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RESUMEN

La finalidad del presente trabajo es determinar el efecto de las concentraciones de 10, 50 y 100
ppm de Dodecilbenceno sulfonato de sodio (DBS) en el crecimiento de Pseudomonas aeruginosa
MBL-03 y en la degradacion del compuesto a los15 dias. Se utiliz6 un cultivo puro de P. aeruginosa
MBL-03, reactivado en Caldo nutritivo a 37 °C por 18 horas. Se prepar6 medio minimo de sales que
contenia: KoHPOs 1%, MgS04.7H,0 2%, KCl 0.5%, FeSO4.7H,O, asparragina 0.25% y agua
destilada; y una solucion patron de DBS a 10000 ppm. Se inoculé 1.69x108 UFC/mL a tres
biorreactores (que contenian 10, 50, 100 ppm de DBS); y a un birreactor control sin DBS. La
evaluacion del crecimiento se realizd mediante el método de recuento en placa y la degradacion del
DBS por el Método de Azul de Metileno. Los resultados a los 15 dias, con 5% de significancia,
indican que no existe diferencia significativa en el crecimiento bacteriano; sin embargo, en la
degradacion de DBS existe diferencia significativa entre las tres concentraciones evaluadas.

Las concentraciones de 10, 50 y 100 ppm de DBS, no presentan efecto inhibitorio en el crecimiento
de P. aeruginosa MBL-03; sin embargo, estas concentraciones si influyen en la degradacion del DBS.
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ABSTRACT

Effect of concentrations of 10, 50 and 100 ppm of sodium dodecylbenzene sulfonate (DBS) in the
growth of Pseudomonas aeruginosa MBL-03 and compound degradation at 15 days was determined.
It was used a pure culture of P. aeruginosa MBL-03, reactivated in nutrient broth at 37 ° C for 18
hours. It was prepared a minimal salts medium contained: K2HPO4 1% 2% MgS04.7H20, 0.5% KCl,
FeS04.7H20, 0.25% asparagine and distilled water, and a standard solution of DBS to 10000 ppm.
Inoculated 1.69x108 CFU/mL to three bioreactors (containing 10, 50, 100 ppm DBS) and even
bioreactor control without DBS. The growth assessment was performed by plate count method and
degradation of DBS by Methylene Blue Method. The results at 15 days, with 5% significance, indicate
no significant difference in bacterial growth, however, in the degradation of DBS significant
difference between the three concentrations tested. Concentrations of 10, 50 and 100 ppm of DBS,
have no inhibitory effect on the growth of P. aeruginosa MBL-03, yet whether these concentrations
influence DBS degradation.
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INTRODUCCION

Los detergentes son derivados quimicos producidos en grandes cantidades en todo el mundo y su
consumo va en aumento cada afio debido a la creciente poblacion!:2. Algunos de estos detergentes
presentaban como compuesto principal al alquilbenceno sulfonato de cadena ramificada que son
considerados como no biodegradables y capaces de causar problemas ambientales. A fin de evitar los
problemas causados por estas moléculas recalcitrantes, se establecié el uso de los alquibenceno
sulfonato de sodio de cadena lineal puesto que, son mas facilmente biodegradables345.

El aumento demografico, la industrializacion, urbanizacion y el turismo en las zonas de la costa,
causan un deterioro progresivo del ambiente marino. Son las aguas residuales los que constituyen la
principal fuente de contaminacion del medio marino y costero®.

Sibila realiz6 la evaluacion de la biodegradabilidad y ecotoxicidad de tensioactivos en el medio
acuatico marino, este consistio en la biodegradacion de tensioactivos anidnicos, catidonicos y no
ionicos; y la toxicidad sobre los organismos acuaticosé. Asimismo, Ivankovic et al? realizaron la
recoleccion de informacion de los tensioactivos anionicos que se encuentran en: efluentes de aguas
residuales, aguas superficiales y sedimento, asi como también la importancia de la toxicidad generada
sobre bacterias, algas, invertebrados y vertebrados. Oya et al” muestran que la toxicidad acuatica es
relativamente alta en agua dulce o agua de mar a causa de LAS.

Los tensioactivos anionicos se pueden encontrar en las aguas residuales en concentraciones
importantes, la mayoria de ellas son conocidos como degradables en condiciones aerdbicas. Sin
embargo, los tensioactivos anidnicos también son biodegradables en condiciones anaerdbicas,
realizado por bacterias que se encuentran en sedimentos y bajo la superficie del suelos.

En el medio ambiente la degradacion de las mezclas de alquilbenceno sulfonato de sodio de cadena
lineal (LAS) es en un 50 %, siendo mejor en condiciones de aerobiosis, que en ambientes andxicos o
con bajo contenido de oxigeno disuelto que produce una degradacion parcial y selectiva de éstas. [4]
Entre otros factores que se tuvieron en cuenta para la degradacion de LAS fueron los surfactantes
cationicos, sales o contaminantes organicos y pH?®.

Se realizaron estudios de la degradacion de la parte del grupo sulfonato presente en la molécula de
LAS, donde fue sometido a ataque microbiano por cultivos puros y mixtos que tuvieron como fuente
disponible al tensioactivo y a la glucosa, resultando un mayor metabolismo del sulfonato teniendo
como unica fuente de carbono al principio activo!©.

Sigoillot y Nguyen? realizaron un trabajo donde aislaron bacterias del agua de mar costera de
Francia contaminados con residuos urbanos. Algunos de estas bacterias no necesitaban sodio para su
crecimiento, estos pertenecian a los géneros Alcaligenes y Pseudomonas. En este trabajo se realiz6 la
completa biodegradacion de un surfactante en donde tuvieron en cuenta los siguientes pasos: la
oxidacion terminal de la cadena alquilo, desulfuracion y la escision del anillo aromatico. Solo pocas
cepas son capaces de llevar a cabo los dos primeros pasos. [1113] Seguin Ojo y Oso, se produce la
biodegradacion primaria con la oxidacion del grupo metilo externo (f-oxidacion), seguido por el
acortamiento de la cadena alquil por la via oxidativa escindiendo las unidades de carbono 2 (o-
oxidacion).

Los estudios realizados por Fortunato et al'2 demuestran la capacidad degradativa de poblaciones
microbianas mixtas que fueron aisladas de ambientes contaminados por compuestos tensioactivos
anidnicos y observandose una mayor eficiencia en el proceso de degradacion. Estas poblaciones
mixtas del Rio de la Plata, responsables de la degradacion de tensioactivos son Pseudomonas sp.,
Pseudomonas putida y microorganismos provenientes de lodos que también incluyen a Pseudomonas
sp. y Aeromonas.

Seguin Peressutti et al!3 un consorcio constituido por cuatro bacterias como Aeromonas caviae (dos
variedades), Pseudomonas alcaliphilay Vibrio sp. producen una mayor biomasa a partir de LAS y CO»
liberado (mineralizacion) que en cultivos individuales. Por otro lado se realizd6 una completa
degradacion de LAS a 10 mgL™! y los niveles de LAS de 50 y 100 mgL~1conducen a una pronunciada
disminucion en el grado de biodegradacion e inhibicion del crecimiento del cultivo.

De nueve bacterias aisladas por Ogbulie et al'4 del rio Otamiri en Nigeria, solamente Pseudomonas,
Bacillus, Actinomyces, Corynebacterium 'y Staphylococcus fueron las que pudieron sobrevivir en el
agua del rio con detergente. La evaluacion especifica de utilizacion de detergentes reveld que pueden
utilizar los detergentes de forma sola o combinada; Pseudomonas presenta mayor capacidad que
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Staphylococcus para utilizar estos detergentes. Por ello, la importancia del género Pseudomonas en la
participacion dentro de un consorcio para la degradacion de LAS.

La mayoria de las relaciones entre comunidades bacterianas, favorecen la resistencia a diversas
condiciones ambientales y son mas eficientes en la trasformacion de LAS que cualquier poblacion
bacteriana. [151 En los consorcios, algunos de los miembros atacan la cadena lateral, mientras que otros
degradan la fraccion aromatica. P. aeruginosa es capaz de crecer mediante el uso de dodecilbenceno
sulfonato de cadena ramificada o alcohol citronfenol terpénico o LAS como Unica fuente de
carbono!6:17,

La degradacion bioldgica tiene un gran potencial en el presente, teniendo en cuenta que las
bacterias capaces de trasformar estos compuestos deben ser elegidas con cuidado!8. Las bacterias
degradadoras de detergentes caracterizadas e identificadas incluyen a P. aeruginosa’. En los estudios
realizados por Horvath y Koft!®, Pseudomonas sp. muestra una relacion directa entre la concentracion
de LAS suministrados y los rendimientos de la célula; la utilizacion de LAS se ha mejorado en gran
medida por la presencia de fenol. Esta mejora sugiere co-metabolismo y que las concentraciones
limitadas de productos fenolicos derivados de LAS deben ser acumulados para obtener el metabolismo
activo de su molécula. Asimismo, una cepa bacteriana aislada de lodos activados, utiliza el LAS como
unica fuente de carbono [171'y ademas en algunas especies el surfactante inhibe la degradacion, sin
inhibir el crecimiento20,

En la revision bibliografica, no se ha encontrado trabajos publicados sobre bacterias que degraden
detergentes u otros surfactantes, implicados en un tratamiento de efluentes o de aguas superficiales en
el Pert. Por ello, es importante realizar estudios que permitan conocer las concentraciones apropiadas
de detergentes que las bacterias puedan degradar y de esta manera contribuir a la biorremediacion de
aguas en las que los mayores contaminantes son dichas sustancias quimicas, provenientes de fuentes
industriales, domesticas o por arrastre de ellas, que se encuentran en el suelo, por las lluvias hacia
los rios y mares.

Por tal razon, el presente trabajo tiene por finalidad determinar el efecto de tres concentraciones de
Dodecilbenceno sulfonato de sodio, en el crecimiento de Pseudomonas aeruginosa MBL-03 y en la
degradacién del componente a los 15 dias.

MATERIAL Y METODOS

Material biologico
e Dodecilbenceno sulfonato de sodio presente en los detergentes.
e Cultivo de Pseudomonas aeruginosa MBL-03, proporcionada por el Laboratorio de
Microbiologia Ambiental de la Universidad Nacional de Trujillo.
e 11.2 mL de solucion patron de Dodecilbenceno sulfonato de sodio a 10000 ppm.

Disefio y armado de Biorreactores

Se fabrico 4 biorreactores con frascos de vidrio de 1L de capacidad provistos de 2 deflectores de 1
cm X 9 cm, con motores de 9 V que fueron regulados a 1.5 V para su funcionamiento y una hélice
para la agitacion. Los biorreactores fueron conectados a un sistema de aireacion previamente
purificado.

Todos los biorreactores fueron sometidos a desinfeccion quimica con hipoclorito de sodio al 5%, y
luego esterilizados en camara UV durante una hora.
Preparacion del Medio Minimo de Sales

El medio minimo de sales tuvo los siguientes componentes: 6.3 g de NH4CI, 2.1 g de K,HPO4 1%,
0.525 g de MgS04.7H20 2%, 0.525 g de KCI 0.5%, 0.0042 g de FeSO4.7H,0O y 0.42 g de Asparragina
0.25%. Disuelto en 2.1 litros de agua destilada. Y apH  7=+1.
Preparacion de la solucion patrén de DBS

Un litro de “Deterfas” contiene 21.92 % de DBS que es equivalente a 219200 ppm. A partir de este
equivalente se extrajo una alicuota de 10 mL y se agregd en un volumen de 209,2 mL de agua
destilada estéril correspondiendo a una concentracion de 10000 ppm.
Reactivacion del cultivo y evaluacion de su pureza.

Las bacterias de un cultivo se sembraron en 5 mL de caldo nutritivo, e incubados a 37 °C por 18
horas. El cultivo reactivado fue sembrado por superficie en agar nutritivo e incubado a 37°C por 24
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horas. Se observaron las caracteristicas macromorfoldgicas de las colonias y las caracteristicas
micromorfologicas mediante coloraciéon Gram. Luego se sembro6 en agar glutamato y en 10 mL caldo
glutamato para observar la produccion de pioverdina y piocianina respectivamente.
Preparacion del inoculo

Se prepard una suspension en 4 mL de agua destilada estéril con el cultivo reactivado y se compard
con el tubo numero tres del Nefelometro de Mac Farland (9x108 UFC/mL). Se corroboré mediante
recuento en placa por siembra en superficie, en agar nutritivo.
Inoculacion en los sistemas

Tres biorreactores contenian volimenes de 0.7 mL, 3.5 mL y 7 mL de la solucion patrén y fueron
aforados hasta 700 mL con medio minimo se sales, obteniendo concentraciones de 10, 50 y 100 ppm
de DBS, respectivamente. El biorreactor control contenia 699 mL de medio minimo de sales. Se
inoculd 1 mL de la suspension bacteriana a cada biorreactor; y se adiciond 2 mL de antiespumante a
cada uno de ellos.

Los cuatro biorreactores fueron incubados a 30° C+ la pH 7 en condiciones de agitacion y
aireacion durante 15 dias.
Evaluacion del crecimiento

Se realizd diluciones al décimo de cada contenido de los biorreactores y luego se sembrd por
superficie para el recuento en placa, por duplicado; utilizando para ello las dos ultimas diluciones.
Evaluacion de la degradacion

Se realiz6 mediante el Método de Azul de Metileno de acuerdo a lo establecido por Standard
Methods for the Examination of water and wastewater, cuyo limite de deteccion es de 10 ug calculado
como alquilbenceno sulfonato lineal. [2!] Evaluado a los 15 dias.
Analisis Estadistico

Los datos encontrados se analizaron por la prueba estadistica ANAVA, con el proposito de
determinar si existe diferencia significativa entre los valores de los parametros estudiados.

RESULTADOS

El efecto de las concentraciones de 10, 50 y 100 ppm de dodecilbenceno sulfonato de sodio en el
crecimiento de P. aeruginosa MBL-03 se muestra en la Fig. 1. Los sistemas de ensayo fueron
incubados a 30°C= 1, pH 7.0; durante 15 dias. La Fig. 2 muestra las concentraciones residuales de
DBS en los tres sistemas evaluados.

DISCUSION

En el presente estudio se utilizo un cultivo puro de P. aeruginosa MBL-03 previamente aislado de
la bocatoma del Rio Moche seccién La Huaca-La Libertad, el cual se cultivd en Medio Minimo de
Sales, DBS como fuente de carbono y antiespumante; e incubados a temperatura de 30+1°C, pH 7+0.5;
para evaluar la degradacion del DBS y el crecimiento de la bacteria.Esta temperatura y el pH
utilizados se eligieron en base a los trabajos realizados por Ambily y Jishal24l y Bateman [23], ya que
ellos demostraron que estosparametros sonoptimos para el crecimiento y degradacion de P.
aeruginosa.

El resultado del crecimiento de P. aeruginosa MBL-03 en las 3 concentraciones de DBS a los 15
dias, demuestra que la bacteria utiliza a este compuesto como fuente de carbono, confirmando asi lo
mencionado por Horvath!®, Jiménez et al22 y Ambily y Jisha?4. Este crecimiento bacteriano a la
concentracion de 50 ppm de DBS es ligeramente superior, en comparacion de 10 y 100 pm evaluado a
los 15 dias; pero aplicando el andlisis de varianza con un 5% de significancia, indica que esta
diferencia en el crecimiento no es significativa, esto indica que hasta 100 ppm puede crecer sin
dificultad. Segun Peressutti!® y Goodnow??, la concentracion de 10 ppm es menos toxica y por lo tanto
mas asimilable por la bacteria, mientras que a las concentraciones de 50 y 100 ppm son toxicas e
impiden el crecimiento bacteriano. Sin embargo en el presente trabajo se encontr6 que las
concentraciones utilizadas no tiene efectonegativo en el crecimiento, concordando con el trabajo
realizado por Ambily y Jisha [241 que demostraron el crecimiento de P. aeruginosa en un rango de
concentraciones de 1500-10000 ppm de DBS.
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Fig. 1. Crecimiento de Pseudomonas aeruginosa MBL-03 en tres concentraciones de dodecilbenceno sulfonato
de sodio durante 15 dias.
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Fig. 2 Degradacion de tres concentraciones de dodecilbenceno sulfonato de sodio por Pseudomonas aeruginosa
MBL-03 durante 15 dias.

El metabolismo de este compuesto lo utiliza para el crecimiento y acumulacion de biomasa
confirmando lo dicho por Merrettig-Bruns® y Oso y Ojo3. Este crecimiento también esta influenciado
por los alcoholes grasos presentes en el antiespumante, estos son la Unica fuente de carbono
disponible; y la urea presente en el “Deterfas” que es una fuente de nitrogeno adicional, esto se
comprueba por el crecimiento bacteriano en el biorreactor control.
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Para la evaluacion de la degradacion del DBS, se utilizo el Método de Azul de Metileno, este
método segin Oso y Ojo3, y American Public Health Association Estandar Methods for the
Examination of Water and Wastewater?! , es relativamente simple y preciso, comprende tres
extracciones sucesivas en cloroformo para obtener DBS residual y se realiza la medicion de la
intensidad del color azul del compuesto en un espectrofotometro a 652nm de longitud de onda y se
cuantifica a través de una curva de calibracion detectando la degradabilidad primaria de este
compuesto.

En la evaluacion de la degradacion, a la concentracion de 10 ppm de DBS ocurre la mayor
degradacion, éstos resultados coinciden con los obtenidos por Peressutti [13l. Sin embargo, en las
concentraciones de 50 ppm y 100 ppm existe una disminucion de la degradacion de DBS, no
concordando con Peressutti [13] y Goodnow [20], ya que mencionan que a estas concentraciones no
existe degradacion, porque este compuesto altera la estructura de la membrana celular e induce
toxicidad en parametros fisiologicos como: la activad metabolica y la tasa de crecimiento especifico;
no obstante, esto no ocurre con el cultivo de P. aeruginosa MBL-03, porque tendria genes de
resistencia que le confieren la capacidad de soportar estas concentraciones.

El analisis de varianza con un 5% de significancia, indica que hay diferencia significativa en la
degradacion de DBS, esto demuestra que las concentraciones si influyen en la degradacion.

Segun Ogbulie!4, la capacidad degradativa que presenta P. aeruginosa se debe a la presencia de
plasmidos que naturalmente no estan presentes en todos los microorganismos. Por lo tanto la
capacidad de utilizar xenobioticos depende de la posesion de las enzimas necesarias para tal
degradacion.

Bateman23 explica que la degradacion  primaria y secundaria es iniciada por enzimas
alquilsulfatasas, seguida de la oxidacion con liberacion de alcoholes primarios y secundarios realizada
por una enzima alcohol deshidrogenasa. Merrettig-Bruns$, Sigoillot!!, Peressutti!3, Jiménez et al?2,
mencionan que la via oxidativa comienza con la ® oxidacion de la cadena alquilo (oxidacion terminal
de la cadena), y es seguida por sucesivas [3 oxidaciones. Esto conduce a la pérdida de sus propiedades
surfactantes.

Para aumentar la capacidad degradativa de P. aeruginosa MTCC 10311, Ambily y Jisha (24
utilizaron caseina y triptona como fuente de nitrégeno adicional obteniendo una mejora en la
degradacion de DBS. En el trabajo realizado la fuente nitrogenada y carbonada es la urea del
“Deterfas” y el acido graso del antiespumante, respectivamente. Ademas Ambily y Jisha24 indican que
si se incrementa las fuentes de carbono y nitrogeno, disminuye el tiempo de incubacion necesaria para
la degradacion del compuesto.

P. acruginosa realiza una degradacion primaria del DBS, escindiendo a partir del carbono terminal;
por lo tanto para una completa mineralizacion del DBS, Oso y Ojo3, Visoottiviseth, Ekachote y
Upatham!, Fortunato et al'2, utilizan poblaciones microbianas mixtas, en especial aquellas aisladas de
ambientes contaminados con este compuesto incluyendo géneros como Pseudomonas, Aeromonas,
Enterobacter, Bacillus, Alcaligenes, Vibrio, Aspergillus, Verticillium, entre otros para lograr una
completa mineralizaciéon del DBS.

CONCLUSIONES

e Las concentraciones de 10, 50 y 100 ppm de DBS, no presentan efecto inhibitorio en el
crecimiento de Pseudomonas aeruginosa MBL-03, sin embargo estas concentraciones si
influyen en la degradacion del DBS.

e No se encontré diferencia significativa en el crecimiento de P. aeruginosa a las tres
concentraciones del DBS; sin embargo, si presentaron diferencia significativa entre los valores
de degradacion del DBS.
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