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Resumen

Pseudomonas sp. es una de las bacterias ampliamente estudiada en el manejo del medio ambiente por su capacidad
biodegradativa, en ese sentido el objetivo de la presente investigacion fue evaluar la eficiencia biodegradativa de cianuro
por Pseudomonas sp. a diferentes tiempos de incubacién. El estudio tuvo un disefio donde se empled como grupo control
solucién salida fisiolégica y un biorreactor con columna de burbujeo, cada biorreactor contuvo 450 ml de MBSMG a la
concentracion de 500 ppm de cianuro y a un pH de 8, con un indculo a una concentracion de 1,5 x 108 células por mililitro.
La valoraciéon de la concentracién de cianuro se realizd mediante una titulacidon con AgNO3 vy Kl. Los resultados obtenidos
muestran una eficiencia de biodegradacion del cianuro del 92,3% a los 3 dias de incubacién, 85,8% a los 7,5 dias y 75,9% a
los 12 dias; encontrandose también una correlacion inversa de 0,985 entre la eficiencia de biodegradacion y el tiempo de
incubacion de la bacteria mediante la Correlacidn de Pearson. Se concluye que la mayor eficiencia biodegradativa de la
Pseudomonas sp. se presenta a los 3 dias de incubacién.

Palabras clave: Biodegradacion, cianuro, Pseudomonas sp., tiempo de incubacion
Abstract

Pseudomonas sp. is one of the bacteria widely studied in environmental management due to its biodegradative capacity,
in this sense the objective of the present investigation was to evaluate the biodegradative efficiency of cyanide by
Pseudomonas sp. at different incubation times. The study had a design, as a control group a physiological outlet solution
and a bioreactor with a bubble column were used, each bioreactor contained 450 ml of MBSMG at a concentration of
500 ppm of cyanide and a pH of 8, with an inoculum at a concentration of 1.5 x 108 cells per milliliter. The cyanide
concentration was assessed by titration with AQNO3 and KI. The results obtained show a cyanide biodegradation
efficiency of 92.3% at 3 days of incubation, 85.8% at 7.5 days and 75.9% at 12 days; also finding an inverse correlation
of 0.985 between the biodegradation efficiency and the incubation time of the bacteria by means of the Pearson
Correlation. It is concluded that the highest biodegradative efficiency of Pseudomonas sp. after 3 days of incubation.
Keywords: Biodegradation, cyanide, Pseudomonas sp., incubation time
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1. Introduccidon

Justo et al. (2016) sefialan que el cianuro es un
compuesto extremadamente toxico para los organismos
vivos, ya que actla como un inhibidor metabdlico que
forma complejos muy estables con metales de transicion,
los que son esenciales para el funcionamiento normal de
las proteinas. En la naturaleza, hay bacterias, algas,
hongos y muchas plantas, que son capaces de producir
cianuro; sin embargo, la contaminacion del medio
ambiente con cianuro se debe principalmente a las
actividades humanas (Alvillo-Rivera, 2021); en este
sentido, las industrias mineras, de galvanoplastia y
joyeria emiten efluentes con una alta concentraciéon de
cianuro, lo que produce una elevada contaminacion
ambiental (Igefio et al., 2017; Cornejo, 2016).

La toxicidad del cianuro y la conciencia sobre esta
problemética ha provocado que se lleven a cabo
investigaciones continuas para reducir o eliminar el nivel
de cianuro en las aguas residuales que lo contienen
(Morillo y Guevara, 2015). Los tratamientos quimicos
empleados para la depuracion del cianuro incluyen la
cloracion alcalina, el proceso SO,/AIR (INCO) vy el
peréxido de hidrégeno catalizado por cobre. Sin
embargo, estos métodos han conducido a un alto
consumo de productos quimicos y la formacion de
productos intermedios toxicos, que son complejos de
manejar y de alto costo; por lo tanto, la biodegradacion
del cianuro por bacterias es una alternativa atractiva mas
eficiente, ecoldgica y rentable; habiéndose identificado
bacterias y hongos como fuentes para la biodegradacion
biologica del cianuro (Quispeayala y Zarate, 2020;
Zapata, 2020)

Algunos trabajos sobre el aislamiento de varios
microorganismos con la capacidad de biodegradar el
cianuro proporcionan una mejor plataforma para
maximizar el potencial de biodegradacién del cianuro
(Cardona, 2015). Una investigacion utilizd cepas de
Rhodococcus aisladas de plantas cianogénicas en
Malasia peninsular para la biorremediacion del cianuro,
esta cepa pudo metabolizar hasta 312 mg/L de cianuro
(Incacayo y Salas, 2019; Tiong et al., 2015).

Los microorganismos utilizan diferentes vias enzimaticas
para biodegradar el cianuro en compuestos menos
toxicos como amoniaco, didxido de carbono, acido
férmico o formamida, habiéndose encontrado que
varios microorganismos son Utiles para biodegradar
cianuro; por ejemplo Burkholderia cepacia, cepa C-3
utiliza el cianuro como fuente de nitrbgeno para el
crecimiento produciendo amoniaco (NH;) y dioxido de
carbono (CO,); mientras Klebsiella oxytoca es capaz de
biodegradar el cianuro en amoniaco y metano (Agencia
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para Sustancias Toxicas y el Registro de Enfermedades,
2006; Apaza et al.,, 2021).

En tal sentido, el objetivo de la investigacion fue evaluar
la  eficiencia  biodegradativa del cianuro por
Pseudomonas sp. a diferentes tiempos de incubacion.

2. Materiales y Métodos

Material bioldgico: Pseudomonas sp, proporcionada por
el Laboratorio de Microbiologia de la Universidad
Nacional de Truijillo.

El disefio del estudio correspondid al correlacional, el cual
fue evaluado estadisticamente mediante la prueba
inferencial de correlacidon de Pearson (Hernandez et al,,
2014).

Preparacién del inéculo bacteriano

La bacteria previamente identificada y reactivada en
caldo de cultivo fue adaptada aplicando 250 ml de Medio
Base Sales Minerales-Glucosa (MBSMG) a un pH de 8 y
una concentracion de 500 ppm de cianuro en columna
de burbujeo, y luego de 24 horas se comprobd su
adaptacion mediante sembrado en placa, la densidad
celular del indculo fue de 1,5 x 108 células por mililitro.
Fabricacién del biorreactor

Los biorreactores empleados fueron fabricados a partir
de envases de vidrio con capacidad de 500 mL, ajustados
al disefio de un fermentador estandar, como el que se

muestra a continuacion.
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Figura 1. Disefio del Biorreactor
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Inicio de la Biodegradacién

Los biorreactores contenian 450 ml de MBSMG con
concentraciones de 500 ppm de cianuro y un pH de §; el
in6culo a una concentracion de 1.5 x 108 células por
mililitro fue agregado en un 15% del volumen total, el
equipo opero con agitacién constante y aireacién por 3;
7,5y 12 dias.

Determinacién de la concentracién del cianuro

Para la determinacion del cianuro se registré el método
volumétrico, tomando como agente titulante AgNOs y KI
como indicador, el cambio de incoloro a amarillento

indica el final de la titulacion (Sogorb y Vilanova, 2016).

REBIOL 42(2): 85-90 (2022)
Chavez-Pasco et al.

Eficiencia de Biodegradacién:

Se aplicé la siguiente formula

Donde:

E

Ci— G

= X 100

C;

= Eficiencia de Biodegradacion

C; = Concentracion inicial

C; = Concentracion final

3.

Resultados

Tabla 1. Eficiencia de la biodegradacion de cianuro en funcién del tiempo de incubacién

VARIABLES
ENSAYOS Tiempo de Cianuro EFICIENCIA
N° incubacion biodegradado (%)
1 3 462,5 92,5
2 3 456,5 91,3
3 3 466,0 93,2
4 3 462,5 92,5
5 3 459,5 91,9
Promedio 461,4 92,3
6 7.5 432,5 86,5
7 7.5 426,5 85,3
8 7.5 436,5 87,3
9 7.5 425,5 85,1
10 7.5 424.5 84,9
Promedio 429,1 85,8
11 12 379,5 75,9
12 12 384,0 76,8
13 12 375,0 75,0
14 12 374,0 74,8
15 12 386,0 77,2
Promedio 379,7 75,9
92.3
85.8
100.0 -/ 759
80.0
60.0
40.0
20.0
0.0
3 7.5 12

Figura 2. Eficiencia de la biodegradacién de cianuro en funcién del tiempo de incubacion a pH = 8 y 500 ppm de cianuro.
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En la tabla 1y figura 1, se muestra la cantidad de cianuro
de sodio en ppm biodegradado por Pseudomonas sp. en
funcion del tiempo a un pH=8; y una concentraciéon de

500 ppm de cianuro de sodio, la eficiencia de
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biodegradacién obtenida es mayor a los 3 dias de
incubacion, en tal sentido, se observa que existe una
relacion inversa entre el tiempo de incubacién y la

eficiencia de biodegradacion.

Tabla 2. Porcentaje de la eficiencia de biodegradacion (%) en relacion al tiempo de incubacién de Pseudomonas sp.

VARIABLES

N° Tiempo de Ci Cf Cd (Ci I_Ef(l;;;/egic)l(aloo
ENSAYOS incubacién pH (ppm) (ppm) (ppm)
" (%)
(dias)
3 8 500 37,5 462,5 92,5
3 8 500 43,5 456,5 91,3
Grupo 1 3 8 500 34,0 466,0 93,2
3 8 500 37,5 462,5 92,5
3 8 500 40,5 459,5 91,9
7,5 8 500 67,5 432,5 86,5
7,5 8 500 73,5 426,5 85,3
Grupo 2 7,5 8 500 63,5 436,5 87,3
7,5 8 500 74,5 425,5 85,1
7,5 8 500 75,5 4245 84,9
12 8 500 120,5 379,5 75,9
12 8 500 116,0 384,0 76,8
Grupo 3 12 8 500 125,0 375,0 75,0
12 8 500 126,0 374,0 74,8
12 8 500 114,0 386,0 77,2
Ci = cianuro sodio inicial (ppm)
Cf = cianuro sodio final (ppm)
Cd = cianuro sodio biodegradado (ppm)
En la tabla 2, se muestra la cantidad de cianuro de sodio corresponden al grupo 1, donde las cepas de

biodegradado en cada ensayo considerando una
concentracion inicial de cianuro de 500 ppm, a un pH =

8, los valores méas altos de cianuro biodegradado

Pseudomonas sp. solo tuvieron un periodo de incubacion
de 3 dias, comparado con el resto de los ensayos a

mayores tiempos.

Tabla 3. Determinacion de la distribucidon normal de los datos recolectados

Grupos de trabajo

Shapiro-Wilk

Estadistico gl Sig.
Grupo 1 0,967 5 0,859
Didmetro de inhibicion Grupo 2 0,871 5 0,272
Grupo 3 0,913 5 0,485

La tabla 3 muestra el analisis de la distribucion normal de
los datos mediante la prueba de Shapiro - Wilk, donde se

observa que el valor de significancia es superior a 0,05;

por tal razén, se confirma que los datos recolectados

presentan distribucién normal.
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Tabla 4. Determinacion de la correlacion entre las variables de tiempo de incubacién y eficiencia de biodegradacion

Correlaciones

Eficiencia de
Biodegradacion Tiempo de
CN incubacién
Correlacion de Pearson 1 -0,985™
Sig. (bilateral) 0,000
Eficiencia de Degradacion N 15 15
CN
Correlacion de Pearson -0,985" 1
Sig. (bilateral) 0,000
Tiempo de incubacion
N 15 15

** | a correlacion es significativa en el nivel 0,01 (bilateral).

En la tabla 4, se realiza el andlisis estadistico de la
correlacion entre las variables tiempo de incubacién y la
eficiencia en la biodegradacién del cianuro por
Pseudomonas sp., mediante la prueba de correlacion de
Pearson, encontrando una fuerte correlacién inversa para
esta relacién entre las variables con nivel de significancia

bilateral de 0,00 y una fuerza de correlacion de 0,985.

4. Discusion

Dentro de las bacterias que han sido investigadas en los
ultimos afios destaca Thiobacillusy Pseudomonas, siendo
esta Ultima la mas estudiada por las condiciones
adaptables al medio ambiente, su alta resistencia a
diferentes climas y medios, ademas de su diversidad
metabdlica como sefiala Huertas et al. (2010), en tal
sentido, se han evaluado los factores de concentracién de
cianuro, pH, humedad, temperatura, tipo de nutrientes,
entre otros, pero existen escasos estudios que evallen el
tiempo de incubacién apropiado de la bacteria en
relacion a su eficiencia de biodegradacion (Huertas et al.,
2010).

En la presente investigacion, se obtuvo una eficiencia de
biodegradacion de 92,3% para un tiempo de incubacion
de 3 dias, estos resultados obtenidos confirman que
existe una relacion inversa entre el tiempo de incubacion
de la bacteria Pseudomonas sp. y la eficiencia de
biodegradacion del cianuro evaluado a un pH=8,0 y una
concentracién de 500 ppm de cianuro de sodio, con
respecto a los tiempos de incubacién de 3 dias; 7,5 dias y
12 dias ensayados; lo que explicaria la mayor eficiencia de
biodegradacion que presenta Pseudomonas sp. con un

tiempo de incubacién menor, por su parte Villanueva

(2008) en su investigacidon obtuvo una eficiencia de
biodegradacion del 50%, pero esta investigacion se llevéd
a cabo a un pH de 9,0 y se empled Pseudomonas
fluorescens, situacion que puede marcar las diferencias
entre ambos estudios.

Por otro lado, existe un factor que involucraria
evaporacién del cianuro en su forma de cianuro de
hidrégeno (HCN) como lo afirman Agudelo et al. (2010) y
Huertas et al. (2010); indicando que la volatilizacion del
cianuro de hidrogeno toxico (HCN) se evita mediante el
uso de un medio alcalino para el tratamiento, siendo el
pH apropiado el de 10, sin embargo, dificiimente se
encuentra crecimiento bacteriano a este nivel de pH, por
tal razén, debe evaluarse a otros niveles de pH, situacion
que llevd a plantear el tratamiento a un pH de 8 y mejorar
el crecimiento bacteriano lo que pudo mejorar la
eficiencia de biodegradacion del cianuro (Agudelo et al.,
2010; Huertas et al., 2010).

Otros factores, ademéas de la eficiencia de
biodegradacion del cianuro que presenta Pseudomonas
sp. se menciona que también biodegrada otros tipos de
compuestos de tipo nitrilos como  acrilonitrilo,
acetonitrilo, adiponitrilo, benzonitrilo, nitrilos saturados
alifticos, alifaticos olefinicos, aromaticos y aralquilos en
sus correspondientes acidos carboxilicos, como lo
menciona Li et al. (2010).

Por tal motivo, el presente estudio demuestra que el
empleo de Pseudomonas sp., €s una importante forma
para descontaminar mediante el tratamiento del agua de
las zonas con altas concentraciones de cianuro, como
suele observarse en zonas mineras; asi mismo; existe un
campo mas amplio de aplicaciéon de esta bacteria, como

en los tratamientos de los desechos de las industrias que
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pueden ser investigados como las industrias de plastico,
industrias petroguimicas, entre otras (Piscoya, 2019).

5. Conclusiones

La eficiencia biodegradativa del cianuro por
Pseudomonas sp. presentd a los 3 dias de incubacion,
evaluado a un pH=8y a una concentracién de 500 ppm
en cada ensayo.
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