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Abstract: Biodegradation of phenol in treated water from the oil industry to re-use in agricultural crops.
Oil exploitation and the usage of its derivatives have undeniably contributed to the technological advance worldwide.
This industrial activity, however, generates several by-products that can threaten environmental sustainability. Seawage,
for example, can contain organic pollutants and heavy metals; therefore, its deposition must be preceded by adequate
water treatment. In this study, we isolated, characterized, and molecularly identified eight bacteria on the basis of their
capability to degrade phenol. First, we determined the rates of bacterial growth and phenol degradation using different
concentrations of the aromatic hydrocarbon (500, 800 and 1200 mg / L), and then used sequential statistical designs to
select optimal conditions for its degradation. Results showed that all isolated strains were capable of degrading phenol
as the sole carbon source; the degradation kinetics and phenol tolerance, however, widely varied among strains. We
chose the strain Pseudomonas sp. Spsl1 for further studies due to its remarkable tolerance and capability to degrade phe-
nol. By using a Plackett Burman design, followed by a fractionated factorial design in which several carbon, nitrogen,
and phosphorus sources were evaluated, and phenol degradation was used as the response variable, we found optimal
conditions for phenol degradation by Spsl. Finally, we compared phenol degradation in seawage by the use or not of
the optimal conditions established by the statistical methods. Results showed that biostimulation dramatically increased
phenol degradation compared with the control. In conclusion, we found that bioaugmentation with the native bacteria
Sps1 and a statistically-based biostimulation approach provided an economically and environmentally friendly alterna-
tive for the removal of pollutants from oil industry sewage. Rev. Biol. Trop. 65 (2): 685-699. Epub 2017 June 01.
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La explotacion de pozos petroleros tiene
como consecuencia la produccion de grandes
cantidades de agua asociada con hidrocarbu-
ros. La produccion mundial de agua durante la
extraccion de petrdleo se estima de ~250 millo-
nes de barriles por dia en comparacion con
alrededor de 80 millones de barriles diarios de
petréleo, dando como resultado una relacion de
agua a crudo alrededor de 3:1. El agua de pro-
duccion a nivel mundial ha aumentado desde

hace una década, estimandose que para el 2014
llegue a 200000 barriles por dia (Fakhru’l-Razi
et al., 2009). En varios paises donde la explota-
cion petrolera es de suma importancia economi-
ca, la generacion de agua es una preocupacion
debido a los altos costos de su tratamiento y la
reincorporacion a vertimientos puntuales. Por
ejemplo, la descarga de agua de produccion en
el Mar del Norte (Noruega) alcanzé un volu-
men anual de cerca de 400 millones de m*/ afio
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en 2003 (Durell et al., 2006). En Colombia, en
el campo de produccion de Castilla la Nueva
(Meta), la cantidad de agua para el proceso de
extraccion de petroleo es de aproximadamente
460000 barriles diarios.

El agua, al estar mezclada con los hidro-
carburos, debe pasar por procesos especificos
que permitan el maximo aprovechamiento de
los productos oleicos que contiene y, por otro
lado, debe ser tratada para su adecuado ver-
timiento al medio ambiente. Arthur, Langhus
& Patel, (2005) proponen cuatro alternativas
de disposicion final (re-uso) del agua residual
tratada de produccion para su manejo y dismi-
nucion del impacto ambiental: 1) re-inyeccion
en los pozos para otras extracciones; 2) des-
carga en vertientes después de ser tratadas; 3)
reutilizacion en los campos de operacién como
agua para labores diarias; y 4) adecuacion para
uso agricola o como agua doméstica.

Los principales compuestos de las aguas
residuales de refineria son los fenoles, hidro-
carburos aromaticos policiclicos (HAP) y
metales pesados. Los fenoles son de gran rele-
vancia en la disposicion final de aguas de pro-
duccién debido a que su presencia en el medio
ambiente representa un riesgo importante para
la biota acuatica, pues es un compuesto muy
persistente y letal a bajas concentraciones (5 -
25 mg /L), lo que representa un riesgo para la
salud humana. La ecotoxicidad de los fenoles y
compuestos relacionados pueden interferir con
el equilibrio del ecosistema y en consecuencia,
afectar las vias biogeoquimicas de la materia
organica y el reciclaje de nutrientes (Contreras,
Albertario, Bertola, & Zaritzky, 2008; Cordova-
Rosa et al., 2009). La toxicidad del fenol esta
relacionada con la formacion de radicales libres
y su hidrofobicidad, la cual afecta la solubili-
dad del fenol en la fraccion celular y, por tanto,
la posibilidad de interaccion del compuesto con
las células. Los fenoles, después de la penetra-
cion en la célula, sufren una transformacion
activa, principalmente por oxidasas del cito-
cromo P450. Los procesos de transformacion
pueden conducir al aumento de la toxicidad por
la formacion de metabolitos electrofilos que
afectan al ADN o las enzimas (Michatowicz &

Duda, 2007). Existen técnicas fisicoquimicas
para la remocion de compuestos fenolicos, sin
embargo, estas tienen altos costos y producen
otros compuestos toxicos. Una alternativa es
la biorremediacién que representa un proce-
dimiento amigable con el medio ambiente.
Varios estudios han reportado el aislamiento de
microorganismos con la capacidad de degradar
fenol a diferentes concentraciones, de las cua-
les las bacterias se han estudiado ampliamente
(Geng Soh, Lim, & Loke, 2006; Kotresha &
Vidyasagar, 2007; Yang & Lee, 2007; Dong,
Hong, He, Jiang, & Li, 2008; Cordova-Rosa
et al., 2009; Mohite, Jalgaonwala, Pawar, &
Morankar, 2010). Estos estudios han elucidado
que los microorganismos se encuentran distri-
buidos ampliamente en ambientes afectados
con fenol, lo que permite pensar en su potencial
aplicacion para biorremediacion de sitios con
presencia de este contaminante.

Debido a que los procesos de biorreme-
diacion se han constituido en una herramien-
ta importante para descontaminar el medio
ambiente, se ha planteado en este trabajo el
aislamiento y la caracterizacion de bacterias
con potencial degradador de fenol, y evaluar
su capacidad de degradacion del compuesto en
aguas residuales tratadas de la explotacion de
petroleo para re-uso en cultivos agricolas.

MATERIALES Y METODOS

Muestras ambientales y lugar de mues-
treo: Las muestras ambientales fueron colec-
tadas (en Noviembre 2013) a partir de biopilas
empleadas para remediar lodos aceitosos de
fondo de tanque, asociados a procesos de ade-
cuacion de aguas de produccion de hidrocarbu-
ros, localizadas en la estacion Castilla la Nueva
y Apiay (Meta, Colombia). Se obtuvieron tres
muestras compuestas de seis sub-muestras de
biopilas con diferentes tiempos de estableci-
miento: tres biopilas de Castilla con dos afios
y tres biopilas de Apiay (10 meses, 6 meses y
15 dias). Posteriormente, se colectaron mues-
tras de suelos de cultivos de palma y caia de
azucar (Octubre 2014) en el area de Soste-
nibilidad en Agroenergia ASA-ECOPETROL
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que han sido regados previamente por aguas
residuales tratadas de la industria petrolera para
re-uso en cultivos agricolas. Los suelos asocia-
dos a palma son suelos con una textura Franco
Arcillosa compuestos por arena (67.50 %),
limos (19.16 %) y arcillas (21.88 %), con pH
5.31, un contenido de materia organica de 1.71
%, fosforo disponible de 2.30 mg / kg, y nitro-
geno organico oxidable de 0.71 %. Los suelos
asociados a cafia de azucar son suelos con una
textura Franco Arcillosa arenosa, compuestos
por arena (58.12 %), limos (20.00 %), arcillas
(21.88 %), con pH 5.16, un contenido de mate-
ria organica de 1.95 %, fosforo disponible de
4.76 mg / kg, y nitrogeno organico oxidable
de 0.81 %. Se obtuvieron muestras compuestas
por tres sub-muestras de cada cultivo de 200 g
a 0-20 cm de profundidad, por triplicado.

Aislamiento de bacterias degradadoras
de fenol: Para aislar bacterias degradadoras de
fenol se uso el medio de cultivo Bushnell-Haas
(BH, Bushnell, & Haas, 1941), suplementado
con 500 mg / L de fenol como unica fuente de
carbono (Caballero-Mellado, Onofre-Lemus,
Estrada-de Los Santos, & Martinez-Aguilar,
2007; Naresh, Honey, & Vaishali, 2012). El pH
se ajustd a 5.0 = 1 debido a las condiciones de
acidez de los suelos de los Llanos Orientales.
El fenol se adiciond a partir de una solucion
madre estéril (filtros 0.22 wm, Minisart NML)
de 100 000 mg / L. Las muestras de las biopilas
y de los suelos de cafia y palma, se procesaron
48 h después de su recoleccion; (10 g) de cada
muestra se colocaron en 100 mL de BH [rela-
cion 1:10 (p / v)] y se incubaron a 28 + 2°C y
180 rpm, realizando tres pases al mismo medio
BH fresco cada 21 dias (Lin, Reddy, Moorthi,
& Qoma, 2008). Para aislar las cepas promiso-
rias se sembraron diluciones de los cultivos de
enriquecimiento en medio BH solido (1.8 %
agar) fortificado con 500 mg / L de fenol como
unica fuente de carbono y energia, se incub6 a
28 + 2 °C, y se seleccionaron las colonias que
crecieron después de cuatro resiembras conse-
cutivas. Las cepas recuperadas se conservaron
en 30 % (v / v) glicerol a -80 °C.

Degradacion de fenol por cepas ais-
ladas: Las cepas degradadoras de fenol se
inocularon en caldo de soya triptica (TSB) a
28 £ 2 °C y 120 rpm por 24 h. El cultivo se
centrifugé a 5000 rpm por 5 min y las células
fueron lavadas dos veces [0.85 % (p / v) NaCl
estéril]. Para evaluar la degradacion de fenol,
las células, a una densidad Optica de 1.0 a
600 nm (ODg,), fueron inoculadas en medio
BH a una concentracion celular del 0.3 % (v
/ v) en distintas concentraciones de fenol para
las cepas aisladas de biopilas (500 mg / L, 800
mg /Ly 1200 mg /L)y de cultivos de cafia
y palma (500 mg / Ly 800 mg / L), y se incu-
baron a 28 °C £ 2 y 180 rpm, hasta agotar la
fuente de carbono (Dong et al., 2008). Se eva-
lu6 la OD,, de la biomasa y el fenol residual,
por el método de Folin-Ciocalteau (Singleton
& Rossi, 1965). Todos los tratamientos se rea-
lizaron por triplicado.

Identificaciéon molecular de las cepas:
El ADN gendmico fue extraido utilizando
el kit ZR Fungal / Bacterial DNA MiniPrep
(Zymo Research, USA). El gen 16S rRNA
se amplifico por PCR con las siguientes con-
diciones (50 pL): 1X Taq polimerasa buffer,
1.5 mM MgCl,, 0.2 mM dNTPs, 0.4 uM
primer forward 27F (5’- AGAGTTTGATCCT-
GGCTCAG-3’), 0.4 uM primer reverso 1492R
(5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3), 1.25 U
de Taq DNA polimerasa GoTaq® Flexi DNA
Polymerase (Promega) y 10-100 ng de ADN
gendémico. La PCR se realizd en un termoci-
clador (Mastercycler Pro, Eppendorf AG) con
el siguiente programa: 2 min a 95 °C; 30 ciclos
de20sa94°C,20sa50°Cy90sa72°C;
y 10 min a 72 °C. Los productos de la PCR
se secuenciaron comercialmente (Macrogen,
Corea). La longitud de las secuencias de 16S
rRNA fue aproximadamente de 1.5-kb y fueron
cotejadas en GenBank obteniendo los cédigos
KU291435 a KU291442. Multiples alinea-
ciones de diferentes secuencias de 16S rRNA
de bacterias relacionadas con degradacion de
fenol de la base de datos GenBank se realiza-
ron con Muscle 7 en la configuracién prede-
terminada. El analisis filogenético se realizo
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mediante el software MEGA7. Las distancias
se calcularon utilizando el modelo de Kimu-
ra 2-parametros. Arboles sin enraizar fueron
construidos por el método de Neightbour-
Joining. Se realiz6 un bootstrap de 1000 veces
con el conjunto de datos.

Optimizacion de condiciones para la
biodegradacion de fenol: Para optimizar la
biodegradacion de fenol en aguas de produc-
ciéon de hidrocarburos se utilizaron disefios
estadisticos experimentales. El primer disefio
usado fue Plackett-Burman como factor de
resolucion I1I para evaluar nueve factores nutri-
cionales que influenciaran significativamente
en la degradacion de fenol. Cada factor se eva-
Iuo en dos niveles: -1 para el nivel bajo (ausen-
cia del factor nutricional) y 1 para un nivel alto
[presencia en g / L: 0.2 MgSO,; 0.034 CaCl,;
1.0 fuente de fosforo (KH,PO, y K,HPO,); 1.0
(NH,),S0,; 0.05 FeCly; 0.5 NaCl; 0.1 micro-
nutrientes (0.1 ZnSO,, 0.01 NaMo,O,; 0.01
CuSO, y 0.01 H;BO,)]; 0.5 extracto de leva-
dura; y 0.5 glucosa). La variable de respuesta
fue la degradacion de fenol. Se evaluaron los
factores que presentaron un efecto significativo
en la degradacion de fenol en el disefio de Plac-
kett-Burman, aplicando el Disefio de Factorial
Fraccionado (FFD) como factor de resolucion
IV. Se evaluaron tres niveles (-1, 0 y 1) para
obtener la concentracion optima de las fuentes
nutricionales que favorecian la degradacion de
fenol (Cuadro 1).

CUADRO 1
Factores nutricionales evaluados en
el Disefio de Factorial Fraccionado (FFD)

TABLE 1
Nutritional factors evaluated using
Fractional factorial design (FFD)

Fuente Nutricional Nivel
(g/L) -1 0 1
MgSO, 0.1 0.2 0.3
Fuente de Fosforo 0.5 1.0 1.5
(NH,),SO, 0.5 1.0 1.5
NaCl 0.25 0.5 0.75

Para evaluar la optimizacion de las fuentes
nutricionales se utiliz6 agua residual tratada
de la explotacion de petroleo para re-uso en
cultivos agricolas. Se adicionaron los factores
nutricionales (g / L) que tuvieron un efecto
significativo en el FFD y se aplicé fenol a cada
cultivo en diferentes concentraciones (100 mg
/L, 250 mg /Ly 500 mg /L) cada concentra-
cion se evalud por triplicado. Se plantearon dos
tratamientos, uno con la adicion de nutrientes y
otro con ausencia de los mismos, observando
el porcentaje de degradacion a las 18 h. Los
ensayos se incubaron a 28 + 2 °C, sin agitacion
para simular condiciones de piscina. Como
controles se tomo la matriz de cada cultivo
sin inocular en presencia y ausencia de los
factores nutricionales.

Analisis estadistico: Para ¢l analisis de
datos de los disefos experimentales, se utilizd
el software estadistico version 7.0.1 (Stat-Ease
Inc., Minneapolis, USA) a un nivel de confian-
za del 95 %.

RESULTADOS

Aislamiento de cepas asociadas a biopi-
las: Después de 63 dias de enriquecimiento en
condiciones de cultivo conteniendo fenol como
unica fuente de carbono, se recuperaron cuatro
cepas de las muestras de biopilas (Spsl, Sps2,
Sc3, Sc5) y cuatro cepas de las muestras de
suelo de cultivos agricolas (ECO1P, ECO2P,
Fenol2C y FenolP). La identificacion molecu-
lar de los aislados y su capacidad de degrada-
cion de fenol a diferentes concentraciones se
muestran en la cuadro 2.

La relacion filogenética entre las secuencias
de 16S rRNA de las cepas aisladas con otras espe-
cies de bacterias involucradas en la degradacion
de fenol se observa en la figura 1. Se evidencio
que la agrupacion de la mayoria de las cepas aisla-
das fueron asociadas al género Pseudomonas: las
cepas ECO1P, ECO2P, FenolP y Fenol2C, tuvie-
ron como vecino mas cercano las cepas de refe-
rencia Pseudomonas plecoglossicia (NR024662);
las cepas Sps2 y Sc3, se asociaron a la cepa de
referencia Pseudomonas putida NBRC 14164
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CUADRO 2
Cepas degradadoras de fenol aisladas de biopilas asociadas a hidrocarburos (BioP) y de suelos de cultivo
agricola regados con aguas de re-uso de la industria petrolera (SAgr)

TABLE 2
Phenol-Degrading strains isolated from hydrocarbon associated biopiles (BioP) and agricultural crop soils irrigated
with re-use water from oil production industry (SAgr)

Origen Cepa Identificacién molecular % Similitud* Cédigo GenBank  Degradacion de fenol”
BioP Spsl Pseudomonas sp. 99 KU291435 +++
Sps2 Pseudomonas putida 100 KU291437 ++
Sc3 Pseudomonas putida 100 KU291438 ++
Sc5 Achromobacter sp. 99 KU291436 ++
SAgr  ECOIP Pseudomonas sp. 100 KU291439 +
ECO2P Pseudomonas sp. 100 KU291440 +
Fenol2C Pseudomonas sp. 100 KU291441 +
FenolP Pseudomonas sp. 99 KU291442 +

* Porcentaje de similitud con la secuencia mas cercana en GenBank. Similarity percentage with the most related sequence
in GenBank database. (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)

# Degradacion de fenol a 1200 mg / L (+++), 800 mg / L (++) 0 500 mg / L (+). 1200 mg / L (+++), 800 mg / L (++) or
500 mg / L (+) phenol-degradation.

*ECO1P (KU291439)
Pseudomonas plecoglossicida FPC951 (NR024662)
*ECO2P (KU291440)
* FenolP (KU291442)
«Fenol2C (KU291441)
Pseudomonas taiwanensis BCRC 17751 (NR116172)
Pseudomonas mosselii CFML 90 -83 (NR024924)
Pseudomonas entomophila L48 (NR115636)
Pseudomonas monteilii CIP 104883 (NR118537)
Pseudomonas putida NBRC 14164 (NR113651) Gammaproteobacteria
*Sps2 (KU291437)
*Sc3 (KU291438)
Pseudomonas koreensis strain Ps 9-14 (NR025228)
* Sps1 (KU291435)
100t Pseudomonas citronellolis ATCC 13674 (NR112069)
Acinetobacter seohaensis SW100 (NR115299)
Acinetobacter pittii ATCC 19004 (NR117621)
-Acinetobacter haemolyticus DSM 6962 (NR026207)
Acinetobacter junii DSM6964 (X81664)

49 Comamonas nitrativorans (23310)(NR025376)
Comamonas Kerstersii LMG 3475 (NR025530)

52 Comamonas terrigena IMI 359870 (NR028719)

Comamonas koreensis KCTC 12005 (NR025107)

Achromobacter spiritinus R-46660 (NR117614)

* Sc5 (KU291436)

Achromobacter aegrifaciens LMG26852T (NR117707)
97| Achromobacter anxifer strain LMG 26857 (NR117708)
72| Achromobacter dolens LMG26840T (NR117709)
Staphylothermus marinus (X99560) ]Outgroup

‘ﬁ:LComamonas denitrificans strain 123 (NR025080)_

100 Betaproteobacteria

100

———
0.05

Fig. 1. Analisis filogenético basado en las secuencias de 16S rDNA de las cepas degradadoras de fenol y especies
relacionadas. El método de Neightbour-Joining con el modelo de Kimura 2-parameter en MEGA7 fue empleado para la
construccion del arbol y los valores de bootstrap obtenido con 1000 repeticiones se indican como porcentajes en los nodos.
Fig. 1. Phylogenetic analysis based in 16S rDNA sequences of the phenol-degrading strains and related species. The
Neightbour-joining method with Kimura 2-parameter model in MEGA7 were used for tree construction and bootstrap values
obtained with 1000 replications are indicated as percentage at the nodes.
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(NR113651); y la cepa Spsl, se asocio a la cepa
de referencia Pseudomonas citronellolis ATCC
13674 (NR112069). La cepa Sc5 fue asociada a
diferentes especies del género Achromobacter: A.
aegrifaciens LMG 26852T (NR117707); A. anxi-
fer LMG 26857 (NR117708); y A. dolens LMG
26840T (NR117709).

Degradacion de fenol por cultivos puros:
Las cinéticas de degradacion a distintas concen-
traciones de fenol en el tiempo por una seleccion

de cepas recuperadas de biopilas, junto con el
crecimiento observado para cada caso en las con-
diciones de cultivo utilizadas, se muestran en la
figura 2. Se observo que las cepas Spsl y Sc3
removieron por completo el fenol a 500 mg / L
del medio de cultivo a las 24 h y 28 h, respectiva-
mente (Fig. 2A). Estas cepas, a pesar de requerir
un periodo de adaptacion mas largo a 800 mg / L
de fenol, degradaron el compuesto por completo
a las 48 h (Fig. 2B). La cepa Spsl fue la tinica
que crecié a 1200 mg / L de fenol, removiendo
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< ~
S 0.6+ 5 = Sps2
= & 1000+ -e- Spst
g ] —— Control abiético
2 0.4- °
° S
© =
I} c 500
D 0.2 2
< 3
o c
a) S

0.0 o 0-
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
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B _ 084 3 1500- ~* Scb
3 g -+ Sc3
< ~
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= & 1000+ -e- Spsi
8 3 -+ Control abidtico
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© c 500+
2 024 =
= 3
o c
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Fig. 2. Cinéticas de crecimiento (izquierda) y remocion de fenol (derecha) de las cepas recuperadas de biopilas a diferentes
concentraciones de fenol: A) 500 mg / L, B) 800 mg / L y C) 1200 mg / L. Las barras de error corresponden al desvio
estandar obtenido de analisis por triplicado. Control: control abidtico de fenol.

Fig. 2. Growth kinetics (left) and phenol removal (right) of strains isolated from biopiles at different phenol concentrations,
a) 500 mg / L, b) 800 mg / L'y ¢) 1200 mg / L. Bars indicate standard deviation. Control: phenol abiotic control.
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totalmente el compuesto a las 96 h; para el resto
de las cepas esta concentracion inhibid su cre-
cimiento (Fig. 2C).

Las cinéticas de degradacion de las cepas
recuperadas de suelos de interés agricola (cana
y palma) se observan en la figura 3. La cepa
ECOIP presentd un menor tiempo de adapta-
cién en comparacion con las demas, logrando
remover la totalidad de 500 mg / L fenol en 28
h. Para las demas cepas, la remocion total de
fenol se evidencio después de 46 h. A 800 y 1
200 mg / L de fenol se inhibid el crecimiento
microbiano y no se evidencié remociéon de
fenol en el tiempo (no mostrado).

Se observo que la biomasa celular aumento
cuando se incremento la concentracion de fenol
de 500 a 800 mg / L (Fig. 2A y Fig. 2B). En
todos los controles abioticos la concentracion
de fenol se mantuvo constante, evidenciando
que su degradacién en los ensayos bidticos
fue realizada por los microorganismos. Con
el incremento de la concentracion de fenol se
observo de forma general que la fase de adapta-
cion de las cepas al medio de cultivo aumento.
Sin embargo, las cepas Spsl, Sc3 y ECOIP,
presentaron una fase de adaptacion (< 10 h)
inferior a las demas (Fig. 2 y Fig. 3).

Optimizacion de condiciones para la
biodegradacién de fenol: Disefios estadisti-
cos fueron empleados para identificar factores

Densidad optica (600 nm)
Concentration de fenol (mg/L)

0 20 40 60 80 100
Tiempo (h)

800+

nutricionales limitantes en aguas de re-uso
de explotacion de hidrocarburos. Se seleccio-
nd la cepa Spsl para desarrollar los disefios
porque fue la que mostré6 mejor capacidad de
degradacion de fenol. Para ello se evaluaron
nueve factores nutricionales en el disefio de
Placket-Burman y su variable de respuesta fue
la degradacion de fenol (Fig. 4).

Las estimaciones de los parametros de los
componentes se muestran en el cuadro 3. La glu-
cosa, los micronutrientes y el CaCl,, presentaron
un nivel de significancia negativa que afectd la
variable de respuesta por lo cual se omitieron
para continuar con el disefio de la optimizacion.
Las fuentes nutricionales que mostraron un nivel
de significancia positivo (Extracto de levadu-
ra, (NH,),SO,, fuentes de fosforo (KH,PO, y
K,HPO,), MgSO, y NaCl) se usaron para el
siguiente disefio. El FeCl; present6 un efecto
positivo pero no significativo para la variable de
respuesta por lo cual se omitié del ensayo.

Para continuar con la evaluacion de los
factores nutricionales que presentaron una res-
puesta positiva en el disefio de Plackett-Burman
se utilizo el Disefio de Factorial Fraccionado
(FFD). Este disefio es de resolucion IV lo que
significa que los efectos principales no se con-
funden, ya sea con otros efectos principales o
interacciones de dos factores (Ren et al., 2008).
Los factores nutricionales evaluados en el disefio
FFD se muestran en la figura 5. Las estimaciones

-+ Fenol 2C
-+ Fenol P
- ECO2P
-e- ECO1P
—— Control abiético

0 20 40 60 80 100
Tiempo (h)

Fig. 3. Cinéticas de crecimiento (izquierda) y remocion de 500 mg / L fenol (derecha) de las cepas aisladas de las muestras
de suelo de cultivos agricolas. Las barras de error corresponden al desvio estandar obtenido de analisis por triplicado.

Control: control abiotico de fenol.

Fig. 3. Growth kinetics (left) and 500 mg / L phenol removal (right) of strains isolated from agricultural crop soils. Bars

indicate standard deviation. Control: phenol abiotic control.
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Fig. 4. Pareto del disefio de Plackett-Burman para identificar factores nutricionales limitantes en la degradacion de fenol en aguas
de re-uso de explotacion de hidrocarburos. R2 = 97.11 %; Adj-R2 = 96.11 %; Nivel de confianza = 95 %.

Fig. 4. Pareto chart of Plackett-Burman design to identify limiting nutritional factors of phenol-degradation in re-use water from
oil production industry. R2 = 97.11 %; Adj-R2 = 96.11 %; Confidence level = 95 %.

CUADRO 3
Estimaciones y resultados del disefio Plackett-Burman para identificar las mejores condiciones
para la degradacion de fenol en aguas de re-uso de explotacion de hidrocarburos

TABLE 3
Estimations and results of Plackett-Burman design to identify optimal conditions for phenol-degradation
in re-use water from oil production industry

. Degradacion de Fenol (%)
Tratamiento A B C D E F G H 1 .
Observada Prevista
1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 7.00 6.93
2 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 30.80 24.76
3 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 100.00 100.44
4 -1 1 1 1 -1 1 1 -1 1 44.80 40.80
5 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1 8.80 1.29
6 -1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 18.20 20.24
7 1 1 1 -1 1 1 -1 1 -1 92.40 92.93
8 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 21.00 19.98
9 -1 -1 1 1 1 -1 1 1 -1 76.20 67.89
10 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1 31.40 40.56
11 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1 1 28.40 36.82
12 1 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1 10.20 16.56
Ver figura 4 para identificar las fuentes nutricionales evaluadas (A-I).

Figure 4 shows the nutritional sources evaluated (A-I).

de los parametros de los componentes para el dise-
fio FFD se muestran en el cuadro 4.

Los factores que presentaron un nivel de sig-
nificancia positivo, reflejados en el porcentaje de
degradacion de fenol, fueron las fuentes de fosforo
(KH,PO, y K,HPO,) y la fuente de nitrégeno

((NH,),S0O,). Se observo que los factores tuvie-
ron el efecto positivo mas alto en la variable de
respuesta, cuando la concentracion (g / L) fue
la mas alta probada en el ensayo. Los demas
factores evaluados no fueron significativos en la
degradacion de fenol.
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Fig. 5. Pareto del diseiio FFD para identificar factores nutricionales limitantes en la degradacion de fenol en aguas de re-uso
de explotacion de hidrocarburos. R2 = 92.85 %; Adj-R2 = 89.79 %; Nivel de confianza = 95 %.

Fig. 5. FFD pareto design to identify limiting nutritional factors of phenol degradation in re-use water from oil production
industry. R2 = 92.85 %; Adj-R2 = 89.79 %; Confidence level = 95 %.

CUADRO 4
Estimaciones y resultados del disefio FFD y sus niveles para identificar las mejores condiciones
para la degradacion de fenol en aguas de re-uso de explotacion de hidrocarburos

TABLE 4
Estimations and results of FFD design with factor levels to identify optimal conditions for phenol-degradation
in re-use water from oil production industry

Tratamiento A B c D E Degradacion de fenol (%) :
Observada Prevista
1 -1 1 -1 1 1 72.93 68.87
2 -1 -1 -1 -1 1 84.21 81.16
3 -1 1 -1 -1 -1 58.90 62.23
4 -1 -1 -1 1 -1 73.06 71.58
5 1 -1 1 1 -1 79.36 80.81
6 1 -1 -1 -1 -1 101.65 100.48
7 1 1 1 1 1 67.82 66.47
8 0 0 0 0 0 69.13 82.06
9 -1 1 1 1 -1 92.87 92.09
10 -1 -1 1 1 1 70.57 70.27
11 1 1 -1 -1 1 94.96 93.22
12 1 1 1 -1 -1 101.91 100.61
13 -1 1 1 -1 1 79.10 80.28
14 1 -1 1 -1 1 97.85 96.55
15 1 1 -1 1 -1 100.34 99.34
16 1 -1 -1 1 1 70.31 68.26
17 -1 -1 1 -1 -1 80.01 80.72

Ver cuadro 1 para identificar las fuentes nutricionales evaluadas (A-E).
Table 1 show nutritional sources evaluated (A-E).
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Efecto de la optimizacion de degrada-
cion de fenol en aguas residuales tratadas
de la explotacion de petroleo: Para el estable-
cimiento de las condiciones nutricionales que
mejoran la degradacion de fenol se considera-
ron los factores que presentaron significancia
en el disefio FFD. Se optimizaron las condi-
ciones utilizando 1.5 g / L KH,PO,, 1.5 g/ L
K,HPO,y 1.5 g /L (NH,),SO,. Estas condicio-
nes nutricionales se evaluaron en aguas tratadas
provenientes de re-uso de la industria petrolera.

En las ocho cepas evaluadas se evidencio la
capacidad de degradacion de fenol en presencia
de los nutrientes bajo concentraciones de 100
mg /Ly 250 mg /L en un rango del 96.93 %
al 100 % a las 18 h, exceptuando la cepa Sc5
que presentd un porcentaje bajo de degrada-
cién en todas las concentraciones evaluadas
(Cuadro 5). La cepa Sc3 presentd mayor degra-
dacion de fenol (46.09 %) en la concentracion
mas alta evaluada (500 mg / L). El grupo de
cepas asociados a los cultivos agricolas (cana

CUADRO 5
Porcentajes de degradacion de fenol en aguas tratadas provenientes de re-uso de la industria petrolera
por las cepas aisladas, utilizando los factores nutricionales optimizados por disefio FFD

TABLE 5
Phenol-degradation percentage in re-use water from oil production industry with isolated strain,
using nutritional factors optimized by FFD design

Cepa Fenol (mg /L)

Spsl 100
250
500
100
250
500
Sc3 100

250

500
Sc5 100
250
500
100
250
500
ECO2P 100

250

500
Fenol2C 100
250
500
100
250
500
Control 100

250

500

Sps2

ECOI1P

FenolP

% Degradacién CN % Degradacion SN
100.00 = 0.655 0.00 +0.013
100.00 + 0.400 0.00 + 0.033
33.24 +2.760 0.00 + 0.042
100.00 £ 0.005 0.00 + 0.026

96.93 £ 3.67 0.00 + 0.085
25.00 + 1.44 0.00 + 0.032
100.00 + 0.65 0.00 + 0.064
100.00 + 0.302 0.00 + 0.087
46.09 + 1.491 0.00 +0.128
11.65 £ 1.000 0.00 +0.075
4.42 +0.262 0.00 +0.127
2.59 +0.200 0.00 +0.162
100.00 + 0.007 46.16 = 0.008
96.40 + 0.021 12.40 +0.039
40.20 +0.398 7.30+£0.193
100.00 + 0.005 34.41 +0.020
100.00 = 0.071 12.90 + 0.028
31.10 £ 0.138 5.90 +0.058
100.00 + 0.006 28.27 +0.090
100.00 + 0.011 12.90 £ 0.019
6.30+£0.178 0.00 + 0.063
100.00 = 0.010 42.40+0.016
100.00 = 0.014 5.20 £ 0.084
21.70 £ 0.369 0.00 +0.184
19.36 = 0.020 0.00 + 0.030
0.00 + 0.050 0.00 +0.030
3.70 £ 0.257 0.00 +0.125

CN: Con nutrientes; SN: Sin Nutrientes.
CN: With Nutrients; SN: Without nutrients.
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y palma) presentaron una menor degradacion a
través del tiempo en la concentracion mas alta
evaluada. Los controles sin inocular presenta-
ron un porcentaje nulo o bajo de degradacion.
En los tratamientos sin nutrientes se evidenciod
una remocion de fenol no mayor del 46 % en
la concentracion de 100 mg / L. Para todas
las cepas el % degradacion en ausencia de los
nutrientes (SN) fue nulo o siempre inferior al
tratamiento con nutrientes (CN).

DISCUSION

Debido a que después de realizar procesos
quimicos y mecdnicos previos no se remue-
ven completamente los fenoles contenidos en
aguas tratadas de la industria petrolera, la
blsqueda y utilizacion de nuevas alternativas
como microorganismos con la capacidad de
degradar fenol para la descontaminacion de las
mismas, se hace una herramienta importante
para la remocion de este contaminante que en
contacto con el ambiente representa un riesgo
para comunidades acuaticas y terrestres. La
utilizacion de microorganismos degradadores
de fenol esta descrita ampliamente en varios
estudios que muestran resultados relevantes
frente a este contaminante (Geng et al., 2006;
Kotresha & Vidyasagar, 2007; Yang & Lee,
2007; Dong et al., 2008; Mohite et al., 2010).
Teniendo en cuenta que el fenol es persistente
en aguas de re-uso provenientes de explotacion
de hidrocarburos, la utilizacion de microorga-
nismos es una alternativa potencial que puede
ser aplicada para descontaminar este recurso,
que tiende a ser escaso y por lo tanto costo-
so con el tiempo. Las cepas degradadoras de
fenol recuperadas en este estudio pertenecen a
géneros taxondmicos anteriormente reportados
como bacterias degradadoras de fenoles y de
otros hidrocarburos (Bandyopadhyay, Das, &
Maiti, 1998; Quan, Shi, Liu, Wang, & Qian,
2004; Banerjee & Ghoshal, 2010; Sridevi,
Lakshmi, & Swamy, 2011). Particularmente, se
encuentra a Pseudomonas sp. como el género
mas reportado. Estudios recientes basados en
bacterias cultivables sugiere que en suelos afec-
tados con hidrocarburos predominan bacterias

Gram-negativas (Jain et al., 2005), lo que esta
de acuerdo con este estudio donde todas las
cepas recuperadas fueron Gram-negativas.

En el analisis filogenético basado en las
secuencias del gen 16S rRNA evidencid la
presencia de distintas especies del género Pseu-
domonas. Los microorganismos pertenecientes
al grupo Pseudomonales son conocidos por su
capacidad de degradacion aerébica de una serie
de hidrocarburos, compuestos aromaticos, y
sus derivados, entre los cuales hay compuestos
naturales y productos finales o intermedios
procedentes de actividades industriales. Por
otro lado, el género Achromobacter sp., al
cual pertenece la otra cepa identificada en este
trabajo, ha sido reportado en procesos de degra-
dacion del 2,4-diclorofenol en cultivos puros,
en condiciones de biorreactor (Airlift), la cual
ha originado una tasa de remocién de 1.24 mg
/h en los dos primeros dias (Quan et al., 2004).
Nair, Jayachandran y Shashidhar (2008),
reportan este género dentro de un gran grupo
de microorganismos como biodegradador de
fenol. Ho et al. (2012), inocularon Achromo-
bacter xylosidans F3B en Arabidopsis thaliana
para disminuir la fitotoxicidad del fenol ejerci-
da sobre la planta, observando una disminucion
de la concentracion de fenol evaluada.

Las cepas aisladas en este estudio fueran
evaluadas en tres concentraciones diferentes
de fenol (500 mg / L, 800 mg / L y 1200 mg
/ L) observandose distintos tiempos de degra-
dacion, adaptacion al fenol y produccion de
biomasa. Se observd que el aumento de bio-
masa estd asociado a la disminucion de fenol
en el medio, indicando que el fenol es utilizado
como fuente de carbono. La habilidad de los
microorganismos para incorporar fenol para
produccién de biomasa, esta relacionada con la
expresion de enzimas (hidroxilasas) asociadas
a la degradacion del compuesto, lo cual forma
catecol que es transformado por medio de las
enzimas C230 o C120 a piruvato, para ser uti-
lizado en el metabolismo celular (Dong et al.,
2008). Entre las cepas aisladas, la cepa Spsl
presentd la mayor tolerancia al fenol, pues lo
degrad¢6 totalmente en 96 h a la concentracion
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mas elevada evaluada (1200 mg / L); esta con-
centracion inhibi6 el crecimiento y la degrada-
cion de las demas cepas recuperadas de biopilas.
Para las cepas aisladas de cultivos agricolas la
concentracion de 800 y 1200 mg / L presentd
inhibicion de crecimiento y degradacion. Es
posible que el fenol ejerza un efecto toxico a
nivel de membrana, lo que puede ser soportado
por observaciones de los cambios en funcion de
la membrana y la influencia de la relacion pro-
teina-lipido de la membrana (Sikkema, Bont, &
Poolman, 1995). Ademas, la acciéon inhibidora
en la mayoria de los casos esta directamente
relacionada con el comportamiento de particion
de los compuestos lipofilos en n-octanol / agua,
lo que sugiere que la membrana citopldsmica
es el sitio primario de accion toxica (Sikkema
et al., 1995). Dong et al. (2008) evaluaron la
capacidad de degradacion de cepas aisladas de
suelos sin cultivar en distintas concentracio-
nes de fenol (1-10 mM), y observaron que el
aumento de la concentracion inicial del com-
puesto en el medio de cultivo aumentaba pro-
porcionalmente el periodo de adaptacion de las
cepas comparado con las que crecian en con-
centraciones mas bajas, esto se debe al efecto
inhibitorio del compuesto en concentraciones
altas. Ademas, el aumento maximo de la bio-
masa fue observado en las altas concentracio-
nes de fenol debido a su mayor disponibilidad
como unica fuente de carbono y energia. De
forma similar, Yang y Lee (2007) evaluaron la
remocion de 100 a 600 mg / L de fenol (1 mM
a 6 mM, respectivamente) utilizando cultivos
puros de Pseudomonas resinovorans cepa P-1
y Brevibacillus sp. cepa P-6, aisladas de suelos
contaminados con pentaclorofenol. Los autores
observaron un aumento en la fase de adapta-
cion y encontraron que en las concentraciones
mas altas, las cepas presentaban inhibicion de
crecimiento y capacidad de remocion de fenol.
Los resultados obtenidos en este estudio sugie-
ren que el tiempo de adaptacion de las bacterias
y la concentracion del fenol estan relacionados
con el tiempo de degradacion de fenol por parte
de los microorganismos, lo que indica que
las cepas con un menor tiempo de adaptacion
podran remover exitosamente el compuesto de

forma mas rapida. Masque, Nolla, Bordons,
Tarragona y Barcelona (1987) observaron que
la adaptacion a fenol (1000 mg / L) por una
Pseudomonas sp. disminuia a medida que
las células eran incubadas y pre-adaptadas
a concentraciones mas bajas de fenol, obte-
niendo asi una degradacion en menor tiempo.
Estos resultados son concordantes con los
obtenidos en el presente trabajo, donde se
observo que el aumento de biomasa corres-
pondid a la disminucion de fenol, indicando
que las cepas aisladas poseen relevancia en la
degradacion de fenol.

Con los resultados de las cinéticas de
degradacion de fenol por las cepas aisladas,
se buscaron alternativas para mejorar la remo-
cion de fenol en aguas residuales tratadas
de la explotacion de petrdleo para re-uso en
cultivos agricolas. Esto se realizd6 una vez
que en estudios previos (datos no mostrados)
se observd que estas aguas tenian un con-
tenido bajo de nutrientes implicados en el
metabolismo microbiano y degradacion de
fenol. El disefio Plackett-Burman es una forma
eficaz de identificar los factores importantes
entre un gran numero de variables (Stanbury,
Whitaker, & Hall, 1986). Este disefio es de
resolucion III, lo que significa que los efectos
principales no se confunden con otros efectos
principales, pero son confundidos con una o
mas interacciones en dos sentidos, que deben
ser asumidas como cero, para que los efectos
principales sean significativos. Posteriormen-
te, se continud con el analisis de las variables
que presentaron un efecto positivo sobre la
variable de respuesta (degradacion de fenol),
y para ello se empled el FFD. Este disefio
es de resolucion IV, lo que significa que los
efectos principales no se confunden, ya sea
con otros efectos principales o interacciones de
dos factores, aunque las interacciones de dos
factores pueden ser confundidas con otros dos
factores de interaccion (Ren et al., 2008). Se
observo con el disefio de Plackett-Burman que
la glucosa, los micronutrientes y el CaCl, pre-
sentaron un nivel de significancia negativa que
afectd la degradacion del fenol. La presencia
de glucosa puede inhibir la sintesis de enzimas
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responsable por la utilizacion de fenol por
las células, debido a que la glucosa afecta el
sistema de transporte del fenol a través de la
membrana por la afinidad de la membrana a la
glucosa (Annadurai et al., 2008). Se tomaron
las fuentes que mostraron una significancia
positiva para la degradacion de fenol y se dise-
16 el FFD, el cual indic6 que los factores nutri-
cionales significativos para la degradacion de
fenol fueron las fuentes de fosforo (KH,PO,y
K,HPO,) y de nitrégeno ((NH,),SO,), mientras
que el extracto de levadura y el NaCl presen-
taron un nivel negativo. Las fuentes de fosforo
son importantes para el metabolismo microbia-
no porque estan involucradas en la sintesis de
acidos nucleicos y de fosfolipidos relacionados
con la membrana citoplasmatica de las cé€lulas,
la cual forma una matriz en la que las enzimas
y el transporte de proteinas estan integrados,
estructuras que permiten la captacion selec-
tiva de solutos y su excrecion. Ademas de su
rol en el transporte de solutos, la membrana
citoplasmatica juega un papel crucial en el
mantenimiento del estado de energia de la
célula, la regulacion del medio ambiente intra-
celular, la presion de turgencia, transduccion
de sefiales, y otros procesos de transduccion de
energia (Sikkema et al., 1995). En el presente
estudio, se observo que la fuente de nitrogeno
((NH,),S0,) esta asociada con el maximo de
respuesta de degradacion de fenol. El nitrogeno
juega un papel importante en la determinacion
de los tipos y el alcance de la degradacion
quimica (Jung & Neal, 1991). Annadurai et al.
(2008) reportaron que el sulfato de amonio,
como suplemento en medio mineral, disminu-
yo6 significativamente la toxicidad del fenol e
incremento la densidad celular.

Los resultados de la optimizacion fueron
validados directamente en aguas de re-uso de la
industria petrolera, se observo que en presencia
de las fuentes nutricionales (N y P) hubo degra-
dacion de fenol por las cepas, a comparacion
con la ausencia de las fuentes. Estos nutrientes
son fundamentales para el metabolismo celular
debido a que incrementan la efectividad de
degradacion de hidrocarburos (Walworth &
Reynolds, 1995). Estos disefos estadisticos han

sido utilizados en varios estudios (Annadurai et
al., 2008; Agarry, Solomon, & Layokun, 2008;
Ghanem, Al-Garni & Al-Shehri, 2009; Sridevi
et al., 2011) para mejorar la degradacion de
fenol por medio de la optimizacioén de nutrien-
tes en combinacién con microorganismos. El
uso adecuado de estos disefios estadisticos
permiten evaluar diferentes condiciones de
ensayo para lograr reducir la complejidad de
un problema, para este estudio, se identificaron
los factores limitantes y se lograron optimizar
los mismos, reduciendo el fenol en las con-
centraciones evaluadas en aguas de produc-
cion de hidrocarburos.

Al finalizar este trabajo se obtuvieron ocho
cepas bacterianas degradadoras de fenol: cuatro
cepas asociadas a biopilas (Sps1, Sps2, Sc3, Sc5)
y cuatro cepas de cultivos de interés agricola
(ECO1P, ECO2P, Fenol2C y FenolP) después
de enriquecimiento por 63 dias en caldo de cul-
tivo selectivo y cuatro pases sucesivos en medio
solido Bushnell-Haas suplementado con fenol.
La identificacion por analisis del gen 16S rARN
indic6 que la mayoria de los aislados son Pseudo-
monas sp. y una cepa del género Achromobacter
sp. En las cinéticas de crecimiento y degradacion
de fenol, la cepa Pseudomonas sp. Sps1 presentd
la mejor capacidad de remocion del compuesto a
1200 mg / L, degradandolo totalmente en 96 h. Se
observo que las fases de adaptacion de las cepas
analizadas a las concentraciones de fenol utiliza-
das fueran diferentes entre si, sugiriendo que su
comportamiento de crecimiento y la velocidad de
degradacion estan relacionados con esta fase de
adaptacion. Por medio de los disefios experimen-
tales empleados fue posible identificar las fuentes
nutricionales limitantes para la degradacion de
fenol como lo fueron el N y P, y estimular la remo-
cion de fenol en aguas de re-uso provenientes de
produccion de hidrocarburos. Se demostrd que por
medio de la utilizacion de microorganismos junto
con la aplicacion de nutrientes, se logrd dismi-
nuir el fenol presente en aguas tratadas de re-uso
provenientes de la industria petrolera, logrando
obtener una alternativa para la disminucion de este
compuesto el cual puede perjudicar los sistemas
de produccion agricola al utilizar esta agua como
una alternativa de riego en épocas de sequia.
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RESUMEN

La explotacion del petroleo y el uso de sus derivados
han contribuido para el desarrollo tecnologico a nivel
mundial. Esta actividad, no obstante, genera muchos sub-
productos los cuales atentan contra la salud del ambiente.
Las aguas de produccion, por ejemplo, pueden contener
trazas de metales pesados e hidrocarburos, razon por la cual
deben ser reincorporadas de forma adecuada al ambiente.
En este trabajo, se aislaron, caracterizaron e identificaron
molecularmente ocho bacterias en base a su capacidad
para degradar fenol. Primero, se evalud el crecimiento y
la degradacion de fenol bajo diferentes concentraciones
(500, 800 y 1200 mg / L), y posteriormente se emplea-
ron disefios estadisticos para la seleccion de condiciones
optimas de degradacion. Los resultados mostraron que
las ocho cepas evaluadas fueron capaces de usar el fenol
como fuente tnica de carbono; no obstante, las cinéticas de
degradacion y la méaxima tolerancia de las cepas al fenol
variaron ampliamente. Debido a su tolerancia y capacidad
para metabolizar fenol, la cepa Pseudomonas sp. Spsl fue
seleccionada para posteriores estudios. Mediante el uso de
un disefio de Plackett Burman y un disefio factorial fraccio-
nado en el cual diferentes fuentes de carbono, nitrégeno, y
fosforo fueron evaluadas y degradacion de fenol fue usado
como variable de respuesta, fue posible seleccionar las
condiciones Optimas para la degradacion de fenol por Spsl.
Finalmente, se emplearon estas condiciones para evaluar
la degradacion de fenol en aguas de re-uso provenientes
directamente de la industria petrolera. Los resultados,
mostraron que la bioestimulacion favorecido el proceso
de degradacion del fenol comparado con el control. En
conclusion, en este estudio se demostrd que la bioaumenta-
cion con bacterias nativas acompafiada de bioestimulacion
generan una tecnologia econdmica y ambientalmente ami-
gable para la remocion de contaminantes en aguas residua-
les tratadas de la industria petrolera.

Palabras clave: extraccion de crudo, hidrocarburo, bacterias
nativas, nutrientes, Colombia.
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