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RESUMEN 

 

 

TÍTULO: BIODEGRADACIÓN DE HIDROCARBUROS AROMÁTICOS 

EMPLEANDO Pseudomonas sp.* 

 

 

AUTORES: ASTRID CAROLINA GÓMEZ MONTIEL** 

 

 

PALABRAS CLAVE: Biodegradación, benceno, tolueno, fenol, Pseudomonas 

 

 

DESCRIPCIÓN:  

 

 

El benceno, tolueno y fenol son hidrocarburos volátiles monoaromáticos 
producidos como materia prima de varias industrias y  presentes en zonas con 
altos índices de contaminación como consecuencia de vertidos de combustibles 
de origen petrogénico, o por la combustión incompleta de combustibles.  
 
En la presente investigación se desea evaluar la factibilidad de degradación de 
estos hidrocarburos aromáticos con dos cepas de Pseudomonas sp. las cuales 
se inocularon por 72 horas a condiciones de 30°C y 150 rpm con los 
hidrocarburos como única fuente de carbono en medio salino mínimo (M9). Se 
realizó un seguimiento en el crecimiento de las cepas, comprobando que 
metabolizaron el sustrato. Adicionalmente se hicieron pruebas de viabilidad para 
estimar el número de células viables al finalizar los cultivos y determinar posible 
toxicidad de la fuente de carbono, los resultados evidencian toxicidad del 
benceno y tolueno para Pseudomonas stutzeri. Por otro lado, el sobrenadante 
mostró  actividad emulsificante razón por la cual se realizaron pruebas de gota 
colapsada e índice de emulsificación.  
Para cuantificar la degradación se usó espectrofotometría UV-Vis y se realizaron 
los espectros de absorción de los tres hidrocarburos entre 230 y 300 nm y sus 
respectivas curvas de calibración.  Finalmente, se calcularon los porcentajes de 
consumo obteniendo los mejores resultados con Pseudomonas putida para 
tolueno y fenol con 73,86 y 56,61% respectivamente y Pseudomonas stutzeri 
para benceno con 73,45%. 
 

 

                                            
* Proyecto de grado 
** Facultad de Fisicoquímicas Escuela de Ingeniería Química Directora: Ph.D. Viviana Sánchez 
Torres Codirector: Jorge A. Albarracín Arias  
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ABSTRACT 

 

 

TITLE: BIODEGRADATION OF AROMATIC HYDROCARBONS USING 

Pseudomonas sp.* 

 

 

AUTHORS: ASTRID CAROLINA GÓMEZ MONTIEL** 

 

 

KEYWORDS: Biodegradation, benzene, toluene, phenol, Pseudomonas 

 

 

Benzene, toluene and phenol are monoaromatic volatile hydrocarbons produced 

as raw material of various industries and present in areas with high pollution rates 

as a result of discharges of petrogenic fuels or by the incomplete combustion of 

fuels. 

 

This research is intended to evaluate the feasibility of degradation of these 

aromatic hydrocarbons with two strains of Pseudomonas sp. which were 

inoculated for 72 hours to conditions of 30 °C and 150 rpm with hydrocarbons as 

the only source of carbon in minimum saline medium (M9). We tracked the 

growth of the strains, checking that they metabolized the substrate. Additionally, 

feasibility tests were made to estimate the number of viable cells at the end of 

the crops and to determine possible toxicity of the carbon source, the results 

show the toxicity of benzene and toluene for Pseudomonas Stutzeri. On the other 

hand, the supernatant showed emulsifying activity which is why tests were 

carried out for drop collapsed and index of emulsification. 

To quantify degradation, UV-Vis spectrophotometry was used and the absorption 

spectra of the three hydrocarbons were performed between 230 and 300 nm and 

their respective calibration curves. Finally, the percentages of consumption were 

calculated obtaining the best results with Pseudomonas putida for toluene and 

phenol with 73.86 and 56.61% respectively and Pseudomonas stutzeri for 

benzene with 73.45%. 

 

 

 

 

                                            
* Project of grade 
**Faculty of Engineering Physicochemical School Engineering Chemical Directora: Ph.D. Viviana 
Sánchez Torres Codirector: Jorge A. Albarracín Arias.  
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INTRODUCCIÓN 

 

 

Aproximadamente cincuenta litros de agua limpia son utilizados diariamente por los 

seres humanos para llevar a cabo todas sus actividades cotidianas [1]. Según el 

informe de las Naciones Unidas sobre los recursos hídricos de 2015 el mundo 

tendrá que enfrentarse a un déficit mundial del 40% de agua para el año 2030, 

motivo por el cual se determinó que la crisis del agua será el riesgo mundial más 

preocupante para las personas y las economías en los próximos años [2]. 

 

 

La industrialización aunque ha contribuido al bienestar económico y social, también 

ha ocasionado significativas pérdidas en los ecosistemas acuáticos debido a 

grandes descargas de residuos industriales e inadecuado tratamiento de aguas 

residuales, siendo la principal causante de la contaminación del agua.  Se estima 

que para el año 2050 alrededor del 70% de la población mundial afronte una 

disminución en el suministro de este recurso, como consecuencia de las actividades 

industriales [1].  

 

 

Actualmente la contaminación de recursos hídricos abarca uno de los más grandes 

problemas ambientales en Colombia, debido a la gran cantidad de sustancias 

tóxicas que son liberadas por un manejo inadecuado de desechos o de forma 

accidental como fugas y derrames tanto en industrias como en tuberías de 

transporte de la industria petroquímica. Razón por la cual surge la necesidad de 

buscar alternativas para el tratamiento de aguas que contengan hidrocarburos. 

 

 

La biorremediación es una tecnología utilizada por el hombre para detoxificar 

diversos contaminantes en fuentes hídricas y suelos, la cual utiliza los 
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microorganismos y su potencial degradador para eliminar los contaminantes del 

medio, mediante su transformación en productos como 𝐶𝑂2 y 𝐻2𝑂. Entre todos los 

tipos de contaminantes, los hidrocarburos son los que han mostrado mejores 

resultados en la aplicación de esta tecnología; los hidrocarburos provenientes del 

procesamiento petrolero pueden funcionar como fuente de carbono y de energía 

para el crecimiento de diferentes microorganismos que pueden de este modo, 

colonizar los sitios contaminados y degradar el agente contaminante [3]. 

 

 

En este trabajo se busca estudiar  la degradación de tres hidrocarburos aromáticos 

usando dos cepas de Pseudomonas, analizando la capacidad de crecimiento de las 

cepas con los hidrocarburos como única fuente de carbono y adaptando un método 

para su respectiva cuantificación. 
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1. MARCO TEÓRICO 

 

 

1.1 HIDROCARBUROS AROMÁTICOS  

 

Un hidrocarburo aromático es un hidrocarburo cíclico insaturado que posee las 

propiedades asociadas al anillo del benceno en el cual hay seis grupos de carbono- 

hidrógeno, es insoluble en agua, volátil, no polar y en su gran mayoría líquidos a 

temperatura ambiente. Sus principales fuentes de obtención son la destilación de la 

hulla y procesos petroquímicos como la destilación catalítica y la destilación del 

petróleo crudo [4]. 

 

Aunque el benceno puede reaccionar para formar productos de adición, su reacción 

característica es la sustitución donde el hidrógeno es reemplazado ya sea por un 

elemento o un grupo, como es el caso del metilbenceno e hidroxibenceno.  

 

El tolueno es el nombre común para el metilbenceno, se obtiene principalmente en 

el petróleo crudo y es materia prima para la producción de poliuretano, disolvente 

de aceites, resinas, detergentes, medicamentos y TNT [5]. Puede encontrarse en 

suelos y aguas como consecuencia de derrames de solventes o productos de 

petróleo, y fugas de tanques de almacenamiento en gasolineras [6]. El fenol es el 

nombre tradicional para el hidroxibenceno, es producido por plantas de carbón, 

refinerías e industrias procesadoras de resinas, colorantes y plásticos, debido a su 

amplio uso se considera un contaminante de aguas agrícolas, residuales 

domésticas e industriales [7].  

 

Las características  fisicoquímicas, estructurales y toxicidad de los hidrocarburos se 

encuentran en el Anexo A.  
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1.2 PSEUDOMONAS 

 

Son bacilos Gram negativos, aerobios, que pertenecen a la 

familia Pseudomonaceae, la cual está compuesta por una gran variedad de 

especies que poseen versatilidad metabólica, habitan en suelos, aguas estancadas 

y varias especies de animales. Cuentan con una gran capacidad de producir 

metabolitos útiles tales como alginato, gelano, biopolímeros, entre otros.  

Además actúan como agentes de control biológico, se encuentran en materiales 

orgánicos en descomposición y tienen un importante papel en la degradación de 

dicho material [8]. 

 

En la industria farmacéutica se destacan por la producción de vitamina 𝐵12 y 𝐵3, y 

la conversión de morfina y codeína, en la industria de plásticos son de gran utilidad 

en la producción de acrilonitrilo. Adicionalmente participan en procesos de 

biorremediación como la degradación de hidrocarburos aromáticos policíclicos 

incluyendo naftaleno, hidrocarburos aromáticos como tolueno e hidrocarburos 

alifáticos como n-alcanos [9]. 

 

 

1.3 BIODEGRADACIÓN MICROBIANA DE HIDROCARBUROS 

 

El principio del proceso de degradación está relacionado con el potencial genético 

del microorganismo en particular para introducir oxígeno molecular en hidrocarburos 

y crear los intermedios que posteriormente ingresan a la vía metabólica generadora 

de energía de la célula [10]. 

 

Comúnmente, los organismos individuales degradan únicamente una gama limitada 

de hidrocarburos [11]. Sin embargo, la necesidad de remover de suelos y aguas 

compuestos orgánicos tóxicos como los hidrocarburos aromáticos: benceno, 

tolueno y constituyentes básicos de las gasolinas ha impulsado el desarrollo de 
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tecnologías de biorremediación que generen productos benéficos para la sociedad 

y el medio ambiente [12].  

 

El principal obstáculo en la biorremediación de hidrocarburos es su baja solubilidad 

en agua, ya que limita la eficiencia y la velocidad de degradación. Esta restricción 

se puede superar mediante la adición de un compuesto tensoactivo al medio de 

crecimiento, el cual hace que los hidrocarburos sean más solubles en agua o 

mediante la adición de microorganismos degradantes que producen biosurfactantes 

[13]. 

 

El biotensoactivo está directamente involucrado en la eliminación de hidrocarburos 

del medio ambiente a través de la biodisponibilidad y por consiguiente de la 

biodegradación de hidrocarburos por contacto directo de la célula [14],  por lo tanto 

se considera que la producción de biosurfactantes está relacionada con la 

capacidad de los microorganismos para crecer y degradar los hidrocarburos y 

combustibles [15].  

 

Los biosurfactantes ayudan a contener el problema emulsionando rápidamente el 

aceite y aumentando el crecimiento microbiano [16]. Un grupo entre estos 

biosurfactantes prometedores son los ramnolípidos, los cuales son glicolípidos 

tensoactivos normalmente sintetizados por las bacterias Gram-negativas 

Pseudomonas sp. que pueden utilizarse potencialmente para la biorremediación de 

suelos y aguas contaminados mejorando la degradación de los hidrocarburos 

aumentando su biodisponibilidad a microorganismos degradantes [17]. 

 

A continuación, se presenta un resumen de algunos estudios relevantes: 

 

En 2005, Otenio et al, evaluaron la actividad de degradación de Pseudomonas 

putida CCMI 852 utilizando un medio líquido que contenía benceno, tolueno, xileno 
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y algunas mezclas de estos. Los resultados mostraron que P. putida CCMI 852 fue 

capaz de metabolizar tolueno y xileno, pero no benceno [18].  

 

En 2006, Kumar et al, aislaron una cepa de Pseudomonas putida que fue capaz de 

utilizar HAP como única fuente de carbono y energía. Se observó actividades 

tensoactivas y emulsionantes indicando que los biosurfactantes se produjeron 

durante el crecimiento [19]. 

 

En 2006, Viggiani et al, investigó la bioconversión fenólica por Pseudomonas 

stutzeri OX1 utilizando células libres o inmovilizadas con el objetivo de buscar 

condiciones operativas óptimas de un proceso de bioconversión continua. Se 

obtuvo una conversión de fenol superior al 95% [20]. 

 

En 2010, Singh y Fukelar aislaron Pseudomonas putida MHF 7109 para la 

biodegradación de benceno, tolueno y o-xileno en concentraciones de 50, 100, 250 

y 500 mg L-1 en medio mínimo salino. Los resultados evidenciaron un alto potencial 

de la cepa utilizada para degradar hidrocarburos aromáticos en un periodo de 48, 

96 y 168 h [21].  

 

En abril del 2017, Singh y Tiwary aislaron una potente cepa bacteriana degradante 

de fenantreno y pireno que se identificó como Pseudomonas stutzeri y degradó 98% 

y 92,6% de fenantreno y pireno a una concentración de 1000 mg L-1 y 500 mg L-1 

en 7 y 10 días, respectivamente. Adicionalmente la cepa bacteriana produjo 

biotensoactivo, y el papel del biosurfactante en la degradación de los HAP también 

se determinó mediante un mayor índice de emulsión y una tensión superficial 

reducida del medio. Por lo tanto, esta cepa tiene un potencial notable para la 

aplicación en biorremediación de sitios contaminados con hidrocarburos [22]. 
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1.4 RUTAS METABÓLICAS BACTERIANAS DE DEGRADACIÓN DE 

HIDROCARBUROS 

 

En  la  degradación de  compuestos aromáticos existen diversos mecanismos, como 

la hidroxilación,  el transporte en la membrana citoplasmática y la escisión del anillo 

por medio de transformaciones metabólicas.  Los aromáticos se oxidan mediante 

dioxigenasas a cis, cis dihidrodioles que por su inestabilidad pasan a ser 

rápidamente catecoles [23]. 

 

 

1.4.1 Ruta metabólica para la degradación de benceno.  La degradación del 

benceno es similar a la de los otros aromáticos. El benceno es digerido por las 

dioxigenasas responsables de la ruptura del núcleo por hidroxilación de manera que 

la molécula sea químicamente más accesible. Esta reacción se presenta en la 

Figura 1.  

 

 

Figura 1. Ruta metabólica para la degradación de benceno.  

 

Fuente: [24] 

 

 

1.4.2 Ruta metabólica para la degradación de tolueno.  La degradación del 

tolueno puede seguir diferentes rutas, como la ruta codificada por el plásmido TOL, 

donde el tolueno es degradado a alcohol becílico, benzoato y finalmente catecol. En 

el caso de Pseudomonas, se evidencia la ruta realizada por Pseudomonas putida 
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en la cual interviene la enzima dioxigenasa, que consiste en la incorporación de dos 

grupos hidroxilo en la molécula formando cis- tolueno dihidrodiol, el cual es 

convertido en 3- metilcatecol [25]. 

 

 

Figura 2. Ruta metabólica para la degradación de tolueno. 

 

Fuente: [24] 

 

 

1.4.3 Ruta metabólica para la degradación de fenol.  La separación del anillo 

aromático del fenol está dada por diversos mecanismos dependiendo de la posición 

de su grupo fenilo. Sin embargo, en la Figura 3 se ilustra  la ruta más frecuente 

denominada  “meta”.  

 

 

Figura 3. Ruta metabólica para la degradación de fenol. 

 

Fuente: [26] 
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En esta ruta interviene el catecol-2,3-dioxigenasa que se desarrolla 

independientemente y no converge en ningún intermediario. El intermediario más 

frecuente en la degradación del fenol es el catecol, el cual por medio de diversas 

reacciones genera la apertura del anillo aromático permitiendo que sea degradado 

por alguno de los mecanismos. Los productos de la ruta meta son el 

acetilacetaldehido y el piruvato [27]. 
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2. METODOLOGÍA 

 

 

En la Figura 4 se muestra un diagrama con la metodología usada, la cual se dividió 

en tres etapas. 

 

 

Figura 4. Metodología empleada en el desarrollo del proyecto. 

 

 

 

2.1 CRECIMIENTO CELULAR DE Pseudomonas sp. 

 

2.1.1 Microorganismos y cultivo.  Se utilizaron las cepas comerciales 

Pseudomonas putida ATCC12633 y Pseudomonas stutzeri OX1. Se realizaron 

precultivos de cada cepa a partir de colonias individuales en 20 mL de medio LB 

(Anexo B) durante 18 horas. Se usaron 0,2 mL del precultivo para inocular 8 mL de 

medio mineral M9 (Anexo B) con el hidrocarburo (benceno, tolueno, o fenol) como 

única fuente de carbono durante 3 días, a 30 °C y 150 rpm.  

 

Se realizaron cultivos con 5 concentraciones diferentes de cada hidrocarburo (20, 

50, 125, 250 y 500  mg/L), además de controles sin células y sin hidrocarburo en el 
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medio M9, todos los experimentos contaban con nutrientes minerales y se realizaron 

por triplicado. Para seguir el crecimiento, cada 24 horas por 3 días se tomaron 

muestras de 0,2 mL de los cultivos y controles, y se determinó la densidad óptica 

(DO) a 600 nm en el espectrofotómetro UV/VIS 1800 (Shimadzu, Japón). 

 

2.1.2 Prueba de viabilidad.  Para determinar si las células bacterianas se 

encontraban vivas al final del cultivo, se tomaron muestras de 500 µL de cada cultivo 

en tubos de microcentrífuga estériles, para posteriormente con NaCl estéril en una 

concentración de 0,85 g/L realizar diluciones seriadas en factores de 10-1 hasta 10-

7.En una caja Petri con LB-agar se añadieron  2 µL en serie según el orden de 

dilución (Anexo C). Las cajas Petri se dejaron reposar por 1 hora antes de 

ingresarlas a la incubadora a 30 °C, luego de 24 horas la formación de colonias 

indica la presencia de células viables.   

 

 

2.2 EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD SURFACTANTE 

 

2.2.1 Prueba de la gota colapsada.   Se realizó para determinar si las cepas 

bacterianas secretan al medio de cultivo sustancias con actividad surfactantes. A 

las 72 horas de cultivo se tomaron muestras de 1,5 mL en tubos de microcentrífuga, 

los cuales fueron centrifugados a 10000 g por 10 minutos, en una microcentrífuga 

(Hermle, Alemania). En una lámina de microscopio se agregaron gotas de 2 µL de 

aceite de motor y 5 µL de sobrenadante sobre cada gota, se observaron en el 

estereoscopio en el tiempo 0 y 10 minutos después. La aparición de biosurfactantes 

logrará con el paso del tiempo que la gota se deforme puesto que la tensión 

superficial del agua se reduce. 
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2.2.2 Índice de emulsificación.  Se extrajeron 3 mL de los cultivos y se 

centrifugaron a 10000 g por 10 minutos para obtener el sobrenadante, el cual se 

mezcló vigorosamente en un vórtex con benceno como fase hidrofóbica. Finalmente 

se midió la altura de la emulsión con respecto a la altura total del líquido y se reportó 

el porcentaje de emulsión 24 horas después. 

 

 

2.3 CUANTIFICACIÓN DE LA DEGRADACIÓN 

 

2.3.1 Espectrofotometría de absorción.   Para identificar picos de absorción UV-

Vis, se analizaron muestras del medio M9 (Anexo B) con cada hidrocarburo en el 

rango de 20 mg/L a 500 mg/L. Las muestras se sometieron a un barrido entre 230 

y 300 nm empleando el espectrofotómetro UV/VIS 1800 (Shimadzu, Japón).  

 

2.3.2 Curva de calibración.   Se extrajeron los datos de absorbancia obtenidos en 

el espectro de absorción de cada uno de los hidrocarburos y se eligió la longitud de 

onda correspondiente a los picos. Se realizaron tres curvas de calibración 

correspondientes a tres picos diferentes de cada hidrocarburo y se eligió la de mejor 

coeficiente de correlación. 

 

2.3.3 Consumo de hidrocarburo.   Se realizó la medición de la absorbancia para 

cada uno de los cultivos en la longitud de onda correspondiente y se calculó la 

concentración final de los cultivos para las dos cepas a partir de la curva de 

calibración. Finalmente se determinó el porcentaje de consumo utilizando la 

ecuación 1. 

 

 

%𝐶𝑜𝑛𝑠𝑢𝑚𝑜 =  (
𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 − 𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛  𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙
) ∗ 100                  (𝟏) 
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3. RESULTADOS 

 

 

A continuación se muestra los resultados obtenidos en las pruebas de 

biodegradación, tanto el comportamiento de la cepa con cada hidrocarburo en sus 

diferentes concentraciones, como el comportamiento de los controles negativos.  

 

 

3.1   CRECIMIENTO CELULAR Pseudomonas sp 

 

El comportamiento de Pseudomonas stutzeri y Pseudomonas putida para las cinco 

concentraciones de benceno, tolueno, fenol y los diferentes controles se muestra en 

las Figuras 5, 6 y 7 respectivamente. Cada una de las curvas esta nombrada por 

una letra en mayúscula correspondiente a benceno (B), tolueno (T), fenol (F), y un 

número correspondiente a la concentración de hidrocarburo (0, 20, 50, 125, 250,500 

mg/L). Los controles sin células están nombrados por la letra (C) y el número de su 

respectiva concentración, adicionalmente el control sin hidrocarburo se nombró  

como (C-0).      

 

Un incremento en la DO representa un cambio de la turbiedad del medio y por lo 

tanto un indicador de crecimiento bacteriano. En las Figuras 5, 6 y 7 se puede 

observar que los controles sin células y sin hidrocarburo mantuvieron su valor de 

DO constante en el tiempo, lo cual garantiza que no se reportó crecimiento en estos 

cultivos.  

 

Para las pruebas en presencia de hidrocarburos, se evidencia un alto crecimiento 

entre las 24 y 40 horas y una fase estacionaria alrededor de las 60 horas; el aumento  

de la turbidez es atribuido al crecimiento microbiano debido a  la metabolización de 
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los hidrocarburos ya que los microorganismos no disponen de otras fuentes de 

carbono o energía en este medio.  

 

En la Figura 5 se puede observar que Pseudomonas putida alcanzó mayores 

valores de DO con benceno como fuente de carbono, especialmente en la 

concentración de 20 mg/L. Contrario a esto Pseudomonas stutzeri evidenció una 

tendencia similar en todas las concentraciones del hidrocarburo.  

 

 

Figura 5. Curvas de crecimiento con benceno como única fuente de carbono de a) 

Pseudomonas stutzeri y b) Pseudomonas putida. 

 

 

 

 

Las curvas de crecimiento para las dos cepas con tolueno como fuente de carbono 

se encuentran en la Figura 6 donde la tendencia de las diferentes concentraciones 

es similar en las dos cepas, es importante resaltar que con una concentración de 

500 mg/L Pseudomonas putida mostró el mayor crecimiento bacteriano, contrario a 

Pseudomonas stutzeri que reportó el mayor crecimiento a una concentración de 125 
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mg/L y por encima de este valor disminuyó el crecimiento a medida que se 

aumentaba la concentración de hidrocarburo lo cual sugiere un efecto tóxico. 

 

 

Figura 6. Curvas de crecimiento con tolueno como única fuente de carbono de a) 

Pseudomonas stutzeri y b) Pseudomonas putida. 

 

 

 

 

En la Figura 7 se observa que Pseudomonas stutzeri presenta valores de DO 

elevados en todas las concentraciones, cabe mencionar que el valor más alto se 

reporta en 500 mg/L. Por el contrario, Pseudomonas putida mostró crecimiento 

bacteriano alto para 20 mg/L y progresivamente inferior a medida que aumentaba 

la concentración de fenol, posiblemente se debe a que el fenol es un sustrato tóxico 

e inhibitorio por encima de 20 mg/L.  
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Figura 7. Curvas de crecimiento con fenol como única fuente de carbono de a) 

Pseudomonas stutzeri y b) Pseudomonas putida. 

 

 

 

 

3.1.1 Prueba de viabilidad.   La medida de la viabilidad es necesaria para 

determinar si al final del cultivo las células seguían metabólicamente activas, 

ratificando la habilidad de las cepas de metabolizar los hidrocarburos o 

determinando si hubo toxicidad de la fuente de carbono. Por esta razón la medición 

de DO se complementa con diluciones seriadas para verificar el orden de magnitud 

de células viables pasadas 72 horas de cultivo.  

 

Adicionalmente se estimó el número de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) 

en las cajas de Petri con el propósito de comparar entre los hidrocarburos posibles 

diferencias en el orden de magnitud.  
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El crecimiento observado en las cajas de Petri de la Figura 8 llego hasta diluciones 

de 10-4 comprobando que las cepas Pseudomonas putida y Pseudomonas stutzeri 

con fenol como fuente de carbono se mantuvieron vivas luego de 72 horas de 

cultivo. En presencia de los diferentes hidrocarburos como única fuente de carbono, 

se mantuvieron aproximadamente el mismo número de células vivas en todas las 

concentraciones. Los registros fotográficos obtenidos con benceno y tolueno se 

encuentran en el Anexo C. 

 

 

Figura 8. Prueba de viabilidad con fenol como única fuente de carbono de a) 

Pseudomonas stutzeri y b) Pseudomonas putida. 

 

 

 

En la Figura 9 se muestra una gran aceptación del benceno y tolueno por parte de 

Pseudomonas putida contrario al comportamiento de Pseudomonas stutzeri que 

sugiere toxicidad de la fuente de carbono.  En el caso del fenol, Pseudomonas 

stutzeri mostró alrededor de diez veces más células viables que Pseudomonas 

putida. 

 

 

 

 

(a) (b) 
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Figura 9. Número estimado de células viables. 

 

 

 

3.2 EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD SURFACTANTE 

 

Se observó actividad emulsificante en el sobrenadante, lo que sugiere una liberación 

de metabolitos con actividad surfactante en el medio por parte de las cepas. Lo cual 

facilitaría la toma del hidrocarburo como única fuente de carbono. 

 

 

3.2.1 Prueba de gota colapsada.   En la Figura 10, se ilustra el cambio en el área 

que generan los biosurfactantes transcurridos 10 minutos.  

 

Pseudomonas stutzeri no reportó cambios en el área de la gota en ninguna de las 

concentraciones de los hidrocarburos estudiados, ya que las gotas de sobrenadante 

que tienen concentraciones muy bajas de tensoactivos permanecen estables.  Es 

importante mencionar que la estabilidad de las gotas depende de la concentración 

de biosurfactante y se correlaciona con la tensión superficial pero no con la actividad 

emulsionante [28].  
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Figura 10. Gota colapsada con fenol como única fuente de carbono para 

Pseudomonas putida transcurridos 10 minutos. 

 

 

 

 

El registro fotográfico de la prueba permitió establecer una mayor producción con 

benceno en una concentración de 50 mg/L para Pseudomonas putida.  En el Anexo 

D se encuentran los resultados obtenidos para los cultivos de  Pseudomonas putida 

con todos los hidrocarburos evaluados.  

 

3.2.2 Índice de emulsificación.  En la Figura 11, se ilustran las emulsiones 

obtenidas después de 24 horas. 

 

Para realizar esta prueba se utilizó benceno como fase hidrofóbica, teniendo en 

cuenta que Lovaglio et al, obtuvo alrededor de 56,1% de actividad de emulsificación 

para Pseudomonas aeruginosa con el mismo solvente [29].   

 



35 

Figura 11. Prueba del índice de emulsificación (%E24)  para Pseudomonas stutzeri 

con fenol como única fuente de carbono. 

 

 

 

 

La cepa Pseudomonas putida con benceno como única fuente de carbono no 

reportó emulsiones en ninguna de las concentraciones estudiadas, probablemente 

se debe a que los metabolitos con actividad surfactante encontrados en el medio no 

son buenos emulsionantes. Con respecto a la cepa Pseudomonas stutzeri el mayor 

índice de emulsificación fue de 41,67% obtenido en los cultivos con una 

concentración de 500 mg/L de benceno como se ilustra en la Figura 12.  

 

Adicionalmente, en la Figura 13 se pueden observar mejores resultados para 

Pseudomonas stutzeri con tolueno como única fuente de carbono, ya que se 

obtuvieron índices entre 19,8 y 26,9% con respecto a los obtenidos por 

Pseudomonas putida que no superan el 14,04%. 
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Figura 12. Índice de emulsificación (%E24) con benceno como única fuente de 
carbono. 

 
 

 

Figura 13. Índice de emulsificación (%E24) con tolueno como única fuente de 
carbono. 
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Pseudomonas stutzeri alcanzó índices de emulsificación superiores a los obtenidos 

por Pseudomonas putida con fenol como única fuente de carbono, exceptuando la 

concentración de 20 mg/L como se ilustra en la Figura 14. Adicionalmente 

Pseudomonas putida no presentó emulsión para el sobrenadante de los cultivos con 

concentración de 500 mg/L, posiblemente se debe a que dicha concentración 

resultó tóxica para la cepa. El registro fotográfico de esta prueba se encuentra en el 

Anexo E. 

 

 

Figura 14.  Índice de emulsificación (%E24) con fenol como única fuente de 

carbono. 

 

 

 

 

0

5

10

15

20

25

30

35

40

500 250 125 50 20

%
E

2
4

Concentración de fenol  [mg/L]

P.putida

P.stutzeri



38 

3.3   CUANTIFICACIÓN DE LA DEGRADACIÓN 

 

3.3.1 Espectrofotometría de absorción.  La espectrofotometría es una técnica 

analítica muy utilizada debido a que sus mediciones espectroscópicas son bastante 

sensibles y demanda pequeñas muestras de material, se fundamenta en la relación 

existente entre la absorbancia de un soluto y su concentración, por este motivo esta 

técnica es ideal en mediciones cuantitativas.  

 

Al realizar mediciones de la absorción de luz en función de la longitud de onda se 

obtiene un espectro de absorción. Para los residuos aromáticos solo hay absorción 

en un rango de 240 a 300 nm, esta región es llamada “ultravioleta cercano” o región 

aromática [30]. En las Figuras 15,16 y 17 se presentan los espectros de absorción 

obtenidos según el protocolo de la sección 2.3.1. 

 

 

Figura 15. Espectro de absorción para benceno. 
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Figura 16. Espectro de absorción para tolueno. 

 

 

 

Figura 17. Espectro de absorción para fenol. 
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3.3.2 Curvas de calibración.  Después de realizar tres curvas de calibración a 

diferentes longitudes de onda se eligió la que arrojó el coeficiente de correlación 

(𝑅2) más cercano a 1.   

 

Las longitudes de onda establecidas fueron de 252,8 nm para benceno, 257,3 nm 

para tolueno y 267 nm para fenol.  

 

Como se ilustra en las Figuras 18, 19 y 20, el valor de 𝑅2 se acercó mucho al valor 

ideal el cual es 1, lo cual indica que las curvas de calibración se aproximan con una 

línea recta, evidenciando alta correlación entre las variables. 

 

 

Figura 18. Curvas de calibración de benceno. 
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Figura 19. Curva de calibración de tolueno. 

 

 

 

Figura 20. Curva de calibración de fenol. 
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3.3.3 Consumo de hidrocarburo.  El benceno mostró aceptación por parte de 

Pseudomonas stutzeri, ya que se obtuvo un 73,45% de consumo con respecto al 

64,1% obtenido con Pseudomonas putida. En el caso del tolueno los mejores 

resultados se obtuvieron con Pseudomonas putida, ya que reporto un 73,86% de 

consumo. De igual manera, Pseudomonas stutzeri evidencio un 69,75% de 

consumo del mismo hidrocarburo. Finalmente, el fenol obtuvo un 56,61% de 

consumo por parte de Pseudomonas putida, contrario a Pseudomonas stutzeri que 

presento el más bajo consumo con un 15,47%.  

 

En la Figura 21 se puede observar que Pseudomonas stutzeri presento un mayor 

consumo de benceno entre 500 y 50 mg/L, exceptuando 20 mg/L donde 

Pseudomonas putida mostró mayor consumo.  

 

 

Figura 21. Consumo de benceno. 
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En la Figura 22, se puede observar que todas las concentraciones tuvieron un 

consumo similar para las dos cepas. 

 

 

Figura 22. Consumo de tolueno.  

 

 

 

El consumo de fenol fue menor para Pseudomonas stutzeri ya que está entre 2,47 

y 24,62% en comparación al realizado por Pseudomonas putida que se encuentra 

alrededor del 42,15 y 71,83% como se ilustra en la Figura 23. 
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Figura 23. Consumo de fenol. 

 

 

 

En las tablas de las concentraciones finales de los cultivos de cada uno de los tres 

hidrocarburos estudiados del Anexo F, se puede ver la disminución de la 

concentración del HPA debido a  la transformación que sufre por la acción biológica 

de las cepas. 
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4. CONCLUSIONES 

 

 

Los factores que favorecen el crecimiento de Pseudomonas putida son las bajas 

concentraciones de hidrocarburos como el benceno y fenol; por otro lado, 

Pseudomonas stutzeri toleró concentraciones superiores a 125 mg/L a excepción 

del tolueno que sugiere un efecto tóxico. 

 

 

Los sobrenadantes obtenidos de los cultivos mostraron actividad emulsificante 

evidenciando una liberación de metabolitos con actividad surfactante en el medio 

por parte de las cepas.  

 

 

Los más altos porcentajes de consumo se obtuvieron con Pseudomonas putida 

confirmando que la cepa es potencialmente degradadora de hidrocarburos 

aromáticos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



46 

5. RECOMENDACIONES 

 

 

Para aprovechar el potencial degradador de las dos cepas, sería interesante 

plantear experimentos en conjunto o con otras cepas capaces de metabolizar 

hidrocarburos para evaluar un posible aumento en el consumo de los 

contaminantes. 

 

 

Se recomienda utilizar otros compuestos recalcitrantes  con el propósito de evaluar 

el potencial de las cepas en la biorremediación.  

 

 

Se recomienda realizar análisis para identificar el compuesto con actividad 

surfactante, establecer sus propiedades y estudiar su aplicabilidad en diferentes 

campos. 
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ANEXOS 

 

 

Anexo A. Características  fisicoquímicas, estructurales y toxicidad de los 
hidrocarburos 

 

 

Propiedad fisicoquímica HIDROCARBUROS AROMÁTICOS 

Benceno Tolueno Fenol 

Nombre común Benceno Metilbenceno Hidroxibenceno 

 
Estructura semidesarrollada 

 

  

Fórmula molecular C6H6 C7H8 C6H6O 

Punto de ebullición (°C) 80 111 182 

Punto de fusión (°C) 6 -95 43 

 
Punto de inflamación (°C c.c) 

 
-11 

 
4 

 
79 

 
Densidad (g/cm3) 

 
0,88  

 
0,87 

 
1,07 

 
Densidad relativa de vapor 

(aire=1) 

 
2,7 

 
1,06 

 
3,2 

 
Densidad relativa de la mezcla 

vapor/aire a 20°C (aire=1) 

 
1,2 

 
1,01 

 
1,001 

 
Solubilidad en agua g/mL 

 
0,0018 

 
0,00047 

 
0,083 

Temperatura de autoignición 
(°C) 

498 480 715 

Límite de explosividad, % en 
volumen en el aire 

1,2 – 8,0 1,1 – 7,1 1,36 - 10 

Coeficiente de reparto 
octanol/agua como log Pow 

2,13 2,69 1,46 
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Anexo  B.  Medios de cultivo 

 

 

NOMBRE COMPONENTE CANTIDAD ( 1 Litro) 

  

 Luria Bertani (LB) 

 

NaCl 

Extracto de levadura 

Triptona 

 

 

10 gramos 

5 gramos 

10 gramos 

 

Medio mineral (M9) 

 

KH2PO4 

K2HPO4 

(NH4)2SO4 

NaCl 

CaCl2 

MgSO4 

Fe(NH4)2(SO4)2 

 

 

0,83 gramos 

0,73 gramos 

0,48 gramos 

0,058 gramos 

0,079 gramos 

0,15 gramos 

0,0086 gramos 
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Anexo  C. Prueba de viabilidad 

 

 

Figura C.1 Diagrama de las diluciones seriadas  

 

 

 

 

Figura C.2 Prueba de viabilidad con benceno como única fuente de carbono de a) 

Pseudomonas stutzeri y b) Pseudomonas putida 

 

 

 

 

(a) (b) 
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Figura C.3 Prueba de viabilidad con tolueno como única fuente de carbono de a) 

Pseudomonas stutzeri y b) Pseudomonas putida 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(a) (b) 
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Anexo  D. Gota colapsada 

 

 

Figura D.1 Prueba de la gota colapsada para Pseudomonas putida con fenol como 

única fuente de carbono.  

 

 

(A): Concentración 500 mg/L. (B): Concentración 250 mg/L. (C): Concentración 125 

mg/L. (D): Concentración 50 mg/L. (E): Concentración 20 mg/L 
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Figura D.2 Prueba de la gota colapsada para Pseudomonas putida con tolueno 

como única fuente de carbono.  

 

 

(A): Concentración 500 mg/L. (B): Concentración 250 mg/L. (C): Concentración 125 
mg/L. (D): Concentración 50 mg/L. (E): Concentración 20 mg/L 
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Figura D.3 Prueba de la gota colapsada para Pseudomonas putida con benceno 

como única fuente de carbono.  

 

 

(A): Concentración 500 mg/L. (B): Concentración 250 mg/L. (C): Concentración 
125 mg/L. (D): Concentración 50 mg/L. (E): Concentración 20 mg/L 
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Anexo  E. Índice de emulsificación 

 

 

Figura E.1 Prueba del índice de emulsificación (%E24)  para Pseudomonas putida 

con fenol como única fuente de carbono. 

 

 

 

Figura E.2 Prueba del índice de emulsificación (%E24)  para Pseudomonas putida 

con tolueno como única fuente de carbono. 
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Figura E.3 Prueba del índice de emulsificación (%E24)  para Pseudomonas stutzeri 

con tolueno como única fuente de carbono. 

 

 

 

Figura E.4 Prueba del índice de emulsificación (%E24)  para Pseudomonas stutzeri 

con benceno como única fuente de carbono. 
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Anexo  F. Consumo de hidrocarburos 

 

 

Tabla F.1 Concentración final de los hidrocarburos para Pseudomonas putida 

 

 
Concentración 
inicial [mg/L] 

Concentración final [mg/L] 

Fenol Tolueno Benceno 

500 209,09 54,5 110,91 

250 134,71 47,36 84,82 

125 35,21 33,07 58,73 

50 17,6 25,92 32,65 

20 11,57 4,5 2,21 

 

 

Tabla F.2 Concentración final de los hidrocarburos para Pseudomonas stutzeri 

 

 
Concentración 
inicial [mg/L] 

Concentración final [mg/L] 

Fenol Tolueno Benceno 

500 376,86 120,93 91,35 

250 226,45 80,21 43,96 

125 100,83 30,21 28,30 

50 48,76 18,79 17,43 

20 15,70 6,64 7,87 

 

 

 

 

 

 

 




