REBIOLEST 2015; 1(3): e40
Revista Cientifica de Estudiantes
Facultad de Ciencias Biologicas. Universidad Nacional de Trujillo. Trujillo. Perti

Articulo Original

Degradacion de cianuro de sodio por seudomonas
sp. a dos temperaturas y tres pH

Sodium cyanide degradation by Pseudomonas sp. at two temperatures
and three pH

Jhonn Morillo Mendoza y Juan Guevara Gonzales
ITesista, Escuela AP de Microbiologia y Parasitologia. Universidad Nacional de Trujillo (UNT). Trujillo. Peru.
2Departamento de Microbiologia y Parasitologia. UNT

RESUMEN

Se determiné el efecto de las temperaturas de 32 y 36°C en combinacion con los pH 9.5, 10, 10.5 sobre la
degradacion de cianuro de sodio por Pseudomonas sp. aislada a partir de lodos activos de la planta de
tratamiento de aguas residuales de Covicorti-Trujillo (Pert). La muestra de lodo activo se recolectdé mediante un
muestreo por conveniencia y fue sometida a un enriquecimiento en un caldo minimo de sales con 500 ppm de
cianuro de sodio durante 4 dias. Para los ensayos se tuvieron seis frascos de vidrio conteniendo 100 mL de caldo
minimo de sales con buffer carbonato, 1000 ppm de cianuro de sodio y 4mL de indculo de Pseudomonas sp.
(2.7 x 109 cel/mL) a las temperaturas de 32 y 36° C en combinacion con los pH 9.5, 10 y 10.5 (disefo factorial);
se usaron también otros seis frascos de vidrio como controles bajo las mismas condiciones pero sin in6culo.
Cada ensayo se realizo por triplicado y durante seis dias; la degradacion de cianuro de sodio fue medida al
tiempo cero y cada 24 horas mediante el método titulométrico. Los resultados muestran maxima degradacion de
cianuro por Pseudomonas sp. a 36°C/pH 9.5(655ppm) y 32°C/ pH9.5(648 ppm) pero minima degradacion a
36°C/ pH 10.5(203 ppm). Los analisis de confirman diferencia estadistica significativa entre los controles y
todos los tratamientos usados; también demuestran que no existe diferencia significativa entre aquellos
tratamientos que usaron el mismo pH (9.5, 10 y 10.5). Se concluye que la combinacion de las temperaturas 32 y
36°C con los pH 9.5, 10, 10.5 influyen sobre la degradacion de cianuro de sodio por Pseudomonas ps siendo
las combinaciones de 32y 36°C con el pH 9.5 las que favorecen este proceso.
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ABSTRACT

Effect of 32 and 36 °C temperatures in combination with the pH at 9.5, 10.0, and 10.5 on the degradation of
sodium cyanide by Pseudomonas sp. isolated from activated sludge treatment plant wastewater COVICORTI-
Trujillo (Peru) was determined. The activated sludge sample was collected using a convenience sample and was
subjected to enrichment in minimal salts broth with 500 ppm of sodium cyanide for four days. For trials six glass
bottles containing 100 mL were taken broth minimal salts buffer carbonate, 1000 ppm of sodium cyanide and 4
ml of inoculum of Pseudomonas sp. (2.7 x 109 cells/mL) at the temperatures of 32 and 36 °C in combination
with the pH 9.5, 10 and 10.5 (factorial design); six were also used other glass bottles as controls under the same
conditions but without inoculum. Each assay was performed in triplicate, for six days; Degradation of sodium
cyanide was measured at time zero and every 24 hours through titulométric method. The results show high
degradation of cyanide by Pseudomonas sp. at 36°C / pH 9.5 (655ppm) and 32 °C/pH 9.5 (648 ppm) but minimal
degradation at 36 °C/pH 10.5 (203 ppm). Analysis to confirm static significant difference between controls and
all treatment used; also show that there is no significant difference between treatments that used the same pH
(9.5, 10 and 10.5). The paper concludes that the combination of the temperatures 32 and 36 © C with pH 9.5, 10,
10.5 influence the degradation of sodium cyanide Pseudomonas sp. combinations being 32 to 36 ° C with the
pH 9.5 which favors this process.
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INTRODUCCION

Los cianuros son considerados contaminantes debido a su alta toxicidad para todos los organismos
aerobicos, reaccionan con iones metalicos de enzimas tales como Fe, Zn y Cu, es un inhibidor
irreversible de enzimas que participan en la cadena respiratoria a nivel mitocondrial, especificamente
reacciona con la forma oxidada del citocromo a3!2; la concentracion entre 150 y 300 ppm es letal para
el ser humano y a niveles de 50 ppm se puede percibir con el olfato, a pesar de que el cianuro es un
compuesto altamente nocivo, se produce naturalmente por mecanismos como la cianogénesis y
sintesis de etileno3, pero también es transformado por mecanismos de detoxificacion biologica*s,
alcanzandose asi un equilibrio ambiental relativo.

Dentro de las formas mas toxicas se tiene el ion cianuro (CN-) y el cianuro de hidrogeno (HCN) el
cual es letal con una dosis de 90 a 100 ppm y puede ser percibida desde los 20 a 30 ppm 3.6, La vida
media del cianuro de hidrogeno en la atmosfera es de aproximadamente 1 a 3 afios, este se encuentra
principalmente como cianuro de hidrogeno gaseoso; mientras que una pequefia cantidad como finas
particulas de polvo. Los compuestos de cianuro se mueven con bastante facilidad en el suelo,
formandose cianuro de hidrogeno que luego se evapora; otros compuestos de cianuro se transforman a
otras formas quimicas por la accion de microorganismos en el suelo. En concentraciones altas, el
cianuro es toxico a estos microorganismos ya que permanece sin ser cambiado a otras formas y
atraviesa el suelo llegando hasta el agua subterranea’. Las distintas formas de exposicion a este
compuesto para algunos animales y humanos son: Al respirar aire cerca de sitios de desechos
peligrosos que contienen cianuro; al beber agua, tocar tierra o comer alimentos que contienen cianuro
de manera natural como algunos tipos de frijoles y almendras, el humo de cigarrillos y el humo
proveniente de incendios, son fuentes importantes de cianuro3-.

En la actualidad, grandes cantidades de cianuro en sus distintas formas son descargados a diario en
suelos, aguas y aire procedente de diferentes actividades industriales tales como la mineria, en el
proceso de recuperacion de oro?, actividades de electrolisis de aluminio, que se realizan para recubrir
la superficie del metal y protegerlo contra la corrosion!9, carbonizaciéon de madera empleada para
cocinar, llamada también pirolisis y gasificacion de carbén o gasificacion por pirolisis rapidall,
producciones farmacéuticas y produccion de fibras sintéticas como plasticos!2.

En Pert, el 20 % de la producciéon minera aurifera es informal, lo cual hace que la problematica de
la contaminacion por cianuro, mercurio y otros desechos toxicos se agudice aun mas, debido al poco
control del cumplimiento de las normas que regulen sus usos y emisiones al ambiente, contaminando
el suelo, aire y agua. Entre los departamentos mas afectados tenemos a madre de Dios, La Libertad y
Cajamarca, siendo Madre de Dios donde se centra el 96% de la mineria informal!3.

Existen métodos de tratamientos quimicos para degradar el cianuro que generalmente se basan en la
cloracion alcalinal4, pero no son muy recomendables, debido a que en ellos se utilizan reactivos que
causan otro tipo de contaminacion, es el caso de los tratamientos de cianuro mediante su oxidacion
con hipoclorito de calcio, produciéndose cianato de calcio y finalmente cloruro de ciandgeno y
organoclorados, liberandose al medio ambiente cloro residual y cloruros!s. Entre los efectos que estos
compuestos pueden causar a largo plazo, se pueden mencionar: carcinogénesis, mutagénesis,
teratogénesis, enfermedades respiratorias y encefalopatias cronicas!®; por lo tanto se hace necesario
recurrir a otros tratamientos complementarios, que controlen la liberacion de los nuevos contaminantes
cuya acumulacion llega a ser igual o mas dafiino que el mismo. También existen métodos bioldgicos
para la degradacion de cianuro, utilizando algunas especies de hongos, tales como Fusarium
oxyporum, F. solani, Gliocladium virens y Trichoderma koningii, sin embargo, las bacterias también
son buenos degradadores de cianuro y dentro de ellos tenemos algunas especies de los generos
Bacillus y Pseudmonas 7, este Gltimo género es considerado entre los mejores para la degradacion de
cianuro debido a su versatilidad metabdlica , ya que tiene una amplia capacidad oxidativa y una alta
adaptabilidad para utilizar una gran variedad de sustancias quimicas como fuente de carbono y
nitrégeno; es también muy tolerante a ambientes alcalinos y con muy poca cantidad de nutrientes!s:19,

Los estudios realizados anteriormente demuestran la capacidad de un extracto celular de Ps. putida
para utilizar el cianuro como unica fuente de carbono y nitrogeno. En los ensayos las células crecieron
en presencia de cianuro de sodio (NaCN) y se midi6 la habilidad enzimatica para convertir el cianuro
en amonio a pH 7.5 y pH 9.520. Asimismo, se hizo una propuesta de detoxificacion de ambientes

24



mineros mediante métodos quimicos y bioldgicos, para estos ultimos propone condiciones de
degradacion hasta de 700 ppm de cianuro de sodio, realizando mediciones de la concentracion residual
de cianuro mediante los métodos titulométrico, colorimétrico y por conductividad idnica, aunque
recomienda este ultimo por ser mas seguro para el operario, se considera muy util el método
titulométrico cuando las concentraciones de cianuro que se van a medir son tan altas?!.

En el 2004 se aislo una cepa de Ps. pseudoalcaligenes CECT5344, utilizando un medio de cultivo
minimo preparado sin amonio y citrato, a pH 9.5 con 100ppm de NaCN y 50 mM de acetato como
unicas fuentes de nitrogeno y carbono respectivamente, durante el proceso de degradacion de cianuro,
el microorganismo fue capaz de crecer en medios alcalinos, hasta pH de 11.5 siendo 9 el pH optimo
para la degradacion de cianuro y tolerar concentraciones de 1400 ppm de cianuro libre; el crecimiento
del microorganismo fue concomitante y proporcional a la degradacion de cianuro, el cual fue
estequiometricamente convertido en amonio, adicional al cianuro el microorganismo utilizé como
fuente de carbono amonio, nitratato y cianato: todo el cianuro y amonio fueron asimilados, la actividad
enzimatica de la cianasa se indujo durante el crecimiento del microorganismo en presencia de cianuro
o0 cianato, pero no con amonio o nitrato como fuente de carbono; los resultados sugieren que el cianato
puede ser un intermediario en la ruta de degradacion del cianuro, pero no se excluyen en este trabajo
otras rutas alternas para la degradacion del cianuro22,

La biotecnologia microbiana es una opcion que cada vez impacta mas el campo de la produccion
limpia, ofreciendo de esta forma otra solucion al problema de acumulacion de cianuro en el medio
ambiente 6. Sin embargo en el Perl no se toma importancia al estudio e investigacion de técnicas y
procesos, que con ayuda de microorganismos aporten a la degradacion de este compuesto de manera
no toxica, tampoco se ha encontrado antecedentes acerca de la influencia que tienen la combinacion de
temperaturas y pH en la degradacion de cianuro por Pseudomonas sp. La presente investigacion tuvo
como objetivo determinar el efecto de las temperaturas de 32 y 36°C en combinacion con los pH 9.5,
10, y 10.5 sobre la degradacién de cianuro de sodio por Pseudomonas sp.

MATERIAL Y METODOS

Material biologico:

e Cultivo de Pseudomonas sp. aislado a partir de lodos activos de la planta de tratamiento de aguas

residuales de Covicorti, Trujillo.

¢ Cianuro de sodio (20 g) procedente de la mina San Luis S.R.L. de la provincia de Pataz, regién La

Libertad, Peru.
Recoleccion de la muestra

Se recolectaron aproximadamente 200 ml de lodo activo en tres frasco estériles, de 3 puntos
referenciales de las pozas de oxidacién de la planta de tratamiento de aguas residuales de Covicorti-
Trujillo (Peru), los cuales fueron transportados posteriormente en un cooler hacia el Laboratorio de
Microbiologia Ambiental en la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional De
Trujillo donde se mezclaron homogéneamente y enriquecieron para finalmente aislar un cultivo puro
de Pseudomonas sp.

Enriquecimiento de la muestra con cianuro de sodio

En este enriquecimiento se empled 100 ml de caldo un medio minimo de sales (0.005 % de KoHPO4,
0.2% de NaSO4, 0.003% de NaCl, 0.1% de MgSOy) y buffer carbonato a pH 9, a este caldo se le
adiciono 500 ppm de cianuro de sodio como fuente de carbono y nitrégeno, finalmente se afiadio 10
ml de la muestra de lodo activo. Se homogenizd por 5 minutos y fue incubado a temperatura ambiente
por 3 dias 46.

Aislamiento e identificacion de Pseudomonas sp:

Para el aislamiento de Pseudomonas sp. se utilizd: Agar Cetrimide (medio selectivo) el cual una vez
sembrado fue incubado a 42°C x 48 horas. La comprobacion de la pureza del cultivo de Pseudomonas
sp. se realiz6 mediante crecimiento en agar Mac Conkey e identificacion bioquimica usando pruebas
tales como: TSI, LIA, SIM, citrato, indol, oxidasa y catalasa ; adicionalmente se realizd también una
coloracion Gram y observacion microscopica de la bacteria con lo que se corrobor6 su morfologia y
clasificacion Gram.
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Preparacion del inoculo y estandarizacion

El indculo utilizado estuvo dado por una poblacion celular en 24 ml de solucion buffer carbonato a
pH 9, el que se compar6 con el tubo N°3 del Nefelometro de Mac-Farland. Adicionalmente para
corroborar la cantidad real de bacterias ingresadas se realizd una siembra del indculo en agar
cetrimide a diluciones 10-¢ y 107 y luego de 24 horas de incubacion a 36°C se procedio al recuento
respectivo 26.

Ejecucion del bioensayo.

Se agregd 4 ml de inoculo de Pseudomonas sp. (1.3 x 10%) en 6 matraces Erlenmeyer, cada uno con
un volumen de 100 ml de un caldo minimo de sales con buffer carbonato y cianuro de sodio (NaCN) a
1000 ppm. Como controles, se usaron 6 matraces adicionales, con las mismas condiciones pero sin
inoculo y se realizaron mediciones de la concentracion residual de cianuro cada 24 horas, durante un
periodo de 6 dias, tanto en los matraces inoculados como en los controles.)

Las condiciones que se utilizaran para cada bioensayo se describen a continuacion:

e Dos matraces Erlenmeyer conteniendo 100 ml del caldo minimo de sales (K,HPO4 0.005%,

NaH»PO4 0.2%, NaCl 0.003%, MgS04.7H>0 0.1%, y buffer carbonato) mas 1000 ppm de cianuro
de sodio a pH 9.5 se inocularon con Pseudomonas sp.; uno de ellos se mantuvo a 32°C y el otro a
36°C durante 6 dias. Como control se tuvo dos matraces Erlenmeyer con las mismas condiciones
pero sin inoculo bacteriano.

e Dos matraces Erlenmeyer conteniendo 100 ml del caldo minimo de sales (KoHPO4 0.005%,

NaH,PO4 0.2%, NaCl 0.003%, MgS04.7H>0 0.1%, y buffer carbonato) mas 1000 ppm de cianuro
de sodio a pH 10 se inocularon con Pseudomonas sp.; uno de ellos se mantuvo a 32°C y el otro a
36°C durante 6 dias. Como control se tuvo dos matraces Erlenmeyer con las mismas condiciones
pero sin inoculo bacteriano.

e Dos matraces Erlenmeyer conteniendo 100 ml del caldo minimo de sales (KoHPO4 0.005%,

NaH,PO; 0.2%, NaCl 0.003%, MgS04.7H,0 0.1%, y buffer carbonato) mas 1000 ppm de cianuro
de sodio a pH 10.5 se inocularon con Pseudomonas sp.; uno de ellos se mantuvo a 32°C y el otro a
36°C durante 6 dias. Como control se tuvo dos matraces Erlenmeyer con las mismas condiciones
pero sin inoculo bacteriano.

Los ensayos se realizaron en condiciones aerdbicas s6lo con la boca de los matraces Erlenmeyer
cubierta por tapones de algodon. Se realizaron 3 repeticiones de cada uno de los ensayos.

Medicion de la biodegradacion de cianuro de sodio por Pseudomonas sp:

La concentracion de cianuro residual fue medida por el método titulométrico, cada 24 horas durante
6 dias, tanto en los matraces inoculados como en los controles 26,

Analisis estadistico.

Los datos obtenidos de la cantidad de cianuro residual en el sexto dia de evaluacion fueron evaluado
mediante Analisis de Varianza (ANAVA) y la prueba de TUKEY para determinar el grado de
significancia entre cada una de las combinaciones de temperatura y pH. Esto se realizo con el
programa estadistico IBM SPSS statistics version 20.

RESULTADOS

Se aisld e identifico un cultivo de Pseudomonas sp. procedente de las pozas de oxidacion de
Covicorti-Trujillo (Perti), con capacidad de degradar concentraciones de 1000 ppm de cianuro de
sodio y tolerar un pH hasta de 10.5.

En la tabla 1, se muestra que la concentracion media residual de cianuro de sodio en caldo minimo
de sales con buffer carbonato durante seis dias de tratamiento con Pseudomonas sp. a temperaturas de
32 y 36°C en combinacion con los pH 9.5, 10 y 10.5 fue realmente distinta (p<0,05)

En la tabla 2, se muestra la degradacion media acumulada de cianuro de sodio en caldo minimo de
sales con buffer carbonato por Pseudomonas sp. a lo largo de seis dias de tratamiento con
temperaturas de 32 y 36°C en combinacion con los pH 9.5, 10 y 10.5; observandose maxima
degradacion sp. a 36°C/pH 9.5 (655ppm) y 32°C/ pH9.5 (648 ppm) pero minima degradacion a 36°C/
pH 10.5(203 ppm).
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En la Fig. 1 se muestra los porcentajes de degradacion total de cianuro de sodio en caldo minimo de
sales con buffer carbonato a 1000 ppm por Pseudomonas sp. después de 6 dias de tratamiento a
temperaturas de 32°C y 36°C en combinacion con los pH 9.5, 10, 10.5 .

Tabla 1. Concentracion media residual de cianuro de sodio en caldo minimo de sales con buffer carbonato
inoculado con Pseudomonas sp. durante seis dias a temperaturas de 32 y 36°C en combinacion con los pH 9.5,
10y 10.5.

Concentracion media residual (ppm)

Dias
Tratamiento 0 1 2 3 4 5 6
Control 1000 1000 1000 1000 1000 1000 10002
32°C /9.5 1000 849 697 524 442 379 352b
32°C/ 10 1000 898 783 702 663 627 594¢
32°C/10.5 1000 961 930 887 848 825 788d
36°C /9.5 1000 837 669 513 437 386 345b
36°C /10 1000 906 814 724 656 602 580¢
36°C/10.5 1000 957 906 865 835 812 7974

(a,b,c,d) Letras distintas presentan diferencia significativa (p <0.005 )

Tabla 2. Degradacion media acumulada de cianuro de sodio en caldo minimo de sales con buffer carbonato por
Pseudomonas sp. a lo largo de seis dias de tratamiento a temperaturas de 32 y 36°C en combinacion con los
pH9.5, 10y 10.5.

Degradacion media acumulada (ppm)

Dias
Tratamiento 0 1 2 3 4 5 6
Control 0 0 0 0 0 0 0
32°C/9.5 0 151 303 476 558 621 648
32°C/ 10 0 102 217 298 337 373 406
32°C/10.5 0 39 70 113 152 175 212
36°C /9.5 0 163 331 487 563 614 655
36°C/ 10 0 94 186 276 344 398 420
36°C/10.5 0 43 94 135 165 188 203
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Fig. 1. Porcentajes de degradacion total de cianuro de sodio en caldo minimo de sales con buffer carbonato por
Pseudomonas sp. después de 6 dias de tratamiento a temperaturas de 32 y 36°C en combinacion con los pH 9.5,
10y 10.5.

DISCUSION

El trabajo se inicié con un enriquecimiento de la muestra recolectada (lodo activo); con la finalidad
de contribuir a que las Pseudomonas presentes en la muestra encuentren una ruta degradativa para el
cianuro de sodio y puedan usarlo como fuente de carbono y nitrégeno, seleccionando de esta manera
Pseudomonas que sean capaces de degradarlo y también de tolerar un pH alcalino en donde el cianuro
no se volatilice!“.

Para el aislamiento de Pseudomonas sp se utiliz6 un medio selectivo que fue agar cetrimide, el cual
estd compuesto de amonio cuaternario que es un inhibidor de gran variedad de especies bacterianas
incluyendo muchas especies del genero Pseudomonas, lo que permite obtener un cultivo de este
género mas selectivo; la produccion del pigmento piocianina se ve estimulada por el magnesio,
cloruro de potasio y sulfato presentes en el medio. La tincion Gram, crecimiento en agar Mac Conkey
y pruebas bioquimicas confirman que efectivamente el cultivo aislado fué Pseudomonas sp.!:18.

Una de las pruebas de confirmacion para asumir que el cultivo aislado fue Pseudomonas sp es el
crecimiento en agar Mac Conkey que es un medio selectivo para bacterias Gram negativas, en este
medio el viraje del color del indicador de pH (rojo neutro) se produce por fermentacion de la lactosa
presente en el medio ocasionando la disminucion del pH alrededor de la colonia. Los microorganismos
no fermentadores de lactosa como Pseudomonas sp. producen colonias incoloras o amarillas, esto
también se evidencio en el crecimiento obtenido en Mac Conkey durante esta investigacion!8:24,

Pseudomonas sp. es una bacteria que no degrada sacarosa, lactosa ni glucosa con formacion de
acidos y que tampoco elimina acido sulfhidrico luego de degradar el tiosulfato, esto se hace evidente
en la prueba bioquimica que usa el medio agar hierro tres azucares (TSI) el cual manifiesta
alcalinidad tanto para la degradacion de lactosa y sacarosa como para glucosa con la usencia de acido
sulfhidrico (K/K-); otra prueba bioquimica realizada fue la descarboxilacion de la lisina cuyo resultado
es negativo para Pseudomonas sp. esto se evidencio con un color violeta del medio agar lisina hierro
(LIA) donde fue sembrado el cultivo aislado. El crecimiento en medio SIM que se utiliza para
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observar la motilidad de los microorganismos, Pseudomonas sp. presenta una motilidad negativa en
este medio lo cual también sucedid con el cultivo aislado 24. La ultima prueba bioquimica realizada en
medios solidos fue la del uso del citrato como tnica fuente de carbono donde el cultivo aislado dio
positivo, lo cual es compatible con la bacteria Pseudomonas sp.?2.

Pruebas como la catalasa, oxidasa e indol también fueron realizadas al medio de cultivo aislado para
determinar la presencia de enzimas que confirmen que este cultivo es Pseudomonas sp. Los resultados
obtenidos en estas pruebas fueron los esperados ya que dieron positivo para las pruebas de catalasa y
oxidasa, pero negativo para la prueba de indol!s.

Las bacterias del género Pseudomonas tienen requerimientos nutricionales muy simples, ya que
pueden utilizar mas de 100 compuestos como fuente de carbono y energia, entre ellos el cianuro y
poseen también una variedad de operones inducibles por lo cual nutricionalmente son un género muy
versatil, esto hace que varias especies de este género sean muy importantes en procesos de
biorremediacion?!.

La biodegradacion del cianuro podria ser una opcion a los procedimientos industriales. Los métodos
bioldgicos y particularmente los microbioldgicos, se constituyen en alternativas eficientes, porque son
especificos, respecto a los focos en los que se pretende que actiien y luego de estandarizarse, pueden
resultar muy econdmicos, respecto a los procesos quimicos. Otra ventaja de estos procesos es su
disefio simple y el control que se posee del proceso operativo, los bajos costos de las sustancias
quimicas y la capacidad de tratar por este método todas las formas de cianuro y subproductos 12:22.23,

Existen en la naturaleza organismos capaces de crecer en presencia de cianuro, tal es el caso de
boleophatimus boddaerti, una especie de pez que tolera ciertas concentraciones de cianuro en el
ambiente, esta tolerancia no envuelve la capacidad de degradarlo, como es el caso de algunas especies
del genero Pseudomonas 30, las cuales poseen las herramientas enzimaticas necesarias para sobrevivir
en ambientes altamente contaminados con cianuro y tienen la capacidad de degradarlo utilizdndolo
como fuente de carbono!420 y de nitrogeno26.27, este poder de degradacion estd reflejado en los
resultados obtenidos en la presente investigacion: la concentracion media y la degradacion media de
cianuro de sodio en un medio de cultivo inoculado con Pseudmonas sp. a lo largo de 6 dias a
temperaturas de 32 y 36°C en combinacién con los pH 9.5, 10 y 10,5 ; se observa también que en
todos los tratamientos establecidos Pseudomonas sp. redujo la concentracidon de cianuro inicial en
todos los caldos de cultivo donde se inoculé dando una diferencia significativa entre estos (p<0.05).

de sodio en medio minimo de sales con buffer carbonato después de 6 dias de tratamiento a
temperaturas 32°C y 36°C en combinacion con los pH 9.5, 10, 10.5; observandose que a los rangos
de temperatura y pH usados en el presente estudio, la degradacion de cianuro de sodio por
Pseudomonas sp. es inversamente proporcionales al aumento del pH y que la temperatura no ejerce
efecto sobre este proceso. En el andlisis estadistico realizado por la prueba de tukey no existe
diferencia significativa entre los datos de degradacion obtenidos bajo el mismo pH tanto para la
temperatura de 32 y 36° C, pero si evidencia diferencia significativa entre los datos obtenidos bajo pH
diferentes. Esto evidencia que la temperatura no ejerce efecto significativo respecto a la capacidad de
degradar cianuro de sodio por Pseudomonas sp.; sin embargo, los pH evaluados de 9.5, 10, 10.5
tiene una gran influencia en la capacidad degradadora de la bacteria sobre el cianuro sodio. Dichos
resultados se debe a que en los rangos de temperatura y pH evaluados para la degradacion de cianuro,
el pH ejerce un mayor afecto sobre los procesos de transporte a través de la membrana celular, ya que
Pseudomonas sp. es una bacteria que crece preferentemente a pH neutro y con rangos de temperatura
mesofilos2!:29,

En estudios realizados determinan que algunas especies de Pseudomonas poseen oxidasas insensibles
al cianuro, las cuales poden seguir funcionando con altas concentraciones del mismo. Ademas cuando
se produce estrés se activaban una serie de mecanismos de seguridad que incluian a la alquil
hidroperdxido reductasa, la cual sustituye a la catalasa en las funciones de proteccion frente al estrés
oxidativo. También se producen HSP (proteinas de choque térmico) estas moléculas no soélo
defienden a las proteinas de las altas temperaturas, también lo hacen contra otros fenomenos que
provocan desnaturalizacion, tales como como el pH. Esto puedo haberse dado en el proceso de
degradacion de cianuro de sodio por el cultivo de Pseudomonas sp. aislado ya que fue resistente a
una concentracion alta de cianuro (1000 ppm) y a pH de hasta 10.5 24,

Luque en el 2005, establece que en condiciones fuertemente alcalinas y utilizando el cianuro como
unica fuente de carbono para la cepa Pseudomonas pseudoalcaligenes CECT5344, los compuestos
como el hierro y algunas sustancias orgéanicas reaccionan quimicamente con el cianuro, afectando el
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crecimiento de los microorganismos, esto debido a que el cianuro se asocia con estos elementos
formando complejos, de los cuales el microorganismo no puede obtener carbono ni nitrégeno
facilmente. Sin embargo la limitacion de hierro en el medio de cultivo sugieren la produccion de
sider6foros por parte del aislado bacteriano, aunque este metabolito no fue medido en el medio
residual, es importante considerar esta variable para trabajos futuros ya que estos metabolitos son de
gran interés en la agricultura para el control de algunas bacterias y hongos fitopatdgenos2s2°.

Durante la evaluacion de la degradacion de cianuro de sodio se observa que los dias 1,2y 3 a
comparacion de los posteriores, se presentd un mayor porcentaje de biodegradacion de cianuro de
sodio en todos los tratamientos evaluados; estos resultados coinciden con otros trabajos donde se
demuestra que las formas de cianuro libre, CN- provenientes de las formas NaCN, KCN, etc., se
biodegradan mas rapidamente que las formas de cianuro asociadas a complejos metalicos tales como
(K2Ni(CN)4) y (K3Fe(CN)6)30. también se encontré que la limitacion de nutrientes como el fosforo
incrementa la toma de carbono por parte de las células, lo cual pudo haber favorecido que
Pseudomonas sp. degrade el cianuro utilizandolo como fuente de carbono 3. Es por esto que la
composicion del caldo minimo de sales utilizado en los tratamientos presenta muy poco porcentaje
de fosforo y potasio (0.005%). Otro motivo por el cual la biodegradacion d cianuro de sodio es mas
rapida en los 3 primeros dias y se estabiliza a partir del 4 dia seria por el aumento en la concentracion
de amonio ya que el microorganismo tomaria el amonio como fuente de nitrogeno dejando la toma
del cianuro de sodio para cuando la concentracion de amonio vuelva a descender 5.18.19.

La proporcion HCN/ CN- depende fundamentalmente del pH. El elevado pKa del cianuro (9),
implica que a pH neutro o acido, este compuesto se volatilice en forma de HCN. Desde el punto de
vista quimico la eliminacion bioldgica del cianuro requiere condiciones alcalinas y una fuente de
carbono incapaz de reaccionar quimicamente con el cianuro como lo es el buffer carbonato a pH 9.6%°

En los controles con caldo minimo de sales y buffer carbonato a los pH de 9.5, 10, 10.5 en
combinacion con las temperatura 32 y 36°C, se observa una retencion del el 100% de cianuro después
de 6 dias de tratamiento, observar lo que evidencia la no volatilizacion del cianuro del medio y el
poder de degradacion de Pseudomonas sp. sobre el cianuro de sodio, ya que en dichos controles no se
inocul6d la bacteria. La retencion del cianuro de sodio es debido a que el pH es el factor
determinante para mantener al cianuro en una forma estable no volatil y que la temperatura no ejerce
efecto sobre la retencion de cianuro en el medio, a esta conclusion también se ha llegado en otros
trabajos donde se ha demostrado que el pH es factor clave en estos procesos 3031,

Se eligio usar Buffer carbonato para realizar los bioensayos, pues no reacciona con el cianuro
formando complejos u otras sustancias toxicas y porcentaje de recuperacion de cianuro es aceptable y
se garantiza la estabilidad del pH durante el tiempo de los bioensayos. En trabajos con células
neuronales de gatos se ha verificado que el buffer carbonato es un medio eficiente en conservar el pH
estable a través del tiempo y mantener las concentraciones de cianuro constante. También es
importante resaltar que el cultivo aislado de Pseudomonas sp., se ajusta a las condiciones de pH
requeridas para la biorremediacion de compuestos cianurados, pues toleré los medios con pH 9.5,
10,10.5, sobrepasando la tolerancia de aislados pertenecientes a la misma especie evaluados en otros
estudios, a pH de 7.0, 7.5y 9.5 5.3,

Investigaciones como la realizada por Kunz encontraron que P. fluorescens NCIMB11764 fue eficaz
en la remocion de formas simples de CN- (KCN) en las primeras 72 horas, utilizando el compuesto
cianurado como unico inductor enzimatico. En este caso el cianuro induce la produccion de cianuro
oxigenasa y se obtiene como productos de conversion enzimatica CO2, NH3 y a-cetoacidos como
coproductos’. Esta podria ser una de las vias que utiliza la bacteria durante la degradacion del cianuro
de sodio sin embargo dichos productos no fueron medidos en esta investigacion. Cabe resaltar
también que es posible que la biodegradacion no haya sido totalmente completa y en el medio
permanezcan compuestos intermedios entre cianuro y amonio, como cianatos, tiocianatos y
formatos3!:34, Por el contrario, todo el cianuro pudo ser convertido a amonio y éste, por procesos de
nitrificacion pasar a nitritos y nitratos o por procesos de regeneracion a d-cetoacidos, en presencia de
CO23334,
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CONCLUSIONES

e Se aislé  Pseudomonas sp. a partir de lodos activos de la planta de tratamiento de agus residuales
de Covicorti, Trujillo (Perl) capaces de degradar cianuro de sodio y tolerar un pH de 10.5.

e La combinacion de las temperaturas 32 y 36°C con los pH 9.5, 10, 10.5 influyen sobre la
degradacion de cianuro de sodio por Pseudomonas sp. observandose maxima degradacion al
combinar las temperaturas 32 y 36°C con el pH 9.5, con valores de 648 y 655 ppm de cianuro de
sodio degradado para cada combinacidon respectivamente; Por otro lado la minima degradacion de
cianuro de sodio se obtuvo bajo el pH 10.5 con un valor de 312 ppm a 32°C y 203 ppm a 36°C.

¢ Se encontro diferencia significativa entre los controles y todos los tratamientos utilizados para
degradar cianuro de sodio por Pseudomonas sp. en el presente estudio.

e No se encontrd diferencia significativa entre aquellos tratamientos que usaron el mismo pH, sin
importar la temperatura con las que se combinaron; es asi que no se encontrd diferencia
significativa entre los tratamientos de 32°C/pH 9.5 con 36°C/pH 9.5, 32°C/ pH 10 con 36°C/ pH
10 y 32°C/pH 10.5 con 36°C/ pH 10.5.
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