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Resumen

En el presente trabajo se determino la carga bacteriana de muestras de agua y suelo contaminadas con
diferentes concentraciones de fenol. Se hizo seguimiento en medio mineralizado con concentraciones de 200
a 10000mg/L y variaciones de inoculo. Se evidenciaron cambios en crecimiento bacteriano, encontrandose
mayor carga en suelo con fase de adaptacion al segundo dia y fase de crecimiento en cuarto dia. Comparando
variaciones del inoculo (directa, adaptado y preenriquecimiento) el directo puede aplicarse para muestras
de carga alta (suelo); el preenriquecimiento no es practico por el estrés bacteriano y adaptado permite ser
usado hasta 500mg/L sin problemas. En repiques sobre agares (mineralizados y nutritivo) hubo crecimiento
hasta |000mg/L. Es importante para depurar aguas residuales, encontrar bacterias de diferentes fuentes que
resistan altas concentraciones de fenol y permitan efectividad en bioprocesos al estudiar comportamientos
de pre adaptacion, tiempos y tratamientos adecuados para la preparacion del indculo.
Palabras clave: biodegradaciéon de fenol, bioremediacién, biotecnologia ambiental, bacterias degradadoras,
ambiente marino.

Abstract
Adaptation of bacteria to different concentrations of phenol in the laboratory:
essentials for biodegradation process
It was intended to see growth of bacterial load of contaminated samples, based on adaptation to different
concentrations of phenol. Were followed in the middle mineralized concentrations (200 to | 0000mg/L), and
variations of inoculum. Demonstrated changes in bacterial growth, increased burden found in soil, with phase
adjustment on the second day and growth phase on the third day, most clearly in 200 and 500mg/L, decreasing
with increasing concentration. Comparing variations in the inoculums (directly adapted and pre-enrichment),
the samples can be applied to direct high load (soil), the pre-enrichment is not practical for bacterial stress, can
be used and adapted to 500mg/L with no problems. In ringing on agar (mineralized and nutritious), there was
growth up to 1000mg/ L, making it clear toal low detailed study biochemical characterization. It is important
to purify waste water from different sources to find bacteria that resist high concentrations of phenol and
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allow effective ness in bioprocesses, knowing preadaptation behaviors, such as study time and appropriate

treatment for the preparation of inoculum.

Keywords: biodegradation of phenol, bioremediation, environmental biotechnology, degrading bacteria,

marine environment.

Introduccién

El fenol es una sustancia quimica mono aromdtica
derivada del benceno, conocido como alcohol
monohidroxilico, con un grupo hidroxilo u oxidrilo,
de masa cristalina incolora o ligeramente amarilla/
rosada, de fuerte olor caracteristico, cdustico y
toxico. Soluble en agua y en solventes orgdnicos
como éter, alcohol y acetona. Es un desinfectante
general y en soluciones diluidas, es usado como
preservante, antipruritico o anestésico local. Es usado
en la fabricacién de una variedad de productos,
como resinas sintéticas, pldsticos, reveladores
fotogréficos, goma, pesticidas y colorantes. Tanto en
su produccién, y en su uso como materia prima en
diferentes procesos productivos (refineria de petréleo,
resinas sintéticas, manufactura de explosivos), es
vertido en aguas residuales, lo que implica hacer
medidas preventivas en su descarga a alcantarillados,
como a cuerpos de agua (1).

Las aguas residuales de diferentes procesos in-
dustriales pueden variar entre 10mg/L y 3000mg/L,
incluso hasta 4000mg/L, lo que hace que su remo-
cién sea relevante, a través de diferentes procesos,
contemplando los valores estdndares de la EPA de
menos lug/L (1ppb) al ser descargado, o descar-
gas determinadas por otros autores de 0.5mg/L a
1.0mg/L, como aguas de plantas industriales con
concentraciones que estén por debajo de 50mg/L; el
uso de técnicas fisico quimicas, como la extraccién
con solventes, la oxidacién quimica, la adsorcién e
incineracién, cloracién, ozonizacién, procesos de
membrana, coagulacién, floculacién, entre otros,
han sido utilizadas para este propésito. Asi mismo,
el tratamiento bioldgico despierta gran interés por
su bajo costo, su efectividad y su bajo impacto
ecoldgico. Técnicas bioldgicas se han usado para
el tratamiento de suelos y aguas residuales con
concentraciones moderadas de fenol que van de

5mg/L a 500mg/L(1-9). El uso de microorganismos
para la degradacién de fenol ha sido muy estudiado,
encontrando en la literatura una gran cantidad de
microorganismos con este potencial. Los procesos
aerdbicos para el tratamiento biolégico son preferi-
dos, por su bajo costo y por permitir mineralizacién
completa de la sustancia a degradar (10).

Es de gran importancia para la depuracién de
aguas residuales contaminadas con fenol encontrar
microorganismos aislados de diferentes fuentes
que puedan resistir altas concentraciones de fenol,
permitiendo que los procesos puedan ser més efec-
tivos. El uso de cultivos puros de microorganismos
adaptados a la sustancia problema a metabolizar es
una alternativa muy atractiva (4); para esto, se debe
tener en cuenta la adaptacién de células microbianas
a altas concentraciones de fenol, la inmovilizacién
de células y la adicién de otras fuentes de carbono,
como el extracto de levadura y la glucosa (4,11,
12,1,6). La pre adaptacién de microorganismos a
compuestos aromdticos como benceno y tolueno ha
incrementado la degradacién de fenol confirméndose
cambios en membrana celular, induccién de enzimas
intracelulares (12).

La aclimatacién de bacterias en diferentes con-
centraciones de las sustancias a remediar, es un paso
importante en los procesos de tratamiento bioldgicos
(13), encontrdndose la adaptacién de microorganis-
mos en medios mineralizados con concentraciones
de fenol entre 300 y 2000mg/L (14). La adaptacién
de Nocardiahydrocarbonoxydans a concentracién de
fenol de 500mg/L para su inmovilizacién y remocién
en un reactor de lecho (15), como también una acli-
matacién 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 (15).
Se estableci6 una aclimatacién de Bacillus brevis en
medio minimo con una concentracion de fenol inicial
de 500mg/L, y adiciones incrementales a 750mg/L,
1500mg/L y 1750mg/L (8).
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Esta investigacién pretendié ver el crecimiento
de carga bacteriana de muestras de agua y suelo
contaminadas, basadas en su adaptacién a diferentes
concentraciones de fenol. Se hizo un seguimiento en
medio mineralizado con diferentes concentraciones
de fenol (200 2 10000mg/L) y variaciones en inoculo
(directa, adaptada y pre enriquecimiento), aspecto no
analizado en las revisiones previas.

Materiales y métodos

Medios de cultivo y reactivos

Se utilizé caldo nutritivo, agar nutritivo y agar-agar
de casa comercial, los cuales fueron preparados segin
las instrucciones del fabricante. El medio mineralizado
liquido fue preparado con sales grado reactivo; el medio
mineralizado s6lido se obtuvo agregando agar-agar a
15g/1 fenol grado reactivo. Los medios fueron esterili-
zados en autoclave para garantizar completa esterilidad.

Fuente y preparacién de muestras

Se seleccionaron 2 tipos de muestras como fuen-
te de bacterias que permitieran y garantizaran su ais-
lamiento en condiciones previas de tolerancia qui-
mica basada en hidrocarburos, asi:

Muestra liquida. Caldo de pre-enriquecimiento
de un estudio previo (NH4H2PO4 0.9mg/l + 1%
de ACPM) en tubos con tapa rosca (9ml de caldo +
Iml muestra de agua) sembrados con aguas marinas
de diferentes ecosistemas de la Bahfa de Cartagena y
cercanos a una industria petroquimica, almacenados
60 dias para hacer una mezcla en partes iguales y
disponer de un inoculo de 1ml para procedimientos
posteriores en este estudio (16).

Muestra sélida. Suelo contaminado con aceites
y gasolinas en cercanias a un taller automotriz. Se
tomé con pala manual 400 g de muestra de suelo:
1g de muestra en 9ml de agua destilada, en agitacién
constante y posterior reposo.

Seguimiento al crecimiento bacteriano. Para este
procedimiento se tuvieron 3 variaciones, al sembrar
la muestra liquida y la muestra sélida en el medio
liquido, asf:

Siembra al mismo tiempo de la muestra liquida y
s6lida sobre medio mineralizado con concentracién
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Figura 1. Procedimientos para el crecimiento bacteriano en
concentraciones de 200, 500 y 1000mg/L de Fenol y Directo.

de fenol de 200mg/L, 500mg/L y 1000mg/L ala que
se llamé “directa”. Se sembré 1ml de cada muestra en
un erlenmeyer con 50ml de medio mineralizado. Se
incubaron a 30°C por 7 dias, con revisién y agitacién
diaria. Se tomo una alicuota de 2ml para hacer lectura
espectrofotométrica a 600nm por duplicado, a las 24,
48,72, 96, 120, 144 y 168 horas (7 dias), Figura 1.

Siembra de la muestra liquida y sélida sobre medio
mineralizado con concentracién de fenol de 200mg/L
ala que se llamé “adaptada”. Se sembré 1ml de cada
muestra en un erlenmeyer con fenol de 200mg/L
y 50ml de medio mineralizado. Se incubaron a
30°C por 3 dias, con revisién y agitacién diaria y
toma de una alicuota de 2ml para hacer lectura
espectrofotométrica a 600nm por duplicado, a las 24,
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48 y 72 horas. Este procedimiento se repiti6 en las
concentraciones de fenol de 500, 1000, 3000, 5000
y 10000mg/L, Figura 2.

Siembra de la muestra liquida y s6lida sobre caldo
nutritivo, a la que se llamé “preenriquecimiento”. Se
sembré 1ml de cada muestra en un erlenmeyer con
50ml de caldo nutritivo. Se incubaron las muestras a
30°C por 24 horas. Se sembré 1ml de cada muestra
pre enriquecida en caldo nutritivo en un erlenmeyer,
que contenia la concentracién de fenol de 200mg/L y
50ml de medio mineralizado. Se incubaron los tubos
a 30°C por 3 dias, con revisién y agitacién diaria
y se tomo una alicuota de 2ml para hacer lectura
espectrofotométrica a 600nm por duplicado, a las 24,
48 y 72 horas. Este procedimiento se repiti6 en las
concentraciones de fenol de 500, 1000, 3000, 5000
y 10000mg/L, Figura 2.

-Screening de crecimiento bacteriano en medios
sélidos para el aislamiento y recuento de microorganismos
pre adaptados a las diferentes concentraciones de fenol
descritas anteriormente. Se partié de los crecimientos en
medio mineralizado sembrados con muestra liquida
(bahfa) y muestra sélida (suelo), con procedimiento
de muestras “adaptadas” y de “preenriquecimiento”
asi:

Repiques de los erlenmeyer, que contenfan 50ml
de caldo mineralizado con procedimiento “adaptado”
sobreagar mineralizado y en agar nutritivo con
concentraciones de fenol de 200, 500, 1000, 3000,
5000 y 10000mg/L, al finalizar las 72 horas de
incubacién de cada una de las concentraciones se
tomaron 100ul con micro pipeta utilizando puntas
estériles y se procedié a dispersar en toda la caja
con un asa metdlica. Se incubaron las cajas a 30°C,
revisando los crecimientos diariamente por tres dfas,
Figura 3.

Recuento de microorganismos de todos los
erlenmeyer con caldo mineralizado con procedimiento
“adaptado” y de “preenriquecimiento” en agar
nutritivo, una vez terminado el tiempo de incubacién
de todas las concentraciones de fenol desde 200mg/L
hasta 10000mg/L. Se tomaron 100 ul y se colocaron
en caja de petri previo al vertido de agar nutritivo por
técnica de siembra a profundidad, homogenizéndose
con rotaciones constantes hasta su solidificacién e
incubacién a 30°C por 24 horas, Figura 4.
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Resultados

Crecimiento bacteriano sobre caldo mineralizado con
diferentes concentraciones de fenol. 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 concentracién 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 Figura 5.

Al comparar los datos de las absorbancias de las
siembras “directas”, “adaptadas” “preenriquecimiento”,
en 24,48y 72 horas de incubacién con concentraciones
de fenol de 200, 500 y 1000mg/L se presenté una
disminucién de la absorbancia a medida que
aumentaba la concentracién de fenol, Figura 6.

Las muestras llamadas “preenriquecimiento” se
mantuvieron en bajos niveles de absorbancia con ex-
cepcién de 500mg/L de fenol en la muestra de suelo.
Lo anterior, al compararlo con las muestras llamadas
“adaptadas’ y “directas” que van directamente a me-
dio mineralizado con la fuente de carbono de fenol,
presentaron aumentos de absorbancias, prevaleciendo
las muestras de suelo en 200 y 500mg/L.

Al observar las tendencias de las muestras
lamadas “adaptadas” y “preenriquecimiento”, de
agua de bahia y suelo, en todas las concentraciones
de fenol estudiadas de 200, 500, 1000, 3000, 5000,
y 10000mg/L y en tres dias de seguimiento, las
absorbancias se comportan semejantes, con excepcion
en “adaptada” de la muestra de suelo con 200mg/L de
fenol, cuya curva se aparté con niveles de absorbancia
mayores. Asi mismo, en “preenriquecimiento” hubo
un aumento subito de la absorbancia al tercer dia en
la muestra de suelo con 500mg/L de fenol, Figura 7.

Screening de crecimiento bacteriano en medios
sélidos. Para el recuento de bacterias pre adaptadas
a las diferentes concentraciones de fenol descritas
anteriormente, se partié de los crecimientos en medio
mineralizado sembrados con muestra liquida de
agua (bahfa) y muestra s6lida (suelo), procedimiento
“adaprada” y “preenriquecimiento”, donde se hicieron
los siguientes procedimientos:
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Repiques de los erlenmeyer de 250ml, que conte-
nian 50ml de caldo mineralizado con concentracio-
nes de fenol de 200 a 10000mg/L, del procedimiento
“adaptada’, sobre agar nutritivo y agar mineralizado.
Sobre el agar mineralizado, la muestra liquida de
agua (bahia), presenté crecimientos abundantes
(conteos mayores de 300 colonias) en la concentra-
cién de 200mg/L, mientras que en la concentracién
de 500mg/L se presentaron 52 colonias, siendo
negativas las demds concentraciones. La muestra
de suelo presento crecimientos hasta la concentra-
cién de 1000mg/L. Los crecimientos sobre agar
nutritivo fueron abundantes hasta la concentraciéon
de 1000mg/L tanto en la muestra liquida de bahia
como la de suelo. El agar mineralizado permitié la
diferenciacién, Figura 8 y 9.

Recuento de microorganismos de todos los
erlenmeyer con caldo mineralizado a las diferentes
concentraciones de fenol y con los procedimientos
de “adaptado” y “preenriquecimiento”, una vez
terminado el tiempo de incubacién de la dltima
concentracién de 10000mg/L. En el procedimiento
de “preenriquecimiento” con la muestra liquida de
bahia, crecieron hasta 500mg/L siendo menor el
nimero de colonias que en 200mg/L. Mientras que
en la muestra sélida de suelo el crecimiento se dio
hasta 1000mg/L. Asi mismo, con el procedimiento
“adaptada”, con la muestra liquida de bahfa,
crecieron abundantemente hasta 1000mg/L,
manifestdindose ya una coloracién verdosa clésica
del género Pseudomonas. Por su parte en la muestra
s6lida de suelo, el crecimiento masivo se dio hasta
1000mg/L, con un crecimiento de 236 colonias a la
concentracién de 3000mg/L, Figuras 10 y 11.

Discusion

El uso de bacterias puras para procesos de
bioremediacién(4) y su adaptacién a concentraciones
de la sustancia a estudiar, como en el caso de fenol,
y donde los procesos aérobicos u oxigénicos son
relevantes (12,17), asi como la pre adaptacién que
aumenta eficiencia (12), se consideran aspectos
fundamentales en procesos de biodegradacién con
fines de tratamiento bioldgico de aguas, suelos o aire
contaminado con sustancias quimicas.
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CORPORACION DE ABSORBANCIAS DE MUESTRAS Y SUELO INOCULADAS
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Figura 5. Absorbancias en muestras de bahia y suelo con concentraciones de 200, 500 y 1000mg/L y procedimiento directo.
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Figura 6. Absorbancias en muestras de bahia y suelo con concentraciones de 200, 500, 1000, 3000, 5000 y 10000mg/L en procedimientos
Directo, Adaptado y Pre-enriquecimiento.
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Figura 7. Absorbancias en muestras de bahia y suelo con concentraciones de 200, 500, 1000, 3000, 5000 y 10000mg/L en procedimientos

Adaptado y Preenriquecimiento.

El crecimiento de microorganismos en un medio
mineralizado (7) con diferentes concentraciones de
fenol (14,18), permitié demostrar crecimientos entre
200 y 1000mg/L en una semana de seguimiento
y mayores absorbancias con muestras de suelo
contaminado comparado con las de agua de bahfa,
explicando este hecho por los mayores agregados
bacterianos; al observar los resultados de absorbancias y
teniendo en cuenta las curvas de crecimiento bacteriano,
hay una tendencia de fase estacionaria hacia el cuarto
dia, donde se pueden ver las curvas claras, permitiendo
deducir que después de este dia, se presentan datos que
se salen de los esquemas establecidos en una curva de
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este tipo normal. Asi mismo en las muestras llamadas
“preenriquecimiento”, se mantuvieron en bajos niveles
de absorbancia con excepcién de 500mg/L de fenol
en la muestra de suelo, posiblemente porque se hizo
en caldo nutritivo, y al inocular a las 24 horas los
caldos mineralizados, cambiaron drasticamente de una
fuente rica en nutrientes a un medio restringido, lo que
permitié atenuar su metabolismo, concluyéndose que a
mayor concentracién (500 y 1000mg/L) hay un mayor
tiempo de adaptabilidad; el procedimiento adaptada,
presento mayor diferenciacién de absorbancia al tercer
dia de incubacién, corroborado con crecimientos
en medios sélidos a estas concentraciones de fenol,
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3000 ppm

5000 ppm

10000 ppm

Figura 8. Repiques de los caldos mineralizados sobre agar mineralizado y agar nutritivo al finalizar 72 h de incubacién en cada una de las

concentraciones de fenol, procedimiento Adaptado.

donde hubo crecimientos hasta

3[.‘0/

3000mg/L, hecho que merece
mds la profundizacién, en donde £ 200
se puedan hacer aislamientos, &
recuentos e identificacién de los 5 100
microorganismos crecidos en 0 /
diferentes concentraciones de ADAPTADO BAHIA ADAPTADO SUELD
fenol. |00 300 300

La variacién de siembra direc- W 500 52 300
ta, evidencia ser un buen método m 1000 0 300
de inoculo, pues los microorga- m 2000 0 0
nismos pre adaptados en un suelo B 5000 0 0
contaminado y con mayor carga | 10000 0 0

bacteriana, no experimentan es-
trés al llevarlos a un medio mine-
ralizado con concentraciones de
200 y 500mg/L. Los tres dias de
incubacién son suficientes para evidenciar un com-
portamiento de los microorganismos frente al reto de
adaptacién en concentraciones de 200 y 500mg/L.
No hay claridad en el experimento para mostrar
con las variaciones de siembra (directa, adaptada y
preenriquecimiento), la escogencia de un método
para muestras de agua contaminadas y con baja carga
de microorganismos; sélo el adaptado que mostré

Figura 9. Conteo de colonias sobre agar mineralizado al finalizar 72h de incubacién en cada una
de las concentraciones de fenol, procedimiento Adaptado.

crecimiento a 500mg/L, habiendo diferenciacién al
tercer dia.

Estos resultados son el inicio de muchos estudios
que permitirdn profundizar en el conocimiento de los
procesos de biodegradacién de fenol, como:

(i)Seguimiento y caracterizacién morfoldgica,
bioquimicay molecular de microorganismos adaptados
en concentraciones de 200-3000mg/L de fenol, (ii)
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Figura 10. Repiques de los caldos mineralizados sobre agar nutritivo al finalizar la concentracién de fenol de 10000mg/L, en procedimiento
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ADAPTADO

Adaptado y Preenriquecimiento

Figura 11. Conteo de colonias de Bahia y Suelo sobre agar nutritivo al finalizar la Gltima concentracién de fenol, procedimiento Adaptado y
Preenriquecimiento.
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ADAPTADO BAHIA PREENRIQUECIDO ADAPTADO SUELO PREENRIQUECIDO
BAHIA SUELO

=200 300 300 300 300
=500 300 300 300 300
= 1000 200 300 300 300
® 3000 21 5 236 0
= 5000 0 0
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Estudios de biodegradacién de microorganismos
adaptados a diferentes concentraciones de fenol,
(iii) Inmovilizacién de microorganismos adaptados
a diferentes concentraciones de fenol, (iv) ensayos
en biofiltros para la depuracién de aguas residuales
industriales contaminadas con fenol.
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