Efecto de la concentracion de jabon doméstico a diferentes
temperaturas sobre el desarrollo de Pseudomonas aeruginosa
MBLAM-02, aislada del rio Moche (Perq).

Effect of the concentration of laundry soap at different temperatures on the growth of
Pseudomonas aeruginosa MBLMA-02 isolated from the Moche river (Peru).
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RESUMEN

Se ha evaluado el efecto de dos concentraciones de jabon Bolivar a cinco temperaturas de incubacion, en un
medio minimo de sales, sobre el crecimiento de Pseudomonas aeruginosa aislada de aguas del rio Moche de Trujillo.
Se realizaron tres repeticiones y, aplicando un disefio factorial de 2x5, se combinaron las concentraciones de 400 y 800
mg/L de jabon Bolivar con las temperaturas de: 20, 25, 30, 35 y 40 °C. Las soluciones de jabén fueron puestas en
volimenes de 500 mL en 10 biorreactores aireados y agitados de 1L de capacidad. Cada biorreactor fue inoculado con
1 mL de suspension de células de P. aeruginosa a 3.97x10° UFC/mL, incubandose hasta por ocho dias y contandose el
namero de células viables cada dos dias. Se ha encontrado un elevado incremento en el nimero de células en las dos
concentraciones de jabdn y en las cinco temperaturas a los dos dias de incubacion. La tasa de crecimiento desde el
cuarto al octavo dia se ha mantenido lenta y constante. Sélo se han determinado diferencias significativas entre la
temperatura de 40°C con las de 20, 25, 30 y 35°C respectivamente a la concentracion de 800 mg/L del jabén.
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ABSTRACT

In minimal medium of salts, It has been evaluated the effect of two concentrations of Bolivar soap at five incubation
temperatures on the growth of Pseudomonas aeruginosa isolated from fresh water of Moche river of Trujillo. Three
replicates were performed using a 2x5 factorial design with 400 and 800 mg/L of Bolivar soap and temperatures of 20,
25, 30, 35 and 40°C. The 500 mi-soap solutions were dispensed in each of 10 aerated and agitated 1Lt-bioreactors.
Each bioreactor was inoculated with 1 ml of cell suspension of P. aeruginosa at 3.97x10° CFU/mL, incubated up to 8
days and counted the viable cell number every two days. On the second day of incubation, it was found a high
increment of cell number in both soap concentrations and every assayed temperature. However, the growth rate from
the fourth to the eight day was kept a low constant rate. It was only determined a significant difference between the
temperature of 40°C and 20, 25, 30 and 35°C respectively, at 800 mg/L of soap concentration.
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compuestos organicos e inorganicos,
reduciéndolos hasta metabolitos que
pueden ser facilmente removidos del
ambiente’.
INTRODUCCION Las aguas residuales domésticas son
descargadas en alcantarillados como

La contaminacibn antropogénica se
incrementa aceleradamente en nuestro
planeta; hidrocarburos, pesticidas,
fertilizantes, aerosoles, plasticos, pinturas,
solventes, jabones, detergentes, etc.,
causan considerable contaminacion del
suelo y del medio acudtico, originando
diversos problemas de salud como
resultado de su persistencia, toxicidad o
transformacion en metabolitos dificiles de
degradar'. Al mismo tiempo, la utilizacién
de microorganismos (especialmente
bacterias) en ambientes contaminados,
crece cada dia en virtud de su gran
capacidad para degradar una diversidad de

disposicion final y otras veces son puestas
en tanques para su tratamiento vy
eliminacion  adecuada; esto propicia
condiciones especiales para que
ecosistemas  microbianos  encuentren
condiciones favorables para su crecimiento;
asi, se encuentran bacterias del género
Pseudomonas, que tienen alta
adaptabilidad a utilizar una gran variedad
de sustancias quimicas como fuentes de
carbono y energia®. Esta adaptacién es un
proceso catabdlico que implica Ia
produccién de enzimas codificadas por
genes adquiridos por procesos de
transferencia horizontal, caracteristica muy



comun en bacterias Gram negativas, y en
donde interviene el DNA extracromosomal
(plasmidos) o mecanismos gendmicos
como los transposones®*®. Los jabones y
detergentes domésticos constituyen una
importante fuente de sustancias organicas
e inorganicas descargadas por sistemas de
evacuacion de aguas residuales urbanas e
industriales, por lo que se produce una
amplia dispersion de los mismos en el
entorno acuético®.

La produccion mundial de tensoactivos
sobrepasa los 16 millones de toneladas, de
las cuales el 56% son jabones’. Después
de miles de afios de amplio consumo del
jabon, su aceptabilidad medio-ambiental
esta fuera de duda tanto para especies de
la cadena trofica: microorganismos, algas,
peces, etc., como para el hombre®. No se
han reportado casos de toxicidad o
bioacumulacion debidos a la presencia de
jabon en el medio ambiente. Las bacterias
se encargan de metabolizar el compuesto
guimico y convertirlo en productos menos
complejos por una serie de reacciones
enzimaticas®. El género Pseudomonas
adquiere mucha importancia por su gran
aplicacion en la degradacion de sustancias
quimicas peligrosas'®'’. P. aeruginosa es
la bacteria mas importante por su habilidad
de crecer hasta 42°C, utiliza una gran
variedad de compuestos organicos como
sustrato para su crecimiento y ha sido
aislada de ambientes tan inhdspitos como:
combustible Diesel, kerosene, soluciones
de clorhexidina y el jabon. P. aeruginosa
tiene especial importancia para el hombre
tanto por causar problemas de salud, como
por ser (til en procesos de biorremediacion
de aguas y suelos contaminados con
diversos productos naturales y sintéticos
que contaminan el medio ambiente™.

P. aeruginosa puede ser aislada de una
gran variedad de ambientes tanto acuaticos
como terrestres, por lo que es considerada
ubicua®™. Esta bacteria tiene diversas
aplicaciones biotecnolégicas, sobre todo en
el &rea ambiental. Produce biosurfactantes
Gtiles para la limpieza de suelos
contaminados con compuestos
organicos'**°. Las bacterias para utilizar los
tensoactivos como fuente de carbono y de
energia  requieren de  condiciones
fisicoquimicas y nutricionales Optimas
(Nitrégeno inorganico, fdsforo, azufre,
vitaminas 'y otros '°. El crecimiento
bacteriano en presencia de tensoactivos se
cuantifica por diversas técnicas como:

recuento en placa, espectrofotometria y
otros’. El recuento en placa determina
microorganismos viables presentes en una
muestra utilizando un medio de cultivo y
condiciones de incubacién adecuadas™.

Considerando que en nuestro entorno no
existen trabajos relacionados con la
influencia de la temperatura y la
concentracion del jabén sobre su utilizacion
y desarrollo por P. aeruginosa, ni sobre su
participacidon en biorremediacion de aguas
residuales contaminadas con desechos de
jabon; y siendo necesario conocer como
afectan la variacion de la temperatura y la
concentracion del jabén en la utilizacion del
mismo y en el desarrollo de P. aeruginosa,
con el proposito de obtener datos que
apoyen el disefio posterior de un sistema
de tratamiento de aguas contaminadas con
jabon, el presente trabajo tuvo por finalidad
determinar: el efecto de las
concentraciones de 400 y 800 mg/L del
jabon Bolivar en combinacién con las
temperaturas de 20, 25, 30, 35 y 40°C
sobre el desarrollo de P. aeruginosa
aislada del rio Moche.

MATERIAL Y METODOS

Material:

Cultivo de Pseudomonas aeruginosa
MBLAM-02, aislada de agua del rio
Moche, de la ciudad de Trujillo. Identificada
y coleccionada en Laboratorio de
Microbiologia Ambiental de la Universidad
Nacional de Trujillo. Ademas se utilizd una
barra de jabon “Bolivar” blanco, comprada
en el mercado Mayorista de Trujillo.
Procedimiento:

El cultivo caracterizado de P. aeruginosa
fue purificado por resiembra en caldo
glutamato, después fue resembrado en
agar glutamato mas jabén Bolivar al 1%;
luego, varias colonias se resembraron en
frasquitos con agar blando glutamato para
su conservaciéon. Todas las incubaciones
se hicieron a 37 °C por 18 0 24 horas.

Construccioén de biorreactores:

Se utilizé6 diez frascos anchos de vidrio
de 1L de capacidad, con cuatro deflectores
de 1.2 x 8 cm en cada frasco. Se
confeccionaron diez tapas de jebe con tres
orificios de 12 mm de diametro. Se
adaptaron diez motorcitos de seis voltios y
3,000 RPM, diez rayitos como eje para las
hélices. Se acopl6 mangueritas para la
distribucién del aire a cada biorreactor. Los
biorreactores fueron lavados con solucién



de hipoclorito de sodio al 10%, enjuagado
con agua destilada estéril y luego
esterilizado por exposiciéon a luz “UV” de
240 a 280 nm por dos horas a 30 cm de
distancia.

Los diez biorreactores se dispusieron en
cinco pares, cada par para dos
concentraciones de jab6on 'y una
temperatura; ademas, un transformador, un
motor aireador y una botella trampa con
CuSO0, al 3%; luego, cada par fue colocado
en una canastilla para ser incubados en
estufa.

Medio Minimo de Sales (MMS) vy
solucion de jabon:

Se prepar6é 5L de un medio minimo de
sales (MMS), utilizando KH,PO4, Na,HPOy,,
CINH,4 y asparragina; se ajusto el pH a 7,0.
Luego, a 2,5L se afiadio 2.0g de jabon
Bolivar obteniendo la concentracién de 800
mg/L; y a los otros 2,5L se afiadié 1.0 g de
jabon obteniendo 400 mg/L, luego fueron
esterilizados en autoclave.

Preparacion del in6culo e inoculacién:
Se sembr6 el cultivo puro de P. aeruginosa
en agar nutritivo inclinado y se incub6 por
dieciocho horas a 35°C. Luego, se hizo una
suspension en 10 mL de SSF y se
estandarizo a la concentracion del tubo N°
2 del Nefelémetro de Mac Farland (6 x 10°
UFC/ mL). Se coloc6 en cada biorreactor
500 mL del MMS a las concentraciones
correspondiente del jabén y se inoculd 1
mL de suspension de P. aeruginosa,;
luego, se sembr6 0.1 mL de la misma
suspension en superficie de agar nutritivo
para su conteo inicial, el cual se obtuvo
como promedio 3.97x10° UFC/mL. Luego,
los cinco pares de frascos se incubaron a
20, 25, 30, 35 y 40°C segun correspondia.

Monitoreo de muestras de los
biorreactores:

Cada dos dias se extrajo de los
biorreactores 0.5 mL y se realiz6 diluciones
decimales hasta 10°, esta dltima dilucion
se sembr6 en placa por superficie. Se
incubd por 24 a 48 horas a 35°C y luego se
contaron las colonias desarrolladas.

RESULTADOS

Con relacion al efecto de la concentracion
del jabon Bolivar a 400 mg/L y a las cinco
temperaturas de experimentacion se
observé un aumento considerable de P.
aeruginosa a los dos dias de incubacion y
en las cinco temperaturas; sin embargo, el

mayor desarrollo se muestra a los 35°C
(6,63x108), que equivale a un aumento de
6,59x10° células, y el menor desarrollo se
produce a 20°C (4,23x108), que equivale a
un aumento de 4.19x10° células. El
incremento bacteriano desde los cuatro
hasta los ocho dias y a las cinco
temperaturas ha sido lento y constante.
Tomando en consideracién el tiempo total
de incubacion de 8 dias y comparando el
menor desarrollo producido a los 20°C
(4,55x10°% y 40°C (4,47x10%) con el mayor
desarrollo que fue a los 35°C (6,78x10°) no
se encontraron diferencias significativas
entre dichas temperaturas. (Tabla 1)

Con relacién al efecto del jabén Bolivar a la
concentracion de 800 mg/L y a las cinco
temperaturas de experimentacién, se
observé que también hay un aumento
considerable de P. aeruginosa a los dos
dias y en las cinco temperaturas. El mayor
desarrollo se muestra a los 35°C
(6,87x10°%), con un aumento de 6,83x10°
células; mientras que el menor desarrollo
se produjo a los 40°C (5,32x10°%) con un
aumento celular de 5,28x10° bacterias. Del
mismo modo, el crecimiento a partir de los
cuatro hasta los ocho dias muestra un
incremento lento en el nimero de células,
aunque siempre el mayor desarrollo se
produjo a los 35°C (7,87x10°%) y el menor
desarrollo fue a los 40°C (2,28x10°%)
encontrandose diferencias significativas
entre las temperaturas de 20, 25, 30 y 35°C
con la de 40°C. (Tabla 2)

DISCUSION

Los resultados indican que P. aeruginosa
desarrolla eficazmente en las soluciones
del jabon  “Bolivar” a las dos
concentraciones (400 y 800 mg/L) y a las
cinco temperaturas (20, 25, 30, 35 y 40°C);
esto es debido a su capacidad enzimatica
inducida por lo cual degrada parcialmente
la estructura del jabén y lo utiliza como
Unica fuente de energia y de carbono, que
pasaria a formar parte de la estructura
bacteriana; esto se ve reflejado en el
acelerado incremento en el nimero de
células obtenido a los dos dias de
inoculacién, periodo en que se produjo
mayormente la fase logaritmica; luego, el
desarrollo se torna lento y constante hasta
los ocho dias de la evaluacion,
manteniéndose en fase estacionaria por la
acumulacién de metabolitos no favorables
para el desarrollo Optimo de los



microorganismos3. Por otro lado, P.
aeruginosa tiene la habilidad de crecer en
un rango amplio de temperatura, mas aun,
si es nativa de ambientes acuéticos'®; esto
ha sido corroborado en el presente trabajo,
pues P. aeruginosa, que ha sido aislada del
rio Moche ha desarrollado abundantemente
desde los 20 hasta los 40°C. Se han
reportado algunos trabajos de
Pseudomonas sp. como biodegradador
potencial de diversos  compuestos
xenobidticos, entre los cuales estan los
detergentes y jabones'®®°.

Las bacterias sometidas a limitacién de
nutrientes, como lo es en presencia de
tensioactivos, pueden experimentar
fendbmenos de tolerancia hacia el
compuesto, esto les permite sobrevivir por
algin tiempo empleando sélo su
metabolismo basal y las reservas
carbonadas de su propia estructura; pero
luego de este periodo que se presenta en
las primeras horas (fase lag), comienza la
produccién abundante de enzimas para la
degradacion de los tensioactivos'®*®. Este
fendmeno de tolerancia explica el poco
aumento en el desarrollo bacteriano antes
de las 24 horas de incubacion en los
primeros ensayos realizados. Al mismo
tiempo, las bacterias necesitan una fuente
de energia adicional para metabolizar
sustratos complejos, por ello el crecimiento
microbiano en sustratos sencillos es mas
rapido y mayor que en los complejos.
Como el jabén “Bolivar” forma parte de los
sustratos complejos, se observa un
crecimiento notable de P. aeruginosa, al
término de las 48 horas, lo que supone una
degradacion inicial parcial que le brindaria
suficiente fuente de carbono para el
incremento acelerado en este periodo®%.

El aumento considerable registrado a los
dos dias podria deberse a que después
gue cesa el fendmeno de tolerancia, que es
a menos de 24 horas, empieza una
formacién abundante de enzimas que lo
lleva a una degradacion alta del jabén y
gue luego se hace constante a partir de los
cuatro dias, debido a que también se
producen por el metabolismo degradativo,
sustancias toxicas que neutralizan la
produccién de enzimas, ademas de los
sistemas de autorregulacién enzimatica de
los cultivos, después que han alcanzado su
fase logaritmica y sélo se mantiene una

fase estacionaria hasta el agotamiento del
sustrato™.

Segun los resultados obtenidos, hasta los
ocho dias de incubacion y a Ia
concentracion de 400 mg/L del jabon el
menor crecimiento que se observa a los 20
y a los 40°C es debido a que la baja
temperatura disminuye el metabolismo
bacteriano y, por el contrario, las altas
temperaturas aceleran los procesos de
autolisis®*?*; sin embargo, aplicando la
prueba de analisis de varianza no alcanzan
diferencias significativas. En cambio, el
crecimiento de P. aeruginosa hasta los
ocho dias y a la concentraciéon de 800 mg/L
si muestra diferencias significativas entre
las temperaturas de 20, 25, 30 y 35°C con
la de 40°C; esto se deberia a que la mayor
concentracion de jabon proporciona mayor
opcién a utilizar el sustrato como fuente de
carbono por las células.

CONCLUSIONES

P. aeruginosa MBLMA-02, aislada de las
aguas del rio Moche:

- Incrementa  significativamente  su
desarrollo a los dos dias a las
concentraciones de 400 y 800 mg/L del
jabén Bolivar y a las temperaturas de 20 a
40°C.

- Presenta un crecimiento
significativamente mayor a 800 mg/L y a
20, 25, 30 y 35°C que a 400 mg/L y a 40°C.
°C.

— Es posible utilizarla eficazmente en los
procesos de biorremediacion de aguas
contaminadas con jabdén doméstico a las
temperaturas de 20 a 35°C.
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de incubacion en biorreactores aireados y agitados.

Tabla 1. Desarrollo de P. aeruginosa en solucion de jab6n Bolivar a 400 mg/L y a cinco temperaturas durante 8 dias

Dias Temperaturas de incubacion

20°C 25°C 30°C 35°C 40°C
0 3,97x10° 3,97x10° 3,97x10° 3,97x10° 3,97x10°
2 4,23x10° 5,71x10° 5,20x10° 6,63x10° 4,53x10°
4 4,02x10° 5,80x10° 5,26x10° 7,03x10° 2,78x10°
6 3,05x10° 4,03x10° 4,85x10° 5,69x10° 5,32x10°
8 4,55x10° 5,98x10° 6,26x10° 6,78x10° 4,47x108

(Promedio de tres repeticiones)

Con P< 0.05, no se encuentran diferencias significativas entre las temperaturas.

de incubacion en biorreactores aireados y agitados.

Tabla 2. Desarrollo de P. aeruginosa en solucion de jab6n Bolivar a 800 mg/L y a cinco temperaturas durante 8 dias

Dias Temperaturas de incubacion
20°C 25°C 30°C 35°C 40°C
0 3,97x10° 3,97x10° 3,97x10° 3,97x10° 3,97x10°
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6 3,87x10° 4,48x10° 5,31x10° 6,51x10° 2,22x10°
8 6,15x10° 6,69x10° 6,14x10° 7,87x10° 2,28x10° *

Nota: Promedio de tres repeticiones.
* Con P<0.05, Se encuentran diferencia significativas entre las temperaturas de 20, 25, 30, y 35°C con la de 40°C
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