuesto se incorpora al metabolismo celular y se transforma en
intermediarios de las rutas centrales. Ello implica un conocimiento profundo a)
del sistema de transporte a través de la membrana plasmatica b) del sistema de
hidroxilacion y escision del anillo aromatico ¢) de la ruta seguida en su
transformacion y su relacion con otras rutas metabdlicas y d) de los mecanismos
de control de los procesos anteriores. La degradacion del compuesto aromatico
puede darse con presencia o0 ausencia de oxigeno, siendo el catabolismo aerobio
el méas estudiado (Ren et al., 2008).

1.1.17 Inmovilizacion de la Pseudomonas aeruginosa

La inmovilizacién celular puede ser definida como la ubicacion fisica de células
en un espacio o region especifica, de forma natural o inducida, en la cual son
capaces de mantener una actividad catalitica deseada. Es un evento que se da
naturalmente gracias a procesos de adherencia a superficies o0 a otros
microorganismos, debido a estructuras celulares 6 a sustancias que estos mismos

segregan. De forma artificial o inducida, puede darse por atrapamiento en los
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espacios o poros de fibras y geles, entre muchos. El uso de células inmovilizadas
permite la operacion de biorreactores a velocidades de flujo que son
independientes de la velocidad de crecimiento empleadas. La estabilidad catalitica
puede ser mayor para células inmovilizadas que para células libres y algunos
microorganismos inmovilizados toleran concentraciones mas altas de compuestos
toxicos que su contraparte no inmovilizada. La inmovilizacion permite crear un
microclima que aumenta la estabilidad térmica, resistencia a la variacion del pH,

e influencia de algunos reactivos quimicos (Annadurai et al., 2008).

1.1.18 Ventajas de la inmovilizacion

La inmovilizacion de diferentes microorganismos en diversos soportes que van
desde los biodegradables como residuos organicos o agroindustriales, hasta
aquellos de dificil o nula degradacion como plasticos y fibras de vidrio han
permitido el interés y el desarrollo de nuevas tecnologias debido a algunas

ventajas que presentan como son:

— Concentracién de biomasa
— Actividad metabdlica

— Resistencia a la toxicidad (Annadurai et al., 2008).

1.1.19 Encapsulamiento de la Pseudomona aeruginosa con geles de alginato
de calcio

Alginato término genérico que se utiliza para denominar a las sales y derivados
del acido alginico. Este polisacarido se presenta como una mezcla de sales
insolubles de calcio, sodio, potasio y magnesio en las algas marrones
(Phaeophyta). El alginato, en forma de sal sddica, potasica o magnésica, es soluble
en soluciones acuosas a pH mayores de 3.5. También es soluble en mezclas de
agua y solventes organicos miscibles con ella, como el alcohol, pero es insoluble
en leche, por la presencia de calcio. La viscosidad de las soluciones de alginato
depende de la concentracion (elevandose mucho a partir del 2%) y temperatura
(disminuye al aumentar ésta). Las soluciones de alginato tienen un
comportamiento no newtoniano, con una viscosidad que disminuye mucho al
aumentar la velocidad de corte. En ausencia de calcio, la molécula de alginato se
pliega formando hélices mantenidas por puentes de hidrégeno (Agarry et al.,
2014).
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1.1.20 Estructura quimica del alginato de calcio

Los alginatos son polimeros cuyas unidades monomeéricas son los &cidos urénicos
(azlcares donde el grupo CH2OH del C6 ha sido reemplazado por un grupo
COOH), de unidades: acido p-D- Manurénico (M) y acido a-L-Glucurénico (G),
obsérvese en la figura 3, estructurado en secuencias de bloques MM, MG unidos
por enlaces p-(1-4), y bloques GG, GM unidos por enlaces a-(1-4), obsérvese en
la figura 4. Una macromolécula de &cido alginico tiene un peso molecular de
20000 a 250000; heterosacarido no nitrogenado; copolimero de cadena lineal, de

férmula quimica (CsHgOg)n (Tyman, 2017).
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Figura 3. Composicion monomérica del acido alginico. M: p-D- Manuronico,
G: a-L-Glucuronico.
Fuente: Tyman (2017).
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Figura 4. Bloques poliméricos de &cido manurénico (M) y cido glucurénico (G).
Fuente: Tyman (2017).

1.1.21 Formacion del gel de alginato de calcio

Una propiedad interesante de los alginatos es su capacidad para dar geles de
texturas muy variadas segin el numero de zonas de union entre las
macromoléculas. El fendmeno de gelidificacion es el resultado de asociaciones
intermoleculares, que en el caso de los alginatos no puede llevarse a cabo sin la
intervencion de reactivos susceptibles de neutralizar las cargas repulsivas de los
carboxilatos. La aproximacién o apilamiento de cadenas podra realizarse
facilmente por acidificacion del medio o por adicién de diversos cationes di o
polivalentes de los que el calcio es sin duda el mas utilizado. Para obtener un gel
de una textura conveniente es importante que el numero de zonas de union creadas
por el reactivo reticulante esté comprendido dentro de ciertos limites, ya que una
cantidad insuficiente de reticulante se traducira en un simple aumento de la pseudo
plasticidad de la solucion y un exceso conducira a la precipitacion coloide. En los
geles de alginato los segmentos homogéneos constituyen las zonas de unién
intermolecular. Los iones calcio intervienen para ligar las cadenas paralelas;
mediante la interaccion de un ién calcio con dos grupos carboxilo, figura 5
(Filloux & Ramos, 2014).
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Figura 5. Estructura conformacional: Diagrama representativo de la
interaccion del ion calcio con los segmentos poliglucurénicos para la
formacion del gel alginato de calcio.

Fuente: Filloux & Ramos (2014).
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El mecanismo de gelidificacion es por apilamiento de cadenas que corresponden
a un modelo en caja de huevos (figura 6) que se basa en las diferencias de
conformacién de los tres tipos de secuencias de bloques: poliglucurdnicas,
polimanurdnicas o mixtas. La conformacion de las secuencias glucurénicas es tal,
que pueden presentar una sucesion de cavidades electronegativas, cuyo tamafio y
geometria permiten la fijacion de uniones calcio. Se trata de un fenémeno de
cooperacion de apilamiento regular de las cadenas, y es capaz de ligar muy
fuertemente al calcio, como los huevos en sus cajas (Valero, 2015).

lones Ca*

Figura 6. Estructura del alginato de calcio.
Fuente: Valero (2015).

1.2 Antecedentes

1.2.1 Aislamiento e Identificacion de Pseudomonas aeruginosa

Pardo et al. (2017) aislé bacterias P. aeruginosa degradadoras de fenol, utilizé un
medio de cultivo, suplementado con 500 mg / L de fenol como Unica fuente de
carbono. El pH se ajust6 a 5.0 + 1 debido a las condiciones de acidez de los suelos
de los Llanos Orientales. El fenol se adiciono a partir de una solucion madre esteril
(filtros 0.22 mm, Minisart NML) de 100 000 mg / L. Las muestras de las biopilas
y de los suelos de cafia y palma, se procesaron 48 h después de su recoleccién; (10
g) de cada muestra se colocaron en 100 mL de BH [relacion 1:10 (p / v)] y se
incubaron a 28 + 2°C y 180 rpm, realizando tres pases al mismo medio BH fresco
cada 21 dias. Para aislar las cepas promisorias se sembraron diluciones de los
cultivos de enriquecimiento en medio BH sélido (1.8 % agar) fortificado con 500

mg / L de fenol como Unica fuente de carbono y energia, se incub6a28 +2°C, y
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se seleccionaron las colonias que crecieron después de cuatro resiembras
consecutivas. Las cepas recuperadas se conservaron en 30 % (v / v) glicerol a -80
°C

En su investigacion Acosta et al. (2011) realiz6 el aislamiento de bacterias
inoculando 1.0 mL de las muestras de agua en cajas de Petri conteniendo medio
minimo de Lee, sin glucosa y adicionadas de 1.0 mL de petr6leo como fuente de
carbono, incubando a 28°C durante 5 dias. Las colonias obtenidas se purificaron
por resiembras sucesivas en el mismo medio de cultivo, y para su posterior
identificacion, se sembraron por duplicado en los siguientes medios selectivos:
Agar hierro de Kligler, SIM (Sulfhidrico-Indol-Movilidad) y OF (oxidacion-
fermentacion) para Pseudomonas, asi como Agar Biggy y la prueba de tubo
germinal para levaduras. También se realizd toda la bateria de pruebas
bioquimicas para la identificacion de Enterobacterias.

Rivera et al. (2008) empled el medio agar cetrimide, coloracion Gram y las
pruebas de oxidasa y del citrato para el aislamiento e identificacion de P.
aeruginosa. Se utilizaron los métodos yodomeétrico para la determinacion de BLC
y de sinergia con doble disco. De 97 muestras se obtuvieron 20 aislamientos de P.
aeruginosa (21%); de éstos 45% (9/20).

Pérez et al. (2008) aislaron cepas bacterianas Pseudomonas aureginosa
degradadora de petroleo, esto se llevo a cabo por el método de enriquecimiento
secuencial, empleando como fuente de carbono y energia crudo de petroleo Mesa
30/Puerto Escondido El enriquecimiento se realiz6 empleando medio mineral
modificado del medio disefiado por Zajic y col.13 compuesto por (g - L-1): KH2
PO4 0,05; NH4 CI 0,1; K2 HPO4 0,1; KH2 PO4 0,05; KCI 0,01; MgSO4 - 7TH2
O 0,05; CaCl2 0,001; FeSO4 - 7H2 O 0,001. Ademas, se le adicionaron 0,05 mL
de una disolucién de oligoelementos de composicion porcentual: B (0,026), Cu
(0,05), Mn (0,05), Mo (0,006) y Zn (0,07). Como fuente de carbono se utilizo
petréleo intermedio (Mesa 30/Puerto Escondido) 0,2 % (v/v). El aislamiento de
las cepas se realiz6 por siembra en estrias sobre placas de agar triptona soja (TSA),
a partir de un banco de diluciones seriadas, las cepas se identificaron utilizando
pruebas bioguimicas clasicas para determinar el género y la especie segun el

Manual Bergey. Las cepas obtenidas fueron depositadas en la Coleccion de
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Cultivos del Centro de Estudios de Biotecnologia Industrial (CCEBI),
Universidad de Oriente, Santiago de Cuba e identificando a cada una de ellas

mediante un cédigo.

Para los aislamiento se utilizaron medios de cultivos selectivos o enriquecidos
como lo reporta Hussein et al. (2015) los aislamientos bacterianos revelaron una
apariencia colonial diferente dependiendo de los medios selectivos o diferenciales
utilizados, asi mismo Arenas (2018) indica que los resultados de la siembra en
medios generales y enriquecidos se desarrollaron a 37°C, esto debido a que en una
poblacion de bacterias que se encuentren en crecimiento equilibrado aumentan de

manera proporcional con el tiempo.

La tincién de Gram es una coloracion que nos ayuda a la identificacion de
bacterias como lo reportado por Gutierrez (2013) que indica que con la tincion de
Gram, se puede apreciar con mas definicion la morfologia de los
microorganismos, tamafio y diversidad, como también reporta Arenas (2018) la
tincion de Gram realizada sirvié como primer analisis microscopico de las cepas
obtenidas y también permitio obtener detalles sobre su estructura interna, cuyas
caracteristicas macroscopicas se complementan con las descripciones, quien
indica que este tipo de caracteristicas corresponden al tipo Pseudomonas

aeruginosa.

Una prueba de confirmacion de cepas bacterianas es el uso de pruebas bioquimicas
como lo reporta Pramila (2012) las pruebas bioquimicas utilizadas fueron
motilidad, catalasa, oxidasa, carbono, aminoacidos, nitrato. Asi también lo indica
Begum et al. (2015) los aislados bacterianos seleccionados se identificaron
mediante caracterizacion bioquimica como la motilidad y la catalasa, oxidasa,
indol, rojo de metilo, Voges-Proskauer, triple azicar de hierro, utilizacion de

citrato, ureasa, reduccion de nitrato y prueba de fermentacién de carbohidratos.

Arenas (2018) reporta que las pruebas bioquimicas como oxidasa, TSI, urea,
indol y gelatina constituyen pruebas preliminares que se utilizan en la

identificacion y la inmediata lectura.

El uso de instrumentos 0 equipos automatizados son muy Utiles para la

confirmacion y validacion de cepas bacterianas como lo reporta Hussein et al.
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(2015) el equipo Vitek 2 es una técnica poderosa para identificar los aislados
bacterianos. Asi mismo Gutierrez (2013) indica que con ayuda del instrumento
Vitek 11 Compact se sometid a una ultima prueba de analisis final que comprobaria
que se trataba de Pseudomona aeruginosa.

1.2.2 Adaptacion de microorganismos para la biodegradacién de fenol

Pardo et al. (2017) aislé cepas de cultivos agricolas para que fueran evaluadas en
tres concentraciones diferentes de fenol (500 mg /L, 800 mg/Ly1200mg/L)
observandose distintos tiempos de degradacién, adaptacién al fenol y produccion
de biomasa. Se observé que el aumento de biomasa esta asociado a la disminucion
de fenol en el medio, indicando que el fenol es utilizado como fuente de carbono.
La habilidad de los microorganismos para incorporar fenol para produccién de
biomasa, esta relacionada con la expresion de enzimas (hidroxilasas) asociadas a
la degradacion del compuesto, lo cual forma catecol que es transformado por
medio de las enzimas C230 o C120 a piruvato, para ser utilizado en el
metabolismo celular. Entre las cepas aisladas, la cepa Spsl presentd la mayor
tolerancia al fenol, pues lo degradd totalmente en 96 h a la concentracion mas
elevada evaluada (1 200 mg / L); esta concentracion inhibid el crecimiento y la
degradacion de las demas cepas recuperadas de biopilas. Para las cepas aisladas
de cultivos agricolas la concentracion de 800 y 1 200 mg / L present6 inhibicion

de crecimiento y degradacion.

Echeverri (2011) estudio el crecimiento bacteriano sobre caldo mineralizado en
concentraciones de 200, 500 y 1000mg/L de fenol y procedimiento “directo” se
hizo un seguimiento durante 7 dias. Se observan mayores absorbancias en las
muestras originadas de suelo, comparadas con las muestras de agua (bahia), se
observé un aumento considerable de absorbancia a la concentracion de 200mg/L,
mientras que el aumento al quinto dia se vio a 500mg/L; en la concentracién de
1000mg/L, hubo coherencia en la absorbancia hasta el tercer dia, presentando
picos de crecimiento. Al comparar los datos de las absorbancias de las siembras
“directas”, “adaptadas” “preenriquecimiento”, en 24, 48 y 72 horas de incubacion
con concentraciones de fenol de 200, 500 y 1000mg/L se presentd una

disminucion de la absorbancia a medida que aumentaba la concentracion de fenol.
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Garcia (2007) menciona que, para realizar la adaptacion de lodos activados al
fenol, se utilizé el método SCAS, que consiste en que a un litro de lodos activados
se le adiciono diariamente 1 litro de agua residual domestica sedimentada y un
volumen de solucion concentrada de fenol (20 g/l); este Gltimo se fue
incrementando de acuerdo a la adaptacion de los lodos activados. Después de 23
horas de aireacion y 45 minutos de sedimentacion, se elimina 1 litro de
sobrenadante. Para reiniciar el ciclo, se adiciono nuevamente agua residual y
solucién de fenol. Para mantener estable el proceso de adaptacion de fenol, el
contenido de solidos totales en el reactor se mantuvo entre 4 — 5 g/l. Con este
método, los lodos lograron degradar concentraciones de hasta 1,3 g/l ademas de
que también se logro la adaptacion de dos poblaciones de lodos activados para
degradar fenol en rangos de concentraciones de 20 — 700 y de 20 — 1300 mg/I
utilizando del método SCAS.

En su estudio Kumar et al. (2005) menciona que los cultivos liofilizados de P.
putida (MTCC 1194) se revivieron y se expusieron a concentraciones crecientes
de fenol y catecol en matraces de agitacion. Esta cepa bacteriana podria
aclimatarse a las concentraciones de 1000 y 500 mg / | para fenol y catecol,
respectivamente, durante un periodo de tres meses. Cuanto mayor era la
concentracion de fenol o catecol, mayor era el periodo de retraso. El cultivo bien
aclimatado de P. putida (MTCC 1194) degrado la concentracion inicial de fenol
de 1000 mg / ly la concentracion inicial de catecol de 500 mg / | completamente

en 162 y 94 h, respectivamente.

La aclimatacion de bacterias en diferentes concentraciones de las sustancias a
remediar, es un paso importante en los procesos de tratamiento biolégicos como
lo reporta Echeverri (2011), encontrandose la adaptacién de microorganismos en
medios mineralizados con concentraciones de fenol entre 300 y 2000mg/L en la

investigacion que realizo Jiang et al. (2007).

La adaptacién de Nocardiahydrocarbonoxydans a concentracion de fenol de
500mg/L para su inmovilizacion y remocién en un reactor de lecho, como también
una aclimatacién que varié de 100mg/L a 900mg/L en un tiempo de 15 dias
buscando una tolerancia limite que fue de 900mg/L con el mismo microorganismo

Vidya et al. (2007). Se establecio una aclimatacion de Bacillus brevis en medio
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minimo con una concentracion de fenol inicial de 500mg/L, y adiciones
incrementales a 750mg/L, 1500mg/L y 1750mg/L segun lo reportan Shetty et al.
(2007).

1.2.3 El género Pseudomonas como biodegradadores de fenol

Peters et al. (2017) investigo nueve cepas de Pseudomonas pertenecientes a cuatro
especies diferentes (P. corrugata, P. fragi, P. stutzeri y P. fluorescens biotipos B,
CyF)y que albergan operones de pheBA transferidos horizontalmente. Los genes
phe se agruparon de la misma manera en estos nueve phe operons y se conectaron
al mismo promotor que en el caso del operén pheBA original. Se secuenciaron un
plasmido de 10,6 kb que portaba un grupo de genes pheBA, y se describio la
estructura del operén pheBA reordenado. Estos datos indican que el material
genético introducido podria, si codifica una capacidad beneficiosa, enriquecer la
variedad genética natural para la biodegradacion.

Quintana y Valerio (2016) mencionan que el género Pseudomonas esta
constituido por bacilos Gram negativos, mdviles por flagelacion polar; se
encuentran normalmente en el suelo y son patdgenos oportunistas en animales,
plantas y humanos. Entre los microorganismos del género Pseudomonas
degradadoras de hidrocarburos y que presentan una serie de actividades naturales
sobre xenobioticos, se encuentra la especie P. aeruginosa, conocida como bacilo
piocianico o de pus azul Ron & Rosenberg (2002). Esta bacteria causa al hombre
distintos problemas, pero también tiene diversas aplicaciones biotecnoldgicas,
sobre todo en un area ambiental. Actualmente se conoce que es uno de los pocos
organismos capaces de degradar alcanos de cadena ramificada, produce
biosurfactantes, utiles para la limpieza de aguas contaminadas con hidrocarburos
y ademas posee la capacidad de absorber metales pesados (Pb, Cry Zn). Cuando
estas bacterias se adhieren a una superficie, las células se diferencian por formar
microcolonias cubiertas por una matriz extracelular que eventualmente llegan a
constituir una pelicula. Las bacterias que forman la biopelicula tienen un
metabolismo distinto a las células que crecen en medios liquidos, una de las
diferencias mas aparentes es su disminuida sensibilidad a antibioticos y otros

agentes toxicos.
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En el trabajo de Mollaei et al. (2010), utilizo células de Pseudomonas sp. Las
células SA01 se inmovilizaron en una serie de técnicas de inmovilizacion
singulares e hibridas para lograr una eliminacién de fenol mejorada. Las células
inmovilizadas en PVA-alginato y ACA proporcionaron el mejor rendimiento en
experimentos con 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 examen de microscopia electrénica indicé que la capacidad
de carga celular aumento en las perlas hibridas de PVA-alginato a través de una
fuga celular reducida, lo que result6 en una mayor actividad de las perlas hibridas

de PVA-alginato en comparacion con todos los deméas métodos de inmovilizacion.

Kumar et al. (2005) realiza la degradacion bioldgica de fenol y catecol por una
cepa bacteriana de Pseudomonas putida (MTCC 1194) en medio de sal basal
(BSM) se investigd en experimentos con matraces con agitacion a 29,9+ 0,3° C
y un pH de aproximadamente 7,1. Los cultivos liofilizados de P. putida (MTCC
1194) se revivieron y se expusieron a concentraciones crecientes de fenol y catecol
en matraces de agitacion. El cultivo bien aclimatado de P. putida (MTCC 1194)
degrado la concentracion inicial de fenol de 1000 mg / ly la concentracion inicial
de catecol de 500 mg / | completamente en 162 y 94 h, respectivamente.

1.2.4 Pseudomonas aeruginosa y su capacidad para biodegradar fenol

Segun Camposano et al. (2018) la P. aeruginosa crece limitadamente en presencia
de fenol en el resultado se muestra el escaso crecimiento de las células libres e
inmovilizadas en presencia de fenol y mayor crecimiento en los cultivos a los que
no se le agrego el xenobidtico (control), sin embargo, las células son capaces de
llevar a cabo la degradacion. La degradacion de fenol fue mayor en las células
inmovilizadas en Opuntia imbricata que con células libres. La mejor tasa de
biodegradacion (T.B.) en células inmovilizadas ocurre a una concentracion inicial
de fenol 0.016 M logrando 61.6 % de remocion, comparada con el 16.7 % obtenida
con células libres. La presencia de fenol limita el crecimiento de P. aeruginosa en
las diferentes concentraciones probadas. La mejor T.B. se obtuvo en las células
inmovilizadas en Opuntia imbricata lo que permite proponer tecnologia que

mejore el proceso de degradacion de este xenobidtico.
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En el estudio que plantea Bohdérquez (2014) donde evalGa la cinética de
biodegradacion de fenol a partir de Chlorella vulgaris — Pseudomonas
aeruginosa. Se midi6 el aumento de la biomasa tanto por separado de cada
microorganismo y su respectiva degradacion de fenol. Para determinar con que
cepa de Pseudomonas aeruginosa, se iba a conformar el consorcio, de las siete
cepas que se tenian, se realiz una seleccion de manera cualitativa por medio de
la técnica Replica-Plating a dos concentraciones 400 ppm y 800 ppm. Se encontro
que, a una concentracion de 800 ppm, la concentracion de fenol no permitio la
recuperacion de las bacterias; de las siete cepas, la seleccionada fue la PB18. El
porcentaje de remocidn de fenol, fue del 50%. Por esta razén, la cinética muestra
que aparentemente el consorcio Chlorella vulgaris — Pseudomonas aeruginosa,
funciona mejor como sistema bioldgico para la remocion de fenol que
Pseudomonas aeruginosa por si sola. Estos hallazgos sugieren que el consorcio
microalga-bacteria podrian jugar un rol fundamental como un nuevo método,

amigable con el ambiente, para la remocion de fenol.

En su trabajo de investigacion Callata (2014) utilizo Pseudomonas aeruginosa, en
el proceso de la biodegradacion del fenol contenido en soluciones acuosas y en
las muestras de aguas residuales provenientes de los retretes de las aeronaves. El
estudio de la influencia de los factores ambientales fue posible, mediante un
disefio experimental de degradacion del fenol en soluciones acuosas con rangos
de concentracion (30 - 70 mg/L de fenol), temperatura (16 — 28 °C) y matriz (37 -
55 unidades de perlas de alginato de calcio). Se obtuvieron como parametros mas
Optimos: temperatura 33 °C, matriz: 62 unidades de perlas de alginato de calcio,
concentracion inicial 49 mg/L de fenol, eficiencia de remocion del fenol 73.78 %,
en un volumen de 300 mL, aireacion constante de 0.046 vvm. La degradacion del
fenol presente en muestras de aguas residuales provenientes de los retretes de
aeronaves mediante Pseudomonas aeruginosa, obtuvo eficiencias de
biodegradacion del 78.33 %y 71.26 % para concentraciones iniciales de 10.526 y
20 mg/L en tiempos de contacto de 2.75y 4.5 h a temperaturas de trabajo de 22 y

28 °C, respectivamente.

En la investigacion de Rangel et al. (2010) se usaron células de P. aeruginosa para
degradar tolueno, benceno y fenol. La cepa fue cultivada en medio mineral sélido

y se establecieron las concentraciones éptimas para el desarrollo de células
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viables: 0.31, 0.19 y 0.13 M para tolueno, benceno y fenol. Los ambientes con
concentraciones limitadas de Fe(lll) favorecen la produccion de piocianina,
pigmento que puede interferir en el método analitico de biodegradacion de
compuestos aromaticos. Se optimiz0 y establecio el medio de cultivo mineral con
0.04 g L™! de FeSO4 en presencia de tolueno (0.03 M) y con esta concentracion
inicial la tasa de biodegradacion fue 75 %. Las pruebas de degradacion especificas
para los compuestos aromaticos mostraron que la cepa de P. aeruginosa usada
puede degradar tolueno, bencenoy fenol. Las tasas de degradacion fueron
mayores para tolueno (58.4 %) y benceno (70.11 %) con concentraciones iniciales
de 0.14 My 0.16 M, y la degradacion fue menor para fenol (24.65 %) con una
concentracion inicial 0.10 M. La capacidad degradadora de P. aeruginosa tuvo
proporcion directa con su crecimiento en presencia de los xenobi6ticos estudiados,
mostrando una mayor cantidad de proteina celular en los cultivos con benceno
(1.4982 mg mL™), tolueno (0.8629 mg mL™) y menor en los cultivos
desarrollados en presencia de fenol (0.4431 mg mL™); lo cual muestra que un
deficiente desarrollo bacteriano (biomasa) influye en wuna subdptima
biodegradacion.

1.2.5 Otras bacterias biodegradoras de fenol

Segun Pardo et al. (2017) menciona que cepas a partir de cultivos agricolas
degradadoras de fenol se inocularon en caldo de soya triptica (TSB)a28 £2 °Cy
120 rpm por 24 h. El cultivo se centrifugdé a 5 000 rpm por 5 min y las células
fueron lavadas dos veces [0.85 % (p / v) NaCl esteéril]. Para evaluar la degradacion
de fenol, las células, a una densidad 6ptica de 1.0 a 600 nm (ODeoo), fueron
inoculadas en medio BH a una concentracion celular del 0.3 % (v / v) en distintas
concentraciones de fenol para las cepas aisladas de biopilas (500 mg / L, 800 mg
/Ly1200mg/L)y de cultivos de cafiay palma (500 mg/Ly800mg/L),y se
incubaron a 28 °C £ 2 y 180 rpm, hasta agotar la fuente de carbono. Se evaluo la
ODsoo de la biomasa y el fenol residual, por el método de Folin-Ciocalteau. Todos
los tratamientos se realizaron por triplicado. Se observo que las cepas Spsly Sc3
removieron por completo el fenol a 500 mg / L del medio de cultivo alas 24 h'y
28 h, respectivamente. Estas cepas, a pesar de requerir un periodo de adaptacion
mas largo a 800 mg / L de fenol, degradaron el compuesto por completo a las 48

h. La cepa Spsl fue la Unica que crecié a 1 200 mg / L de fenol, removiendo
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totalmente el compuesto a las 96 h; para el resto de las cepas esta concentracion

inhibio su crecimiento.

La Pseudomonas fluorescencia KNU417 fue capaz de degradar hasta 700 mg / L
de fenol en 65 horas, pero no pudo degradar 1,000 mg / L de fenol. La tasa de
degradacion del fenol fue notablemente mejorada por la preadaptacion. Ademas,
la célula fue capaz de degradar hasta 1,300 mg / L de fenol preadaptando a 700
mg / L de fenol. Adaptaciones repetidas a la misma concentracién de fenol
muestran un aumento insignificante en tasa de degradacion. Ademas, una
concentracion relativamente baja del fenol (100-700 mg / L) requiri6 solo una
preadaptacion mientras que la alta concentracion (1,000 mg / L) tuvo que hacer
dos preadaptaciones paso a paso para una degradacion éptima (Kwon & Yeom,
2009).

Diferentes técnicas han sido usadas para tratar aguas contaminadas con fenol
como: destilacion, adsorcion, extraccion por membrana, ozono, oxidacion
fotocatalitica, oxidacion anddica y degradacion bioldgica, entre otros, como lo
indica Busca et al. (2008). Hay evidencia de degradacion bioldgica por medio de
hongos, bacterias y microalgas; Pseudomonas sp y Acerobacter sp, Chlorella sp
Scenedesmus obliquus. Se ha visto que los consorcios alga-bacteria son una
alternativa viable para la descontaminacion de aguas, puesto que se da un reciclaje
de nutrientes, las algas consumen el CO2 producido por las bacterias mientras

estas consumen el O, que producen las algas (Subashchandrabose et al., 2011).

En este estudio se busco un medio de cultivo en el que dos cepas de bacterias
capaces de crecer con fenol como Unica fuente de carbono y las algas Chlorella
vulgaris y Chlamydomona reinhardtii pudieran crecer con fenol como sustrato.
AMAmM fue el medio en el que se vio un mejor crecimiento de las micro-algas.
Las bacterias, tuvieron un mejor crecimiento en AMAmM, por lo que existe mayores
concentraciones de CO- que ayudan al crecimiento de las algas. Simultdneamente
el alga genera mayor concentracion de O2 que beneficiaria el crecimiento de las
bacterias. Hay que mencionar ademas que la presencia de oxigeno favorece la
degradacion de fenol (Melo et al., 2005). Dentro de las micro-algas se tienen un
crecimiento mixotrofico, donde utiliza el fenol como fuente de carbono, pero

siguen usando la luz. Esto significa un mejor crecimiento de las algas que
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beneficiaria el proceso (Mitra et al., 2012). Los medios RS y AMAmM soportaron
el crecimiento de las algas de manera autotrofica, asi como el crecimiento de los

consorcios a concentraciones de 50 y 100 mg/L de fenol (Cantillo, 2017).
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CAPITULO II
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
2.1 Identificacion del problema

Las aguas residuales de los bafios portatiles son consideradas aguas residuales
industriales. La alta carga contaminante entre los principales y mas toxicos, los
compuestos fendlicos de las aguas residuales procedentes de los bafios portatiles, hace
que sea necesario y obligatorio el tratamiento adecuado antes de verterlo en los sistemas
de alcantarillado sanitario. Los contaminantes alli presentes alteran las composiciones y
caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas de un desaglie domestico, lo que traslada el
problema al cuerpo receptor, al no poder este, de manera natural degradar estos
compuestos altamente toxicos para el ecosistema. La acumulacion de estos compuestos
quimicos toxicos en el cuerpo receptor produce alteraciones en las propiedades bioldgicas

de los microorganismos que habitan en él (Bddalo et al., 2008).

La remocion del fenol ha sido realizada mediante procesos fisicos y quimicos con
derivados secundarios, sin embargo, las técnicas bioldgicas tienen una gran ventaja como
la remocidn total por medio de la mineralizacion completa en CO2, H,O, NOz ~, con
costos de operacion bajos, donde la degradacion completa puede ser realizadas por
bacterias, hongos y levaduras que utilizan el fenol como fuente de carbono y energia
(Naresh et al., 2012).

Sin embargo los compuestos xenobidticos como el fenol pueden contribuir con la
inestabilidad de los sistemas de tratamientos bioldgicos de aguas residuales que inhiben
a los microorganismos actuadores en la degradacion de materia organica y otros
compuestos, por lo tanto, estos compuestos disminuyen la eficiencia de las plantas de

tratamiento de aguas residuales, asi como el fenol que es de efecto bactericida que se basa
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en la interrupcion de las funciones de las membranas citoplasmaticas de los
microorganismos causando asi la muerte de ellos. Por tanto, para minimizar este problema
se han aislado bacterias extremofilas que degraden el fenol como la Pseudomonas
aeruginosa que han sido adaptadas a diferentes concentraciones de fenol (7 a 1400 mg/L)
y enriquecida con medios suplementarios de crecimiento (Ren et al., 2008).

Por otra parte, los efluentes liquidos con contenido de fenol a altas concentraciones hacen
imposible descargar directamente a la red publica y/o sistema de tratamiento biol6gico
convencional por lo que el presente estudio pretende optimizar el porcentaje de remocion

del fenol en un sistema bioldgico (Rodriguez et al., 2013).

2.2 Enunciados del problema

2.2.1 Problema general
¢Cudl serd la capacidad de degradacion del fenol de aguas residuales de bafios

quimicos portatiles mediante Pseudomonas aeruginosa?

2.2.2 Problemas especificos

- ¢Cbmo aislar bacterias con capacidad degradativa de fenol?

- ¢Cbmo adaptar la bacteria aislada a diferentes concentraciones crecientes de
fenol?

- ¢Cudl sera la capacidad de biodegradacion de la bacteria inmovilizada en una
matriz de alginato de calcio?

2.3 Justificacion

El presente trabajo estudia la solucién del problema del tratamiento adecuado de las aguas
residuales de los bafios portatiles del sector construccién, al permitir reducir la
contaminacion de estos efluentes antes de verterlos a las lineas de desagtie de la ciudad u
otros cuerpos receptores. En el Perd, en instituciones como DIGESA o el Ministerio del
Medio Ambiente no existe informacion o una base de datos sobre el tipo de tratamiento
o la disposicion final de las aguas residuales producto de los alquileres de los bafios
portéatiles (Quicafio, 2014).

Los efluentes residuales de los bafios portatiles son consideradas aguas residuales
industriales. Estas aguas son descargadas a la red de desague municipal sin tratamiento
alguno y muy pocas le dan el tratamiento primario e insuficiente en pozos sépticos, como

se pudo comprobar en las empresas que brindan el servicio de alquiler de estos bafios
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portatiles. Los efluentes con alta carga quimica y toxica de los bafios portatiles son
vertidos a la linea de desagiie municipal sin un tratamiento adecuado previo, y como
consecuencias directas de estas acciones, contaminan los cuerpos receptores, disminuyen
la posibilidad de un tratamiento bioldgico aguas abajo, provocan acumulacion de
compuestos xenobidtico en los ecosistemas marinos, bioacumulacion, alteran las
propiedades fisicoquimicas de los cuerpos receptores, disminuyen la vida util de las lineas
que trasladan estas aguas residuales entre otras. Los generadores de aguas residuales
industriales ain no incorporan la opcion del tratamiento adecuado y el reGso por las
siguientes razones:

- No existe conciencia del enfoque integral del manejo de las aguas residuales
industriales para alcanzar el desarrollo sostenible de la ciudad.

- EIl empresario local no ha comprendido que los efluentes debidamente tratados y
rehusado en sus propios procesos productivos tiene un alto ahorro econémico, al dejar
de usar agua limpia con costos elevados.

- Lalegislacion sobre tratamiento de aguas residuales industriales y especialmente sobre
el redso de este recurso es ain muy limitada.

- La poca participacion activa de la comunidad y de los especialistas en la eleccion de
tecnologias apropiadas para tratar las aguas residuales industriales, permite que las
empresas adopten tecnologias de alto costo y que no logran las exigencias de calidad
sanitaria requeridas para su reuso. Inclusive por el alto costo no incluyan en su plan de

trabajo tratar los efluentes de su proceso industrial (Quicafio, 2014).

Las empresas que utilizan los bafios quimicos portatiles como un negocio prospero,
ademas de los usuarios finales, deben preocuparse por el impacto ambiental que se genera
cuando descargan las aguas residuales de estos bafios portatiles a la linea de desague

municipal sin tratamiento previo.

El fenol es un compuesto tdxico que tiene impactos negativos en la flora y fauna. Ademas,
el fenol es un compuesto tdxico para el ser humano ya que estas afectan las funciones
vitales. También es la causa de problemas de sabor y olor en agua potable en
concentraciones bajas. En aguas muy contaminadas el fenol puede encontrarse desde
concentraciones de 1.5 mg/L a 4.5 mg/L. El fenol es muy toxico para peces y letal a
concentraciones de 5 a 20 mg/L, sin embargo, a concentraciones bajas de 0.1 mg/L el

agua que rodea afecta el sabor del pescado. Por otro lado, la Agencia de Proteccion Medio
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Ambiental de los Estados Unidos (USEPA) considera a nueve los fenoles contaminantes
prioritarios y los califica como quimicos persistentes y bioacumulativos (McBride, 2018).
La investigacion busca entonces que Pseudomonas aeruginosa, un microorganismo que
se caracteriza por poseer una extrema versatilidad metabdlica que en condiciones
ambientales adecuadas de temperatura podria degradar al fenol presente en aguas
residuales de bafios quimicos, en un 70%. Para ello se tiene como proposito principal de
este estudio la evaluacion de la capacidad degradativa del fenol presente en aguas
residuales mediante Pseudomonas aeruginosa inmovilizadas en matrices de alginato de

calcio.
2.4 Objetivos

2.4.1 Objetivo general
Evaluar la degradacion del fenol de aguas residuales de bafios quimicos portatiles

mediante Pseudomonas aeruginosa

2.4.2 Objetivos especificos

- Aislar bacterias con capacidad degradativa de fenol.

- Adaptar la bacteria aislada a diferentes concentraciones crecientes de fenol.

- Evaluar la capacidad de biodegradacion de la bacteria inmovilizada en una
matriz de alginato de calcio.

2.5 Hipotesis

2.5.1 Hipotesis general
La bacteria Pseudomonas aeruginosa tiene capacidad degradativa frente al fenol

presente en aguas residuales de bafios quimicos portéatiles

2.5.2 Hipotesis especificas

- Las bacterias Pseudomonas aeruginosa aisladas, tienen capacidad biodegradativa
frente al fenol.

- La bacteria tiene mayor actividad degradativa cuando se adapta a diferentes
concentraciones crecientes de fenol.

- Las bacterias Pseudomonas aeruginosa inmovilizadas, tienen capacidad

biodegradativa frente al fenol.

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS EPG UNA - PUNO 1[5 Nacional del
| Attiplano

CAPITULO III
MATERIALES Y METODOS
3.1 Lugar de estudio

La zona de estudio esta ubicada a 35,6 km de la ciudad de Puno, trayecto autopista Puno
- Juliaca, zona industrial, proximo a la autopista, Distrito de Caracoto, Provincia de San
Roman y Departamento de Puno, sus coordenadas geogréficas en la Tabla 7.

Tabla 7
Ubicacion de zona de estudio y punto de muestreo
N° Cadigo del Estacion de Coordenadas de campode  Descripcion
punto muestreo estudio de
Longitud Latitud investigador
1 MF1 1F -15.573170 -70.102612 Bafio  quimico
portéatil

El lugar se encuentra especificamente 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 portéatiles para uso de trabajadores, los que fueron objeto de estudio.
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Figura 7. Mapa de la ciudad de Caracoto con indicacion de la zona de muestreo
Fuente: Google maps (2019).

3.2 Poblacion

La poblacién esta representada por 01 bafios quimicos portatiles, el cual se encuentran
correctamente anclado al suelo y en un lugar de fécil acceso (Figura 8).

Figura 8. Bafio quimico portatil

Aproximadamente el nidmero de trabajadores es de 30 entre personal permanente y
personal que accede a la planta por trabajos eventuales, cada trabajador, en promedio usa
los bafios quimicos portatiles 10 veces al dia (observacion del investigador), esto porque

los trabajadores se hidratan con agua permanentemente por el desgaste fisico que realizan.
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3.3 Muestra

El procedimiento de toma de muestra fue aleatorio y por conveniencia, porque es de
interés global conocer los posibles efectos de contaminacion de fenol en un cuerpo de
agua, para ello se tomo el caso de los bafios quimicos portétiles de la empresa Ecovida
Grupo Inmobiliario S.A.C. en su obra “Construccion de Infraestructura en Nueva Planta
Caracoto — Concretos Supermix”, dicha obra fue elegida, previo acuerdo del investigador
y el gerente de la empresa para ser objeto y sujeto de andlisis. Se recolecto muestras de
agua residual del bafio quimico portatil para posterior ser llevadas al laboratorio. Las
variables fueron determinadas en el laboratorio de investigacion de la Facultad de
Ingenieria Quimica para el aislamiento de la bacteria y su posterior acondicionamiento y
otras muestras fueron enviadas a los Laboratorios Analiticos del Sur de la ciudad de
Arequipa para determinar los niveles de concentracion de fenol (Anexo 1). El
procedimiento de toma de muestras y su manipulacion estuvo basado en el “Protocolo
Nacional de Monitoreo de la Calidad del Agua” y de conformidad a los Estandares de
Calidad Ambiental y lo recomendado por otras investigaciones de la comunidad cientifica
(Archundia et al., 2017).

Tabla 8
Método de ensayo utilizados por el laboratorio LAS, para el anélisis de concentracion
de fenol

Parametro Método de ensayo Rango

Fenol Método de  ensayo [0.001-10] mg/L

estandar para fenoles en

agua por fotometria

Fuente: LAS (2019)
3.4 Método de investigacion

La investigacion fue cuasi experimental, los pardmetros quimicos del agua residual
recolectados fueron sometidos a pruebas, mediante procedimientos, técnicas de
comparacion con los limites de tolerancia de los ECAs. Los resultados obtenidos, fueron
de manera ordenada y sistematica en concordancia con los considerandos del Estandares
de Calidad Ambiental y del Protocolo Nacional para el Monitoreo de la Calidad de los
Recursos Hidricos Superficiales establecida por Resolucion Jefatural N° 010-2016-ANA
(El Peruano, 2017).
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3.5 Descripcion detallada de métodos por objetivos especificos

Para alcanzar el OE1: Aislamiento de bacterias con capacidad degradativa de fenol.

La metodologia utilizada para la identificacion de bacterias con capacidad degradativa de
fenol se realizo en cuatro fases: de campo, pre analitica, analitica y post analitica.

Materiales y equipos. Microscopio éptico compuesto, autoclave, incubadora de 37°C,
contador de colonias.

Reactivos. Kit para tincion de Gram.

Medios de cultivo: agar Tripticasa de Soya, agar MacConkey, agar Cetrimide, caldo
nutritivo, agar nutritivo, kit para pruebas bioquimicas TSI (agar hierro triple azucar), LIA

(agar lisina hierro), citrato de Simmons, urea.

a. Fase de campo

La obtencion de cepas microbianas fue a partir de muestras de aguas residuales
provenientes de los bafios quimicos portatiles de la empresa Ecovida Grupo Inmobiliario
S.A.C., en su obra “Construccion de Infraestructura en Nueva Planta Caracoto —
Concretos Supermix”, luego se colocaron en frascos de vidrio y se trasladaron al

laboratorio de Parasitologia de la Facultad de Medicina Humana para su procesamiento.
b. Fase pre analitica

Preparacion de muestras y medios de cultivo
La preparacion del material fungible se realizo en el laboratorio, luego se preparé los
medios de cultivo como son agar Tripticasa de soya (TSA), agar MacConkey (MC), agar

Cetrimide (AC), kit para pruebas bioquimicas (TSI, LIA, citrato, urea).
c. Fase analitica

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. EI crecimiento de bacterias se realizé en medio de
cultivo agar Tripticasa de soya, en medio selectivo agar Mac Conkey y agar Cetrimide
(Koneman & Allen, 2008).
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Se tom6 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°9C por 24
- 72 horas, para obtener cultivos puros (Koneman & Allen, 2008).

Tincién Gram: Para la identificacion y observacion microscopica, se realiz6 la tincion de
Gram con la finalidad de observar la morfologia caracteristica de Pseudomonas
aeruginosa (Koneman & Allen, 2008).

d. Fase post analitica

Esta fase corresponde a las lecturas finales y de confirmacion, se utilizé el kit de pruebas
bioguimicas (TSI, LIA, citrato, urea) y se hizo una lectura con las tablas de comparacion

para identificar a Pseudomonas aeruginosa.

Validacion: Para validar la identificacion de la cepa aislada, se trasladé la muestra a las
instalaciones del hospital ESSALUD de Salcedo y con el equipo WalkAway 96 Plus se
sometid a una Ultima prueba para comprobar y validar la cepa bacteriana.

Para alcanzar el OE2: Adaptacion de la bacteria aislada a diferentes

concentraciones crecientes de fenol.
Materiales y equipos. Autoclave, incubadora de 37°C, contador de colonias.
Reactivos. Fenol

Medios de cultivo: Caldo nutritivo, agar nutritivo, medio mineral.

a. Fase pre analitica
Preparacion de muestras y medios de cultivo

La preparacion del material fungible se realizd en el laboratorio, luego se preparé los

medios de cultivo como son caldo nutritivo, agar nutritivo y medio mineral.

El medio mineral utilizado como técnica de enriquecimiento en medio liquido ha sido el
medio de Fatherpure y Vogel, 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; KH2PO4, 450; NH4Cl, 450; NaCl, 900;
MgSQ4, 210; CaCl..2H20, 20; FeCly, 5.0, fuente de carbono y energia: extracto de
levadura, 1 mg/L (Fathepure & Vogel, 2015).
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b. Fase analitica

De las cepas identificadas, se hicieron ensayos de adaptacion de 7 a 1400 mg/L de

concentracion de fenol, con la siguiente metodologia.

Cultivo Primario. Se sembraron las cepas identificadas en 5 mL de caldo nutritivo. En
cada fiola de 50mL, se colocaron 5SmL 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 (solucién previamente autoclavada), seguidamente
se incubaron a 37 °C por 72 horas. Finalmente, se traspasd a tubos Falcon que se
centrifugaron a 5000 rpm por 30 min, la precipitacion celular de cada tubo Falcon se
colecto para los siguientes ensayos experimentales (Fathepure & Vogel, 2015).

Cultivo Secundario. En cada fiola de 50mL, se adicioné 5mL del cultivo primario (células
precipitadas), a este se le incorporé 10 mL de medio mineral, y 35 mL de solucién 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).

c. Fase post analitica

Del ultimo ensayo se tomd una alicuota de 1 mL de cada muestra y se realizé diluciones
de 10! a 10° para las siembras bacterioldgicas en agar nutritivo, con el método de

recuento en placa.

Para alcanzar el OE3: Evaluacion de la capacidad de biodegradacion de la bacteria

inmovilizada en una matriz de alginato de calcio.
Materiales y equipos. Motor aireador de 220-240V.
Reactivos. Alginato de calcio, cloruro de calcio.
Medios de cultivo: Caldo nutritivo, medio mineral.
a. Fase pre analitica

Preparacion de muestras y medios de cultivo
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La preparacion del material fungible se realizé en el laboratorio, luego se preparé el medio

mineral y el cloruro de calcio.

Encapsulamiento en geles de alginato de calcio: La inmovilizacion de los
microorganismos se realizé por atrapamiento de bacterias, durante la formacion de la
matriz de alginato de calcio. La cepa seleccionada se resembrd en caldo nutritivo para su
utilizacion (Chang et al., 2001).

b. Fase analitica

Inmovilizacion en alginato de calcio: 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 esterilizd. A esta solucion se le agregd 1.5 mL de la
cepa seleccionada, luego se agitd el matraz hasta su completa homogenizacion (Chang et
al., 2001).

La solucion homogénea se transfirié a una micropipeta, y se dejé gotear la solucion
alginica con bacterias en 100 mL de cloruro de calcio (al 2.4%, 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).

c. Fase post analitica

Cuantificacion del fenol: Para cuantificar la concentracion de fenol, se recolecto muestra
de agua residual del bafio quimico portatil. En el punto muéstral se recolecto muestra de
agua residual para posterior ser llevadas a los Laboratorios Analiticos del Sur de la ciudad
de Arequipa, se siguio el procedimiento que tiene dicho laboratorio para la toma de
muestra, este contempla la cadena de custodia que proporciona el mismo laboratorio

(Figura 9, Anexo 1).

Todas las muestras se recolectaron a 0.32 cm de profundidad en el inodoro del bafio
quimico portatil, la cantidad fue de 150ml, para determinacion del parametro quimico de
la concentracion de fenol (Tabla 10; Figura 10, anexos 1 y 2). Todas las muestras
recolectadas de agua residual de la zona de muestreo fueron preservadas, rotuladas y
transportadas en una caja térmica con hielo hasta los Laboratorios Analiticos del Sur de
la ciudad de Arequipa. Todos los procedimientos siguieron los protocolos establecidos

por el Protocolo Nacional para el Monitoreo de la Calidad de los Recursos Hidricos
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Superficiales aprobado por la Resolucién Jefatura N° 010-2016-ANA (ANA, 2019; El
Peruano, 2017).

El método empleado por los Laboratorios Analiticos del Sur para la determinacion de la
concentracion de fenol es el de “Método de ensayo estandar para fenoles en agua por
fotometria”, método fotométrico directo 5530 D del “Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater” (APHA et al., 2005). Este método es aceptado
oficialmente para la determinacién de compuestos fendlicos (Beltrame et al., 1980); La
determinacion se fundamenta en la capacidad de los compuestos fendlicos destilables
para reaccionar con la 4-aminoantipirina a pH 7,9 + 0,1 en presencia de hexacianoferrato
de potasio, para formar un complejo estable coloreado de antipirina. Este colorante se
mantuvo en solucion acuosa y se midio la absorbancia a 500 nm, en un espectrofotometro.
Se establecidé una curva de calibracién previa a cada medida, se cuantificé la
concentracion de fenol en los medios de cultivo liquidos con fenol y en el efluente
sintético tratado con el cultivo inmovilizado. Para elaborar las soluciones de referencia,
se titularon las soluciones patron de fenol por retroceso con yodo por titulacion con un
estandar de tiosulfato de sodio, en presencia de bromo. La presencia de la solucién
bromuro-bromato en medio acido generé bromo libre, el cual se adicioné en el anillo
fendlico para producir 2,4,6 tribromofenol. El exceso de bromo reacciono con el yoduro
de potasio generando yodo y bromuro de potasio - metodo 5530 C (APHA et al., 2005).
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Aislamiento de bacterias con capacidad degradativa de fenol

El aislamiento primario se realizé en el medio de cultivo Agar Tripticasa Soya (TSA),
que es un medio general y es adecuado para el aislamiento de todo tipo de bacterias
grampositivas y gramnegativas, se registré crecimiento de colonias por 24, 48 y 72 horas
siendo consideradas muestras positivas las que no fueron contaminadas por mohos y
hongos, para las 72 horas, el aislamiento secundario se realizd en agar MacConkey, que
es un medio de diferenciacion selectivo para el aislamiento y la diferenciacion de bacilos
Gram negativos, se registro crecimiento de colonias por 24, 48 y 72 horas. Se selecciond
las placas con mejores caracteristicas morfologicas y se realizd un repique en agar
Cetrimide, que es un medio selectivo para el aislamiento selectivo de Pseudomonas
aeruginosa, se registré crecimiento de colonias por 24, 48 y 72 horas como se muestra en
la tabla 9. Se seleccion0 las placas con mejores caracteristicas morfoldgicas y de color

para la identificacion de la bacteria Pseudomonas aeruginosa para las 72 horas.

Tabla 9
Crecimiento en medios de cultivo
Tiempo
Placa 24 horas 48 horas 72 horas
1TSA + ++ +++
2TSA - - -
3TSA + + ++
4MC + ++ +++
5MC + ++ +++
6MC + ++ +++
7C + ++ +++
8C + ++ +++
9C + ++ +++
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La tabla 9, muestra los resultados de la siembra y aislamiento en medios generales (1,2,3)
y selectivos (4,5,6,7,8,9), en los cuales el crecimiento de colonias se desarroll6 casi de la
misma manera, la diferencia estuvo en el aumento de la velocidad de crecimiento de las
cepas de acuerdo al tiempo de incubacion. En la tabla 10 se puede apreciar el crecimiento
dptimo a las 72h a 37°C.

Tabla 10

Crecimiento bacteriano en un tiempo de 24 a 72 horas

Medio de cultivo 24 horas colonias 48 horas colonias 72 horas colonias
(UFC) (UFC) (UFC)
1TSA 21 x 108 70x 108 112 x 10°
2TSA 0 0 0
3TSA 14 x 108 26 x 108 60 x 10°
4MC 27 x 108 65 x 108 98 x 10°
5MC 26 x 108 74 x 108 80 x 108
6MC 24 x 108 60 x 108 80 x 108
7C 23 x 108 70 x 108 120 x 10°
8C 18 x 108 68 x 108 94 x 108
9C 21 x 108 60 x 108 90 x 108

Figura 9. Crecimiento de bacterias en Agar TSA a las 72 horas a 37°C
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Figura 11. Crecimiento de bacterias en Agar Cetrimide a las 72 horas a 37°C

La Figura 9, 10 y 11 muestran el crecimiento en medio de cultivo TSA, MacConkey y
Cetrimide en 24 y 72 horas a 37°C, esto debido a que en una poblacion de bacterias que

se encuentren en crecimiento aumentan de manera proporcional con el tiempo.

Todas las cepas obtenidas fueron sometidas a tincion de Gram (Figura 12), mediante la
cual se realizo el primer reconocimiento de las bacterias Gram negativas, de este primer
ensayo se seleccionaron solo a bacterias que tenian la forma de bastones, esto confirma

que las cepas tienen la caracteristica de ser Pseudomonas aeruginosa.
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Figura 12. Tincién de Gram: bacilos gramnegativos

Referido a los resultados de las pruebas bioquimicas para la identificacion de

Pseudomonas aeuriginosa observamos la Tabla 11.

Tabla 11

Pruebas bioguimicas para identificacion Pseudomonas aeruginosa

Citrato de LIA TS

Simmons Desaminacion Descarboxilasa Hierro Lactosa Sacarosa Glucosa CO;

UREA

+ - + + k K

Figura 13. Resultado de las pruebas bioquimicas (Citrato, LIA, TSI y urea).

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 descritas en la tabla 9, 10 y 11, 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

morfoldgicas con forma circular con elevacién plano de superficie lisa y brillante, y de
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consistencia mucosa. Utilizaron al citrato como fuente de carbono (Citrato de Simmons
positivo), crecieron en medio LIA por lo que son sider6foro, no fermentaron lactosa,
sacarosa, glucosa (resultado de TSI negativo), no sintetizaron la urea (resultado de UREA

negativo).

El aislamiento coincidié con Rivera et al. (2008), quienes emplearon el medio agar
cetrimide, coloracion Gram y las pruebas de oxidasa y del citrato para el aislamiento e

identificacion de P. aeruginosa.

Por otro lado la caracterizacion concuerda con lo reportado por Ruiz (2007); Ortiz et al.
(2004) quienes describen a la bacteria Pseudomonas aeruginosa de ser bacilos Gram
negativo, que se presentan amarillo-verdoso por la produccion de pioverdina, se considera
como sideréforo pertenece al grupo heterogéneo denominado no fermentadores,
descarboxilan Llisina hasta CO. y H20 via cadaverina, Revellés et al. (2005) con
morfologia colonial alargada y plana, con el centro elevado, de crecimiento en medio
solido con produccién de mucoide como consecuencia de sobreproduccion de alginato.

4.2 Adaptacion de las bacterias a diferentes concentraciones de fenol

La adaptacion de bacterias se desarroll6 de forma gradual con incrementos de
dosificacion de fenol quimicamente puro en concentraciones de 7, 35, 70, 350, 700, 1050,
y 1400 mg/L como se aprecia en la tabla 12, en medio mineral de Fatherpure y Vogel
(20%) con 10% de cultivo de cepas, en un periodo de 24 a 168 horas (1-7 dias).

Tabla 12

Crecimiento de colonias en agar nutritivo

Concentracion 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas 168 horas

colonias colonias colonias colonias colonias colonias colonias
de fenol (UFC) (UFC) (UFC) (UFC) (UFC) (UFC) (UFC)
(mg/L)
7 24 x 108 61 x 108 112 x 108 131 x 108 177 x 108 201 x 108 220 x 108
35 21 x 108 57 x 108 108 x 108 121 x 108 171 x 108 197 x 108 211 x 108
70 18 x 108 53 x 108 102 x 108 117 x 108 169 x 108 191 x 108 203 x 108
350 16 x 108 51 x 108 98 x 108 101 x 108 150 x 108 188 x 108 199 x 108
700 12 x 108 47 x 108 80 x 108 97 x 108 127 x 108 172 x 108 190 x 108
1050 5x 108 18 x 108 27 x 108 38 x 108 51 x 108 67 x 108 83 x 108
1400 3 x 108 11 x 108 21 x 108 34 x 108 47 x 108 59 x 108 76 x 108
Promedio del
crecimiento de 14142857.1 42571428.6 78285714.3 91285714.3 127428571 153571429 168857143

colonias de bacterias
Desviacion estandar 7904188.16 19780943.2 38482525.4 39516723.4 56130375.4 62582897.4  61788425.5
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El nimero de colonias crecidas en placas de medio agar nutritivo, nos permitié observar
el crecimiento de la bacteria en las diferentes concentraciones de fenol, se fue observando

cada dia por un lapso de 7 dias y asi se evidencid su adaptacion como se aprecia en las
figuras 14, 15, 16, 17, 18, 19y 20.
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Figura 14. Crecimiento de colonias en concentracion de 7mg/L.

CRECIMIENTO DE COLONIAS EN UNA CONCENTRACION
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Figura 15. Crecimiento de colonias en concentracion de 35mg/L.
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Figura 16. Crecimiento de colonias en concentracion de 70 mg/L.

CRECIMIENTO DE COLONIAS EN UNA CONCENTRACION
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Figura 17. Crecimiento de colonias en concentracion de 350 mg/L.

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS EPG UNA - PUNO L[ Nacional del
Altiplano

CRECIMIENTO DE COLONIAS EN UNA CONCENTRACION

DE 700 mg/L
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Figura 18. Crecimiento de colonias en concentracion de 700 mg/L.
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Figura 19. Crecimiento de colonias en concentracion de 1050 mg/L.
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CRECIMIENTO DE COLONIAS EN UNA CONCENTRACION
DE 1400 mg/L
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Figura 20. Crecimiento de colonias en concentracion de 1400 mg/L.

En las figuras 14 a la 20, se muestra el crecimiento de colonias de la bacteria
Pseudomonas aeruginosa en concentraciones de 7, 35, 70, 350, 700, 1050 y 1400 mg/L
en tiempos de 01 a 07 dias (24 a 168 horas).
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Figura 21. Crecimiento de colonias de bacterias en funcion de la concentracién de fenol.

De la Figura 21 podemos decir que, a menor concentracion de fenol el crecimiento de
bacterias es mayor, y a mayor concentracién de fenol el crecimiento de bacterias es

menor.
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Figura 22. Crecimiento de colonias de bacterias en funcion del tiempo.

De la Figura 22 podemos decir que, a menor cantidad de horas el crecimiento de colonias

es bajo.

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 aerobicos u oxigénicos son
relevantes (Zhou et al., 2011), asi como la pre adaptacion que aumenta eficiencia (Kwon
& Yeom, 2009).

4.3 Degradacion de fenol presente en aguas residuales provenientes de los bafios

guimicos

Con el proposito de obtener resultados de la degradacion del fenol presente en aguas
residuales por medio de Pseudomonas aeruginosa, se desarrollo la parte experimental de
la remocion del fenol, en un estanque de vidrio de 3.5 L de capacidad y en 4 matraces de
1000 ml, se aplicé células de Pseudomonas aeruginosa inmovilizadas en matrices de
alginato de calcio, se emple6 30.10 g. de geles de alginato de calcio equivalente a 310
perlas con diametro de 0.3 cm, en muestras de 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 (concentracion alta) obteniendo como concentracion final de 91.4
mg/L (porcentaje de remocion de 75.2%) y para las 3 muestras de 5 mg/L de fenol

(concentracion real), se empled 10.03 g. de geles de alginato de calcio equivalente a 125
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perlas con diametro de 0.3 cm, en muestras de 1 L con aireacion constante de 220 - 240
V a temperatura ambiente con tiempos de contacto de 96 h, obteniendo como
concentracion final 0.34; 0.18 y 0.21 mg/L (porcentaje de remocién de 93.2; 96.4; 95.8%

respectivamente).

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 degradacion por las células inmovilizadas
en perlas de alginato (3%), en perlas hibridas de PVVA-alginato o en capsulas de ACA en
comparacion con las células suspendidas libremente. Las células inmovilizadas en PVA-
alginato y ACA proporcionaron el mejor rendimiento en experimentos con
concentraciones elevadas de fenol, hasta 2000 mg / L, con una degradacién completa de
2000 mg / L de fenol después de 100 y 110 h, respectivamente.

Tabla 13
Concentracidn de fenol inicial (llevada al limite)
TEMPERATURA NOMBRE DE CONCENTRACION
o MUESTRA LLEVADA  DE FENOL ANTES DE
N* MUESTRA (°c) pH AL LABORATORIO UTILIZAR LA
LAS BACTERIA (mg/L)
1 15 7.0 MO 368.00
Tabla 14
Concentracion de fenol final (llevada al limite) pasados 120 horas
TEMPERATURA NOMBRE DE CONCENTRACION
° MUESTRA LLEVADA  DE FENOL DESPUES
(°c) pH N® PERLAS AL LABORATORIO DE UTILIZAR LA
LAS BACTERIA (mg/L)
14 7.1 310 M1 91.4
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Tabla 15

Concentracion de fenol inicial

NOMBRE DE CONCENTRACION
° MUE TEMPERATURA H MUESTRA LLEVADA  DE FENOL ANTES DE
N"MUESTRA (°c) P AL LABORATORIO UTILIZAR LA
LAS BACTERIA (mg/L)
1 15 7.5 MPO 5.00
2 14 7.1 MPO 5.00
3 15 6.8 MPO 5.00
Tabla 16
Concentracion de fenol final pasados 72 horas
., NOMBRE DE CONCENTRACION
: MUESTRA LLEVADA  DE FENOL DESPUES
(°c) pH N* PERLAS AL LABORATORIO DE UTILIZAR LA
LAS BACTERIA (mg/L)
14 4.9 125 MP1-1 0.34
15 5.2 125 MP1-2 0.18
15 5.1 125 MP1-3 0.21
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Las tablas 17 y 18 muestran los resultados de la biodegradacion de fenol presente en

muestras de aguas residuales provenientes de los bafios quimicos 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.

% de remocion

% DE REMOCION VS TIEMPO

80 75.2
<

70
60
50
40
30
20
10 0

0%

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Tiempo (h)

Figura 23. Porcentaje de remocion del fenol para una concentracion de 368 mg/L (llevada

al limite).
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COMPORTAMIENTO DEL PH ANTES Y DESPUES DE LA
DEGRADACION (LLEVADA AL LIMITE)
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Figura 24. Comportamiento del pH antes y después de la degradacion para una

concentracion de 368 mg/L (llevada al limite).
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COMPORTAMIENTO DE LA TEMPERATURA ANTES Y
DESPUES DE LA DEGRADACION (LLEVADA AL LIMITE)

15.2
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Figura 25. Comportamiento de la temperatura antes y después de la degradacion para una
concentracion de 368 mg/L (llevada al limite).
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Figura 26. Porcentajes de remocidn del fenol con el tiempo para una concentracion de 5
mg/L.
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COMPORTAMIENTO DEL PH ANTES Y DESPUES
DE LA DEGRADACION

Figura 27. Comportamiento del pH antes y después de la degradacion para una

concentracion de 5 mg/L.
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Figura 28. Comportamiento de la temperatura antes y después de la degradacidn para una

concentracion de 5 mg/L.

Las figuras 24 y 27 muestran el comportamiento del pH antes y después de la degradacion
para una concentracion de 368 mg/L y 5 mg/L, se puede apreciar un ligero aumento del
pH cuando la concentracidn de fenol es elevada, y cuando la concentracion de fenol es
reducida, existe una disminucién del pH, lo que indica que, a un pH menor es mayor el

porcentaje de remocion del fenol.
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Las figuras 25 y 28 muestran el comportamiento de la temperatura antes y después de la
degradacion para una concentracion de 368 mg/L y 5 mg/L, se puede apreciar un ligero
aumento y disminucion de la temperatura, lo cual indica que es un rango de temperatura

correcto (entre 14 y 15 °C), que este influye en el porcentaje de remocion del fenol.

Las figuras 23 y 26 muestran que el porcentaje de remocion aumenta con el tiempo, en
las primeras horas la remocion es lenta debido a que las células tienden a adaptarse para
iniciar el proceso de degradacién del fenol y otros compuestos presentes en las aguas
residuales provenientes de los bafios quimicos, una vez ambientadas inician el proceso
degradativo del fenol. Asi pues, estos fendmenos son observados para las concentraciones
de 368 y 5 mg/L de fenol, donde los periodos de adaptacién son de 120 y 72 h,
respectivamente, a las nuevas condiciones ambientales, en esta etapa la remocion es lenta

y una vez adaptadas el porcentaje de remocion se incrementa gradualmente.

El analisis sobre la variable concentracidn inicial, de efecto negativo con el incremento
de la misma, ha sido observado por Ghanem et al. (2013) afirmando que la concentracién
inicial del fenol influye en el proceso de degradacion, por su parte Duan (2011) sostiene
que a mayor concentracion inicial la biomasa inmovilizada requiere mayor tiempo de
contacto para la mineralizacion del fenol, asimismo Ullhyan & Ghosh (2012) plantearon
que el incremento de la concentracion inicial afecta el porcentaje de remocion, igualmente
Agarry et al. (2014) proponen que la remocion del fenol decrece con el incremento de la
concentracion inicial, ademas Balamurugan et al. (2012) refiere que el efecto de la
concentracion inicial es inversamente proporcional con en el porcentaje de remocion, en
conclusion la concentracion inicial afecta la degradacion del fenol Nor et al. (2013).

Hecho que se coincide con los resultados obtenidos del presente estudio.

El analisis 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) plantea que las células
aclimatadas e inmovilizadas reducen mas rapido la concentracion del fenol, en
conclusion, la cantidad de inoculo libre o inmovilizado tiene efecto positivo 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 remocién del 75.2 % y para las demas concentraciones, porcentajes de
remocion de 93.2; 96.4 y 95.8 %.
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La temperatura ejerce una importante influencia reguladora sobre la tasa de metabolismo
(Ghosh & 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 (Hog & Deckwer, 1995), lo que concuerda con la investigacion
realizada, donde la temperatura se mantuvo en un rango entre 14 y 15 °C (temperatura
ambiente) y con aireacion constante de 220 - 240 V.

4.4 Modelo estadistico y significancia estadistica de los parametros de estudio

Tabla 19
Promedio y desviacion estandar de la presencia de fenol antes y después del

experimento

Presencia de fenol Promedio Desviacion estandar

Antes 5.0000 0.0000
Después 0.2433 0.0850

6.0000

5.0000 5.0Q00

4.0000

3.0000

mg/L

2.0000

1.0000

0.2433
0.0000

ANTES DE UTILIZAR LA BACTERIA DESPUES DE UTILIZAR LA BACTERIA
CONCENTRACION DE FENOL

Figura 29. Promedio y desviacion estandar de la presencia de fenol antes y después del

experimento.
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Tabla 20
Prueba de hip6tesis 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 Mec_;zlla estandar de t t,
Sq libertad
Antes-Después 4.75667 0.08505 2 96.871  4.303

Interpretacion:

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.

400.00

36800
350.00
300.00

250.00

200.00

mg/L

150.00

100.00 .4

50.00

0.00
ANTES DE UTILIZAR LA BACTERIA DESPUES DE UTILIZAR LA BACTERIA

CONCENTRACION DE FENOL

Figura 30. Prueba de hipdtesis unilateral de la diferencia pareada antes y después del

efecto de la bacteria Pseudomonas aeruginosa en la capacidad degradativa frente al fenol.
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4.5 Prueba de hipotesis de diferencia por parejas

El estudio se realizd para analizar la prueba de dos muestras, que estuvierdn relacionados;
es decir los resultados de la primera muestra no fueron independientes de la segunda
muestra. Los resultados se obtuvieron de la investigacion. Los datos se presentan en pares,

donde no puede faltar el resultado de un par.

Para el calculo, se trabaj6 con la diferencia entre los valores de las observaciones, es decir

generamos una nueva columna de datos denominado di.

Tabla 21
Prueba de hipotesis de diferencia por parejas
Observacion Muestra 1 Muestra 2 Diferencia
1 X1 X12 d1
2 X12 X22 d2
I X|]_ Xi2 dl
N Xn2 Xn2 dn
Se lee:

Xi1: Es el i-ésimo valor de la muestra 1.

Xiz: Es el i-ésimo valor de la muestra 2.

Di= Es la diferencia entre el i-ésimo valor de la muestra 1 y el i-ésimo valor de la
muestra 2.

Luego:

La diferencia promedio d sigue una distribucion normal cuando la desviacion tipica
de la poblacién de la diferencia es conocida.

El estadistico de pruebaest = i—‘m con n-1 grados de libertad.
d

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




& Universidad

TESIS EPG UNA - PUNO L[ Nacional del
se==>%  Altiplano

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS EPG UNA - PUNO L[ Nacional del
4T Altiplano

CONCLUSIONES

- Se logro el aislamiento primario en el medio de cultivo Agar Tripticasa Soya
(TSA), se registr6 crecimiento de colonias por 24, 48 y 72 horas siendo
consideradas muestras positivas las que no fueron contaminadas por mohos y
hongos, para las 72 horas, el aislamiento secundario se realiz6 en agar
MacConkey, se registro crecimiento de colonias por 24, 48 y 72 horas. Se
seleccioné las placas con mejores caracteristicas morfoldgicas y se realizd un
repique en agar Cetrimide, se registrd crecimiento de colonias por 24, 48 'y 72
horas.

- 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).

- Losresultados 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.

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS EPG UNA - PUNO L[ Nacional del
Altiplano

RECOMENDACIONES

- Se sugiere a las autoridades competentes implementen politicas de control en el
vertimiento de aguas residuales contenidas de fenol y programas de capacitacion de

prevencion para todos los involucrados.

- Optimizar el tiempo de degradacion e investigar otras formas de encapsulamiento

que participen en la biodegradacion de muestras fendlicas.

- Continuar investigando a la bacteria Pseudomonas aeruginosa en la degradacién de

hidrocarburos en suelos contaminados.

- Trabajar en la cinética de degradacion de fenol, considerando otras variables para

optimizar el proceso.

- Investigar el uso de otras bacterias y hongos que degraden el fenol de aguas

residuales.

- Seguir investigando a la bacteria Pseudomonas aeruginosa y su capacidad

degradativa, en otras zonas del Peru.
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Anexo 2. Cadena de custodia — Laboratorios Analiticos del Sur
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Anexo 3. Normatividad nacional
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Aprueban Estandares de Calidad Ambilental
(ECA) para Agua y establecen Disposiciones
Complementarias

DECRETO SUPREMO
N* 004-2017-MINAM

EL PRESIDENTE DE L& REPUBLICA
COMSIDERAMDOC:

Que, el numeral 22 del articulo 2 de la Constitucidn
Politica del Peru esiablece gue foda persona tene
derecho a gozar de un ambiente equilibrado y adecuado
al desamollo de su vida: .

e, de acuerdo a bo establecido en el arbiculo 3 de
la Ley N* 28811, Ley General del Ambiente, en adelante
la Ley, &l Estadu a trawés de sus enfidades y Grgancs
mrrespnndlenﬁe-s, dlsena]rapllna entre ofres, las nomas
ﬂue sean necesarias para garantizar el efectivo ejercicio

e los derechos y el cumplimiento de las obligaciones y
responsabilidades contenidas en la Ley;

Que, & numeral 31.1 del articulo 21 de la Ley, define
al Estindar de Calidad Ambiental (ECA)} come la medida
que establece el nivel de concentracion o del gladn de
elementos, sustancias o pammet'ars fisicos, quimicos
¥ bu:ulugu::crs presentes en el aire, agua o suelo, en su
condicion de cu recaplior, que no representa rie
signifficative paraellrsralud de lasqpelsunas ni al amhie:g
asimismo, e numeral 312 del articulo 31 de la Ley
establece que el ECA es chligatorio en el disefio de las
nommas legales y las pc-lltu::as plblicas, asi como un
referente obligatorio en el disefio y aplicacion de todos los
instrumentos de gestion ambientak;

Qrue, de acuerdo con lo establecido en el numeral 33.1
del articule 33 de la Ley, la Autoridad Ambiental Nacional
dirige & proceso de elaboracion y revision de ECA y
Limites Maximos Permisibles (LMP) y. en coordinacion
con bos sectores comespondientes, elabora o encarga las
propusstas de ECA y LMP, los que seran remitidos a la
Presidencia del Consejo de Ministros para su aprobacion
mediante Decrete Supremao;

Que, en virtud 3 lo dispuesto por el mlneraj 334 del
articulo 33 de la Ley, en el proceso de revision de los
parametros de contaminacion ambiental, con [a finakdad
de determinar nuevos niveles de cabdad, se aplica el

rincipio de gradualidad, permitiendo ajustes rESVOS
g u:l'laxs nrutgles para las ﬁlﬂ"ﬂidEE en mrsum

Que, de conformidad con lo establecido en el literal
d) del articulo 7 del Decreto Legrslative N° 1013, de
C;'eacann Organizacien, y Funciones del Hnshelltlﬁrdel
Ambientz, este ministerio fiene como funcon especifica
elaborar los ECA ¥ LMP, los cuales deberan contar con
la opinién del secior comespondiente y ser aprobados
mediante Decrete Supremo;

Que, mediante Decreto Supremao N® 002-2008-MINAM

ca annichan ke FRA nors Ama v = frawse dal Nacratn

publicacion de F'm]lE:rhus Mormativos v difusién |:|E
Momas Legales de Caracter General, aprobado p
Decrete Supremo N® 001-2009-JUS; en 'HI'lLId de la u:ual
se recibieron aportes y comentarios al mismo;

e conformidad con lo dispuesto en el numeral 8
ded articule 112 de |la Constitucion Politica del Perd, asi
como el numeral 3 del articulo 11 de la Ley N® 20158, Ley
Organica del Poder Ejecutivo;

DECRETA:

Articulo 1.- Objeto de la norma
La presente noma tiene por  ohby compilar
las disposiciones aprobadas rrll:ledlamE}Et: DenEeflu
Supremo NW° 002-2008-MINAM. el Decreto Supremo
N®  023-2000-MINAM vy & Decreto  Supremo  N°
015-2015-MINAM, gque aprusban los Estindares de
Calidad Ambiental (ECA) para Agua, quedando sul a
lo establecido en El[presgnptg Decreto gupremu ¥ elﬁnweﬁxu
que forma parte integramte del mismo. Esta compilacion
nomativa modifica y elimina algunus valores, paramatros,
-:‘.ategnnas y subcategorias de los ECA, y mantiene
, que fueron aprobados por los referidos decretos
5upremns.

Articule 2.- Aprobacion de los Estandares de
Calidad Ambiental para Agua

Aprugbase los Estandares de Calidad Ambiental (ECA)
para Agua, que comd Anexo forman parte integrante del
presente Decreto Suprema.

Articulo 3.- Categorias de los Estandares de
Calidad Ambiental para Agua

Para la aplicacion de los ECA para Agua se debe
considerar las siguientes precisiones sobre sus categorias:

3.1 Categoria 1: Poblacional y recreacional

a) Sub{:aleguna.n_ Aguas superficiales destinadas
a la produccidn de agua potable
ntiendase como agquellas aguas gque, previo
tratamienio, son destnadas para el abastecimienio de
agua para consumo humano:

- Al. Aguas que pueden ser potabilizadas con
desinfeccion

Entiéndase como aguellas aguas que, por sus
caracteristicas de calidad, rednen las condiciones para
ser destinadas al abastecimiento de agua para comsumo
humano con simple desinfeccion, de conformidad con la
normativa vigente.

- A2. Aguas que pueden ser potabilizadas con
tratamiento convencional

Entiéndase como aguellas aguas  desfinadas
al abastecimento de agua para consumo humano,
sometidas a un tratamients convencional, mediante dos o

remmr de e rimssandas memnamnes S mmmnlaninan Smesslwnife
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Categoria 4: Conservacion del ambiente acuatico

EZ: Rios E3: Ecosi: y
Para Unidad de E1: Lagunas y

medida lagos Costa y siema Selva Estuarios Marinos
FISICOS- QUIMICOS
Acsites y Grasae (MEH) mgL 50 50 50 50 50
Cianuro Libre mgL 0,0052 0,0052 0,0052 0,001 0,001
Color [5) c;m’:ﬁg" 20 fa) 23 20ia) = "
Clorafia A mgL 0,008 w - = =
Conducividad (wSlem) 1000 1000 1000 - G
W Bioquimica de Oxigeno mglL 5 10 10 15 10
Fenales mgL 25 256 25 58 58
Fésforo total mgL 0,035 005 005 0,124 0,062
Keiratos (NG, ) [c) mgL 13 13 13 200 200
Amaniaco Total [NH)) gL m i 1) @ @
Nitrogena Total gl 0,315 G - - B
Creigeno Disweito (valor minimo) mg'L 25 =5 =5 =4 =4
Potencial de Hidrdgeno (gH) Uridad d pH 65290 6529, 5529,0 65-85 68-85
Salidos Suspendidos Totales mgL <25 < 100 < 400 < 100 < 30
Sulfuroe mgL 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002
Temperatura oC 13 [ A3 1z [¥]
INORGANICOS
Artimonio mglL 064 0,64 054 - -
Arénico mgL 015 0,15 015 0,038 0,036
Bario mgL 07 07 1 1 -
Cadmio Disuelio mgL 0,00025 000025 0.00025 0,008 10,0086
Cobre mglL 0,1 01 01 005 0,05
Croma V1 mglL 0,011 001 0,011 005 0,05
Mercurio mL 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
Niguel mgL 0,052 0,082 0,052 0,0082 0,0082
Flomo mgL 0,005 0,0025 0,0025 0,0081 10,0081

Anexo 4. Panel fotografico

Figura 31. Pesado de agares para aislamiento y acondicionamiento de bacterias.
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Figura 32. Preparacion de medios de cultivo.

Figura 33. Aislamiento de bacterias.
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Figura 34. Preparacion de medios de cultivo

Figura 35. Repique de bacterias
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Figura 37. Bafio quimico portatil
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Figura 38. Adaptacién de baterias a altas concentraciones

Figura 39. Preparacion de medios para encapsulamiento
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Figura 40. Cabina de flujo de laminar para encapsulamiento

Figura 41. Coloracién Gram
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Figura 42. Coloracion Gram

Figura 43. Bacterias coloreadas con tincién Gram
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Figura 45. Aislamiento de bacteria Pseudomonas aeruginosa
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Figura 46. Fenol quimicamente puro

Figura 47. Caldo nutritivo
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Figura 48. Perlas de alginato de calcio

Figura 49. Encapsulamiento en perlas de alginato de calcio
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Figura 50. Fenol a alta concentracion

Figura 51. Degradacion de fenol con perlas de alginato de calcio
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Figura 53. Muestras de aguas residuales
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Figura 54. Muestras con accion de perlas de alginato de calcio
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