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Resumen

Una amplia gama de substancias xenobióticas representan 
un serio problema como contaminantes ambientales por 
su toxicidad; entre ellos los compuestos aromáticos pueden 
ser biodegradados por microorganismos que los usan como 
fuente de carbono y energía. El género Pseudomonas des-
taca por sus múltiples aplicaciones biotecnológicas debido 
a su gran versatilidad metabólica; puede producir metabo-
litos útiles, transformaciones enzimáticas, biodegradación 
y biorremediación de suelos, y en aguas contaminadas con 
petróleo y plaguicidas. En esta investigación se usaron cé-
lulas de P. aeruginosa para degradar tolueno, benceno y 
fenol. La cepa fue cultivada en medio mineral sólido y se 
establecieron las concentraciones óptimas para el desarrollo 
de células viables: 0.31, 0.19 y 0.13 M para tolueno, ben-
ceno y fenol. Los ambientes con concentraciones limitadas 
de Fe(III) favorecen la producción de piocianina, pigmento 
que puede interferir en el método analítico de biodegrada-
ción de compuestos aromáticos. Este efecto fue eliminado 
aumentando la concentración de iones de fierro en el medio. 
Con base en lo anterior, se optimizó y estableció el medio 
de cultivo mineral con 0.04 g L1 de FeSO4 en presencia 
de tolueno (0.03 M) y con esta concentración inicial la tasa 
de biodegradación fue 75 %. Las pruebas de degradación 
específicas para los compuestos aromáticos mostraron que 
la cepa de P. aeruginosa usada puede degradar tolueno, ben-
ceno y fenol. Las tasas de degradación fueron mayores para 
tolueno (58.4 %) y benceno (70.11 %) con concentraciones 
iniciales de 0.14 M y 0.16 M, y la degradación fue menor 
para  fenol (24.65 %) con una concentración inicial 0.10 M. 
La capacidad degradadora de P. aeruginosa tuvo proporción 
directa con su crecimiento en presencia de los xenobióticos 

Abstract

A wide range of xenobiotic substances represent a serious 
problem as environmental pollutants because of their 
toxicity, among them are found aromatic compounds that 
can be biodegraded by microorganisms, which use them as 
their source of carbon and energy. The genus Pseudomonas 
is outstanding for its multiple biotechnological applications 
due to its remarkable metabolic versatility. It is capable of 
producing useful metabolites, enzymatic transformations, 
biodegradation and bioremediation in soil, as well as in 
water polluted with oil and pesticides. In this study, cells 
of P. aeruginosa were used to degrade toluene, benzene and 
phenol. The strain was cultivated in a solid mineral medium, 
and the following optimal concentrations were established 
for the development of viable cells: 0.31, 0.19, and 0.13 M 
for toluene, benzene and phenol. The environments with 
limited concentrations of Fe(III) favored the production of 
pyocyanine, a pigment that can interfere in the analytical 
method of aromatic compound biodegradation. This effect 
was eliminated by increasing the concentration of iron ions 
in the medium. On this basis, the mineral culture medium 
was optimized and established at 0.04 g L1 FeSO4 in 
presence of toluene (0.03 M). With this initial concentration, 
a rate of biodegradation of 75 % was obtained. The specific 
degradation tests for the aromatic compounds showed that 
the P. aeruginosa strain used can degrade toluene, benzene 
and phenol. The rates of degradation were higher for 
toluene (58.4 %) and benzene (70.11 %) with the initial 
concentrations of 0.14 M and 0.16 M. Degradation was 
less for phenol (24.65 %) with an initial concentration of 
0.10 M. The degrading capacity of P. aeruginosa was directly 
proportional to its growth in the presence of the xenobiotic 
substances studied. A larger amount of cell protein was 
exhibited in cultures with benzene (1.4982 mg mL1) and 
toluene (0.8629 mg mL1), and less in the cultures grown 
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estudiados,  mostrando una mayor cantidad de proteína ce-
lular en los cultivos con benceno (1.4982 mg mL1), tolue-
no (0.8629 mg mL1) y menor en los cultivos desarrollados 
en presencia de fenol  (0.4431 mg mL1); lo cual muestra 
que un deficiente desarrollo bacteriano (biomasa) influye en 
una subóptima biodegradación.

Palabras clave: Pseudomonas aeruginosa, degradación, FeSO4, 
piocianina, xenobióticos.

Introducción

Un gran problema actual es la contamina-
ción ambiental, donde el hombre genera 
desechos que alteran la calidad del aire, 

tierra, agua y su entorno; muchos desechos indus-
triales se vierten en el agua de arroyos, manantia-
les, ríos y mares (Brock et al., 1987). La contami-
nación con químicos peligrosos es uno de los ma-
yores problemas generado por mundo industriali-
zado (Boopathy, 2000); entre estos contaminantes 
destacan los compuestos xenobióticos por su alta 
toxicidad y dificultad para ser degradados (Brock 
et al., 1987).
	 Los hidrocarburos son algunos de los principales 
contaminantes del ambiente (Abalos et al., 2004) y 
en particular los compuestos aromáticos (CA); las 
formas sustituidas representan un mayor riesgo de 
contaminación (Khan et al., 2005). La contamina-
ción con hidrocarburos derivados del petróleo ha 
ocasionado defectos ambientales y de salud, y tam-
bién ha aumentado el interés por desarrollar e imple-
mentar tecnología para limpiar esta contaminación. 
El benceno y sus derivados representan la mayor 
parte de los contaminantes orgánicos en los efluentes 
de la industria química, petroquímica, farmacéutica, 
metalúrgica y productos plaguicidas (Banerjee et al., 
2001; Siedlecka y Stepnowski, 2005). Estas aguas re-
siduales requieren tratamientos apropiados antes de 
ser descargadas al ambiente. Entre las técnicas dispo-
nibles para remover fenol y sus derivados, la biode-
gradación es una tecnología alternativa (Banerjee et 
al., 2001).
	 Los componentes con anillos aromáticos como 
benceno, tolueno, fenol y xileno son de gran in-
terés debido a su toxicidad y baja solubilidad, re-
presentando una fuente potencial a largo plazo de 
contaminación de aguas residuales o subterráneas 
(Cavalca, 2004) y su remoción por los tratamientos 

in presence of phenol (0.4431 mg mL-1), indicating that 
deficient bacterial development (biomass) can result in 
suboptimal biodegradation.

Key words: Pseudomonas aeruginosa, degradation, FeSO4, 
pyocyanine, xenobiotics.

Introduction

Currently, a serious problem is environmental 
pollution caused by man-made waste that 
alters the quality of the air, land, and water 

in his surroundings. Many industrial wastes are 
dumped into streams, springs, rivers and seas (Brock 
et al., 1987). Pollution by dangerous chemicals is 
one of the greatest problems generated by today’s 
industrialized world (Boopathy, 2000). Of these 
pollutants, xenobiotic compounds are prominent 
because they are highly toxic and difficult to degrade 
(Brock et al., 1987).
	 Hydrocarbons are some of the principal 
environmental pollutants (Abalos et al., 2004); 
particularly, aromatic compounds (AC), being 
substituted forms, represent greater environmental 
risk (Khan et al., 2005). Pollution by hydrocarbons 
derived from oil has caused environmental and health 
defects and has also increased interest in developing 
and implementing technology to eliminate this 
pollution. Benzene and its derivatives account for the 
greater part of the organic pollutants in the effluents 
from the chemical, petrochemical, pharmaceutical, 
metallurgical and pesticide industries (Banerjee et 
al., 2001; Siedlecka and Stepnowski, 2005). This 
sewage water requires appropriate treatment before 
being discharged into the environment. Among 
the available techniques used to remove phenol 
and its derivatives, biodegradation is an alternative 
technology (Banerjee et al., 2001).
	 Components with aromatic rings, such as 
benzene, toluene, phenol and xylene, are of great 
interest; due to their toxicity and low solubility, 
they are a potential source of long-term pollution 
of residual or underground water (Cavalca, 2004), 
and their removal through common biological 
treatments has not had the expected success. Thus, 
the introduction of new technologies for degrading 
these recalcitrant molecules into smaller molecules 
is imperative (Siedlecka and Stepnowski, 2005). 
Degradation by microorganisms is the main process 
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biológicos comunes no ha tenido el éxito esperado. 
Así, la introducción de nuevas tecnologías para de-
gradar estas moléculas recalcitrantes en moléculas 
más pequeñas es imperativo (Siedlecka y Stepnows-
ki, 2005). La degradación por microorganismos es 
el principal proceso de eliminación de contaminan-
tes en el ambiente, proceso que puede ser usado 
para remover los contaminantes del suelo y agua 
(Abalos et al., 2004; Khan et al., 2005). Alcaligenes 
eutrophus, Bacillus stearothermophilus, Pseudomonas 
sp., Rhodococcus sp. y Trichosporon cutaneum han 
sido usados para degradar fenol y sus derivados a ba-
jas concentraciones (0.002-12.7 mM) (Hinteregger 
et al., 1992).
	 Varias especies del género Pseudomonas contie-
nen plásmidos con enzimas codificadas que pueden 
biotransformar compuestos orgánicos derivados del 
petróleo o compuestos organoclorados u organofos-
forados. Estas enzimas son inducibles y la selección 
de las cepas adecuadas puede reducir la contami-
nación por los compuestos xenobióticos (Conesa, 
1997; Sutton y Harmon, 1997). Los microorganis-
mos de la especie P. aeruginosa son muy comunes 
en la naturaleza y pueden ser aislados de una gran 
variedad de fuentes naturales. Pseudomonas puede 
multiplicarse en muchos sustratos, incluyendo los 
xenobióticos, y crecer con nutrientes derivados de 
materiales usados en la construcción de sistemas de 
distribución de agua e instalaciones de tuberías do-
mésticas (Tsoraeva y Rodríguez, 2000).
	 Pseudomonas aeruginosa genera numerosos exo-
productos, incluyendo proteasas, hemolisinas, 
ramnolípidos y derivados de fenazina (Lau, 2004), 
factores potencialmente citotóxicos que aumen-
tan su competitividad y supervivencia (Britigan et 
al., 1999; Norman et al., 2004). Por ejemplo, el 
metabolito secundario soluble en agua piocianina 
(1-hidroxi-5-metil-fenazina) ha mostrado actividad 
antimicrobiana contra una gran variedad de micro-
organismos (Norman et al., 2004). La piocianina se 
sintetiza en cantidades importantes por P. aeruginosa 
en ciertas condiciones desfavorables de crecimiento 
como las condiciones limitantes de hierro. El estrés 
por nutrientes induce en Pseudomonas algunos cam-
bios morfológicos y bioquímicos; además, en condi-
ciones limitantes de crecimiento, la bacteria expresa 
mecanismos de protección, permitiendo a las célu-
las sobrevivir a desafíos ambientales (Fernández y 
Pizarro, 1999; Reardon et al., 2000).

of elimination of pollutants in the environment; this 
process can be used to remove pollutants from soil 
and water (Abalos et al., 2004; Khan et al., 2005). 
Alcaligenes eutrophus, Bacillus stearothermophilus, 
Pseudomonas sp., Rhodococcus sp., and Trichosporon 
cutaneum have been used to degrade phenol and its 
derivatives at low concentrations (0.002-12.7 mM) 
(Hinteregger et al., 1992).
	 Several species of the genus Pseudomonas 
contain plasmids with codified enzymes that can 
bio-transform organic compounds derived from 
oil and organochloride or organophosphorate 
compounds. These enzymes are inducible, and the 
selection and use of appropriate strains can reduce 
pollution by xenobiotic compounds (Conesa, 
1997; Sutton and Harmon, 1997). Microorganisms 
of the species P. aeruginosa are very common in 
nature and can be isolated from a large variety of 
natural sources. Pseudomonas can multiply in many 
substrates, including xenobiotics, and grow by 
absorbing nutrients derived from materials used 
in the construction of water distribution systems 
and domestic piping installations (Tsoraeva and 
Rodríguez, 2000).
	 Pseudomonas aeruginosa generates a large number 
of exo-products, including proteases, hemolysines, 
rhamnolipids and derivatives of phenazine (Lau, 
2004), potentially cytotoxic factors that increase 
their competitiveness and survival (Britigan et al., 
1999; Norman et al., 2004). For example, the water-
soluble secondary metabolite pyocyanine (1-hydroxi-
5-methyl-phenazine) has exhibited antimicrobial 
activity against a large variety of microorganisms 
(Norman et al., 2004). Pyocyanine is synthesized 
in important quantities by P. aeruginosa under 
certain conditions unfavorable to growth, for 
example, where iron is limited. Stress from nutrient 
deficiency induces morphological and biochemical 
changes in Pseudomonas, and, moreover, in limiting 
growth conditions, the bacteria express protection 
mechanisms which allow the cells to survive 
environmental challenges (Fernández and Pizarro, 
1999; Reardon et al., 2000).
	 Thus, the objective of this study was to optimize 
the concentration of iron ions and prevent the 
production and interference of the pigment 
pyocyanine in P. aeruginosa cultures for more 
effective application in degrading toluene, benzene 
and phenol.
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	 Por tanto, el objetivo de este trabajo fue optimizar 
la concentración de iones de fierro y evitar la pro-
ducción e interferencia del pigmento piocianina en 
cultivos de P. aeruginosa para su aplicación efectiva en 
la degradación de tolueno, benceno y fenol.

Materiales y Métodos

Cepa bacteriana y condiciones de cultivo

	 La cepa de P. aeruginosa se aisló de muestras de agua obtenidas 
de la red de suministro local en la zona carbonífera de Coahui-
la, en el norte de México. Se cultivó en agar nutritivo a 37 °C, 
por 24 h en condiciones aerobias y se transfirió al medio selectivo 
agar Pseudomonas (Sigma) para su identificación mediante la pro-
ducción de pigmento (Pichardo et al., 1981) y se conservó en un 
medio mineral sólido: Na2HPO4 (7 g L1), KH2PO4 (2 g L1), 
(NH4)2SO4 (1 g L1), MgSO4 . 7H2O (0.1 g L1), CaCl2 (0.02 
g L1), K2SO4 (0.1 g L1), FeSO4 . 7H2O (0.01 g L1), ZnSO4 

. 7 H2O (0.01 g L1) y CuSO4 (0.01 g L1) a pH 7.

Inducción para la biodegradación de xenobióticos

	 La inducción de P. aeruginosa para degradar benceno, tolue-
no y fenol se realizó adicionando concentraciones diferentes de 
cada uno de los xenobióticos usados en el medio mineral sóli-
do. En el estudio se uso un intervalo de concentración 0.001 
M-0.5 M para cada xenobiótico. La adición de cada xenobiótico 
se hizo progresiva y paulatinamente para detectar cambios en el 
desarrollo de los cultivos, iniciando con concentraciones bajas y 
manejando una sola variable en cada caso.
	 Los cultivos de prueba se inocularon con 125 L de 
Pseudomonas previamente desarrolladas en el medio mineral lí-
quido con las condiciones de cultivo descritas. Se cuantificó el 
crecimiento microbiano en las placas de agar y se realizó la re-
siembra en el medio mineral sólido sin xenobiótico para deter-
minar la viabilidad de las células. 

Métodos analíticos

	 El crecimiento de la cepa P. aeruginosa fue determinado di-
rectamente por turbidimetría a 590 nm con intervalos de 24 h, 
usando un espectrofotómetro Cintra 10 UV-Visible. El medio 
mineral líquido fue la base para verificar el desarrollo del cultivo 
donde se usó glucosa como fuente primaria de carbono (cometa-
bolito) y tolueno, benceno y fenol como fuente secundaria. 
	 Cada variable se evaluó por triplicado y los resultados expe-
rimentales se graficaron considerando el número de repeticiones, 
su promedio (media aritmética) y las desviaciones estándar.

Materials and Methods

Bacterial strain and culture conditions

	 The P. aeruginosa strain was isolated from water samples 
obtained from the local water supply network in the coal-mining 
region of Coahuila in northern México. The strain was cultured 
in nutritive agar at 37 °C for 24 h under aerobic conditions and 
transferred to Pseudomonas selective agar medium (Sigma) for its 
identification through its production of pigment (Pichardo et al., 
1981) and preserved in a solid mineral medium: Na2HPO4 (7 g 
L1), KH2PO4 (2 g L1), (NH4)2SO4 (1 g L1), MgSO4 . 7H2O 
(0.1 g L1), CaCl2 (0.02 g L1), K2SO4 (0.1 g L1), FeSO4 . 
7H2O (0.01 g L1), ZnSO4 . 7 H2O (0.01 g L1) and CuSO4 
(0.01 g L1) at pH 7.

Induction for xenobiotic biodegradation

	 Induction of P. aeruginosa to degrade benzene, toluene and 
phenol was done by adding different concentrations of each of 
the xenobiotics used to the solid mineral medium. In the study 
a concentration interval of 0.001 M-0.5 M was used for each 
xenobiotic. Each xenobiotic compound was added progressively 
and gradually to detect changes in the development of the 
cultures, beginning with low concentrations and with a single 
variable in each case.
	 Test cultures were inoculated with 125 L of Pseudomonas 
previously grown in a liquid mineral medium with the culture 
conditions described above. Microbial growth was quantified 
on the agar plates and the microbes were re-seeded in the solid 
mineral medium without xenobiotics to determine the viability 
of the cells.

Analytical methods

	 Growth of the P. aeruginosa strain was determined directly 
with turbidimetry at 590 nm with intervals of 24 h, using a 
Cintra 10 UV-Visible spectrophotometer. The liquid mineral 
medium was the base to verify the development of the culture; 
glucose was used as the primary source of carbon (cometabolite) 
and toluene, benzene and phenol as secondary sources.
	 Each variable was assessed in triplicate and the experimental 
results were graphed considering the number of replications, 
their average (arithmetic mean) and the standard deviations.

Protein determination

	 After the period of incubation, the propagated cells were 
separated by centrifugation at 7000 rpm for 30 min at 4 °C. 
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Determinación de proteína

	 Después de la incubación, las células propagadas se separaron 
por centrifugación a 7000 rpm, por 30 min a 4 °C; la biomasa 
obtenida se lavó dos veces con solución amortiguadora de fos-
fatos 0.01 M de pH 7, en las mismas condiciones por 15 min. 
El paquete celular se suspendió en 3 mL de la misma solución 
amortiguadora y se cuantificó la concentración de proteína según 
el método de Lowry modificado por Peterson (Gorina y Yakovle-
va, 1980).

Degradación de xenobióticos

	 El análisis de la degradación progresiva de los xenobióticos 
se realizó por espectrofotometría, determinando  el consumo de 
sustrato a 270 nm, 254 nm y 271 nm para tolueno, benceno y 
fenol. Las muestras fueron analizadas a intervalos de 24 h, deter-
minando las tasas de degradación con cada uno de los compues-
tos aromáticos.

Optimización de iones de fierro

	 El efecto de los iones de fierro en la producción de piocianina 
se estudió variando la concentración de FeSO4 (0.01, 0.02, 0.04, 
0.06 y 0.08 g L1) en el caldo de cultivo mineral (pH 7). Se tomó 
como referencia las concentraciones usadas por Zache y Rehm 
(1989), Belhaj et al. (2002), Meenal y Ambalal (2005) y Fortu-
nato et al. (2005). Los medios líquidos fueron inoculados con 0.5 
mL de una suspensión de células obtenida de agar inclinado, con 
una concentración inicial de tolueno 0.03 M e incubados en con-
diciones aerobias con agitación de 250 rpm (Lab-Line incubator 
shaker) a 37 °C por 144 h y monitoreados a intervalos de 0, 24, 48, 
72, 96, 120 y 144 h, cuantificando el crecimiento y la degradación 
de tolueno.
	 Los caldos inoculados con P. aeruginosa se colocaron en ma-
traces erlenmeyer de 1 L adicionando tolueno, benceno y fenol 
en cultivos independientes, según Khan et al. (2005). Las con-
centraciones iniciales para los experimentos de degradación fue-
ron: 0.14 M, 0.16 M y 0.10 M para tolueno, benceno y fenol; 
los matraces se incubaron con agitación (250 rpm) y a 37 °C. Las 
muestras fueron analizadas por el método espectrofotométrico 
a intervalos de 0, 24, 48, 72, 96 y 120 h, determinando el cre-
cimiento microbiano y la tasa de biodegradación (TB) de cada 
compuesto.
	 El diseño experimental fue monofactorial, evaluando inde-
pendientemente la influencia de los iones de hierro en cinco ni-
veles (0.01, 0.02, 0.04, 0.06 y 0.08 g L1), la bioconversión en 
tres niveles (tolueno 0.14 M, benceno 0.16 M y fenol 0.10 M) y 
el desarrollo microbiano por 144 h. Los resultados se procesaron 

The biomass obtained was washed twice with a 0.01 M buffer 
solution of phosphates with pH 7 under the same conditions 
for 15 min. The cell packet was suspended in 3 mL of the 
same buffer solution, and protein was quantified following the 
method of Lowry modified by Peterson (Gorina and Yakovleva, 
1980).

Xenobiotic degradation

	 Analysis of progressive degradation of the xenobiotics was 
conducted by spectrophotometry, determining the consumption 
of substrate at 270 nm, 254 nm, and 271 nm for toluene, 
benzene and phenol. The samples were analyzed at intervals of 
24 h to determine the degradation rates of each of the aromatic 
compounds.

Optimization of iron ions

	 The effect of iron ions on the production of pyocyanine was 
studied by varying the concentration of FeSO4 (0.01, 0.02, 0.04, 
0.06 and 0.08 g L1) in the liquid mineral culture medium (pH 
7). Concentrations used by Zache and Rehm (1989), Belhaj et al. 
(2002), Meenal and Ambalal (2005) and Fortunato et al. (2005) 
were used as references. The liquid media were inoculated with 
0.5 mL of a suspension of cells obtained from inclined agar with 
an initial concentration of toluene of 0.03 M incubated under 
aerobic conditions and shaken at 250 rpm (Lab-Line incubator 
shaker) at 37 °C for 144 h and monitored at intervals of 0, 24, 
48, 72, 96, 120 and 144 h, when microbial growth and toluene 
degradation were quantified.
	 The liquid media inoculated with P. aeruginosa were placed 
in 1 L Erlenmeyer flasks, and toluene, benzene and phenol were 
added in independent cultures, following Khan et al. (2005). 
The initial concentrations for the degradation experiments were 
0.14 M, 0.16 M and 0.10 M for toluene, benzene and phenol. 
The flasks were incubated with shaking (250 rpm) at 37 °C. The 
samples were analyzed by the spectrophotometric method at 
intervals of 0, 24, 28, 72, 96 and 120 h to determine microbial 
growth and the rate of biodegradation (RB) of each of the 
compounds.
	 The experimental design was monofactorial, evaluating 
independently the effect of the iron ions at five levels (0.01, 
0.02, 0.04, 0.06 and 0.08 g L1), bioconversion at three 
levels (toluene 0.14 M, benzene 0.16 M and phenol 0.10 M), 
and microbial development during 144 h. The results were 
processed statistically using Microsoft Office Excel 2003, 
considering the error bars or standard deviation (2) in the 
Figures (p0.05; n3) (Castro, 1979; Walpole et al., 1999; 
Triola, 2004).
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estadísticamente usando Microsoft Office Excel 2003, consi-
derando las barras de error o desviación estándar (2) en las Fi-
guras (p0.05; n3) (Castro, 1979; Walpole et al., 1999; Triola, 
2004).

Resultados y Discusión

	 La cepa desarrollada en agar nutritivo presentó las 
características y morfología celular de P. aeruginosa y el 
crecimiento en agar Pseudomonas mostró la presencia 
de pigmento verde correspondiente a la piocianina.

Inducción para biodegradación 
de xenobióticos

	 Los cultivos desarrollados en placas de medio mi-
neral adicionadas con diferentes concentraciones de 
tolueno, benceno y fenol (0.001-0.5 M) mostraron 
que P. aeruginosa creció en presencia de los tres xe-
nobióticos estudiados separadamente. El crecimiento 
no se inhibió totalmente, pero si disminuyó conside-
rable y significativamente (p0.05) a altas concen-
traciones. Con fenol se apreció menor tolerancia de 
P. aeruginosa a los xenobióticos, aún a bajas concen-
traciones. Las pruebas de viabilidad fueron positivas 
con las concentraciones máximas de 0.31 M para to-
lueno, 0.19 M para benceno y 0.13 M para fenol. 
A concentraciones superiores, el número de células 
decreció en relación directa al aumento de la con-
centración del xenobiótico. Pseudomonas aeruginosa 
mostró una mayor tolerancia a altas concentraciones 
de tolueno, concentraciones menores de benceno y 
aun menores de fenol. 

Biodegradación de los xenobióticos

	 La optimización del proceso de la degradación de 
los xenobióticos se logró determinando el efecto de 
la concentración de iones de fierro en la producción 
de piocianina. Después del período de incubación de 
P. aeruginosa en medio mineral líquido con diferen-
tes concentraciones de FeSO4 (0.01 a 0.08 g L1) y 
con una concentración inicial (0.03 M) de tolueno, 
se observó crecimiento microbiano por turbidime-
tría en todos los matraces. En la cinética de consumo 
de sustrato (Figura 1), la producción de piocianina 
se detectó en el medio con 0.01 g L1 de FeSO4, 
observándose una considerable disminución en la 
concentración de tolueno hasta las 72 h, producto 

Results and Discussion

	 The strain developed in nutritive agar exhibited the 
characteristics and cell morphology of P. aeruginosa, 
and growth in Pseudomonas agar showed the green 
pigment indicating the presence of pyocyanine.

Induction for xenobiotic biodegradation

	 The cultures developed on plates of mineral 
medium to which different concentrations of 
toluene, benzene and phenol (0.001-0.5 M) were 
added showed that P. aeruginosa grew in the presence 
of the three xenobiotics studied separately. Growth 
was not totally inhibited, but it did decrease 
considerably and significantly (p0.05) at high 
concentrations. With phenol, a lower tolerance 
of P. aeruginosa to xenobiotics could be observed, 
even at low concentrations. The viability tests were 
positive with the maximum concentrations of 0.31 
M for toluene, 0.19 M for benzene and 0.13 M for 
phenol. At higher concentrations, the number of 
cells decreased in direct proportion to the increase 
in xenobiotic concentration. Pseudomonas aeruginosa 
exhibited greater tolerance to high concentrations of 
toluene, to lower concentrations of benzene, and to 
even lower concentrations of phenol.

Xenobiotic biodegradation

	 Optimization of the xenobiotic degradation 
process was achieved by determining the effect 
of the iron ion concentration in the production 
of pyocyanine. After the P. aeruginosa incubation 
period in the liquid mineral medium with different 
concentrations of FeSO4 (0.01 to 0.08 g L1) and 
with an initial concentration (0.03 M) of toluene, 
microbial growth was observed by turbidimetry in all 
of the flasks. In the kinetics of substrate consumption 
(Figure 1), pyocyanine production was detected in the 
medium with 0.01 g L1 of FeSO4, and a considerable 
reduction in the concentration of toluene was 
observed until 72 h, product of the biodegradation 
process and a later increase in absorbancy readings 
due to accumulation of the compounds, coinciding 
with the presence of a blue-green color in the culture 
medium caused by the production of pyocyanine, 
a pigment that absorbs in the UV region, as do the 
aromatic compounds (Fernández and Pizarro, 1999).
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del proceso de biodegradación y un posterior aumen-
to en las lecturas de absorbancia por acumulación de 
compuestos, lo cual coincide con la presencia de un 
color azul-verde en el medio de cultivo provocado 
por la producción de piocianina, pigmento que ab-
sorbe en la región UV, al igual que los compuestos 
aromáticos  (Fernández y Pizarro, 1999). 
	 El aumento en los valores de absorbancia sobre 
la lectura inicial, indica el doble efecto dado por el 
remanente del xenobiótico en el reactor y el pigmen-
to producido. A concentraciones mayores de fierro 
(0.02 a 0.08 g L1) no se observó la interferencia de 
piocianina (Figura 1).
	 En la Figura 2 se presentan las tasas de degrada-
ción del tolueno 0.03 M. La mayor velocidad de de-
gradación del tolueno (3.00E-04 M h1) se presentó 
a una concentración de 0.04 g L1 de FeSO4, y la 
menor (2.00E-04 M h1) en las otras concentracio-
nes probadas (p0.05). La mayor remoción de to-
lueno ocurrió al usar concentraciones de 0.02 y 0.04 
g L1  cuya tasa de biodegradación (TB) fue 75 % 
para ambas. Durante el estudio de degradación de 
xenobióticos, se decidió utilizar la concentración de 
0.04 g L1 de FeSO4 en el medio de cultivo, debido 
a que las cinéticas de degradación del tolueno ocu-
rrieron a mayor velocidad en comparación con las 
otras concentraciones de FeSO4.
	 Una vez optimizada la concentración de FeSO4 
en el medio mineral, se desarrollaron cultivos de P. 

	 The increase in absorbance values compared with 
the initial reading indicates the double effect of the 
remanent of the xenobiotic on the reactor and the 
produced pigment. At higher concentrations of iron 
(0.02 to 0.08 g L1) no interference from pyocyanine 
was observed (Figure 1).
	 The rates of 0.03 M toluene degradation are shown 
in Figure 2. The highest rate of degradation of toluene 
(3.00E-04 M h1) occurred with a concentration of 
0.04 g L1 of FeSO4, and the lowest (2.00E-04 M 
h1) in the other tested concentrations (p0.05). 
The most toluene was removed using concentrations 
of 0.02 and 0.04 g L1, with a biodegradation rate 
(BR) of 75 % for both concentrations. During the 
study of xenobiotic degradation, we decided to 
use the concentration of 0.04 g L1 FeSO4 in the 
culture medium since the degradation kinetics of 
toluene occurred at a faster speed than with the other 
concentrations of FeSO4.
	 Once the concentration of FeSO4 was optimized 
in the mineral medium, cultures of P. aeruginosa grew 
in the presence of a concentration of toluene above 
0.03 M (0.14 M).
	 In addition, the effect of benzene and phenol 
was studied in concentrations of 0.16 and 0.10 M. 
After 5 d of incubation, P. aeruginosa exhibited good 
growth in the presence of toluene and benzene, 
but not of phenol. In Figure 3 it is shown that P. 
aeruginosa growth in the presence of toluene and 

Figura 1.	 Cinéticas de degradación de tolueno (0.03 M) con 
diferentes concentraciones de FeSO4 en el medio 
mineral líquido. Condiciones: 37 °C, pH 7, 144 h. 
(n3; desviación estándar2).

Figure 1.	 Kinetics of toluene (0.03 M) degradation with 
different concentrations of FeSO4 in liquid mineral 
medium. Conditions: 37 °C, pH 7, 144 h (n3; 
standard deviation2).

Figura 2.	 Tasas de biodegradación de tolueno (0.03M) en 
cultivos desarrollados con diferentes concentracio-
nes de FeSO4. Condiciones: 37 °C, pH 7, 144 h. 
(n3; desviación estándar2).

Figure 2.	 Rates of biodegradation of toluene (0.03 M) in 
cultures grown with different concentrations of 
FeSO4. Conditions: 37 °C, pH 7, 144 h (n3; 
standard deviation2).
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aeruginosa en presencia de una concentración supe-
rior a 0.03 M de tolueno (0.14 M).
	 Además se estudió la influencia del benceno y de 
fenol en concentraciones de 0.16 M y 0.10 M. Des-
pués de una incubación de 5 d P. aeruginosa mostró 
un buen crecimiento en presencia de tolueno y ben-
ceno, pero no con fenol. En la Figura 3 se observa 
que el crecimiento de P. aeruginosa en presencia de 
tolueno y benceno inició después de 48 h de adap-
tación; en ambos cultivos hubo una fase exponencial 
hasta las 96 h. La velocidad específica de crecimien-
to () fue significativamente mayor (p0.05) en 
los cultivos con 0.16 M de benceno (3.8103 
h1) y menor en los cultivos con 0.10 M de fenol 
(4.0104 h1),  donde también la fase expo-
nencial tuvo una menor duración (hasta las 72 h) 
(marca con la línea de mayor grosor en la Figura 3).
	 El crecimiento microbiano de P. aeruginosa en 
presencia de los xenobióticos fue diferente (p0.05; 
Figura 4): una mayor cantidad de proteína celular 
(1.498 mg mL1) en los cultivos con 0.16 M bence-
no, 0.863 mg mL1 con 0.14 M tolueno y 0.443 mg 
mL1 con 0.10 M fenol. 
	 La tasa de biodegradación (TB) de los com-
puestos se graficó en función del tiempo (Figura 
5). Los cultivos de P. aeruginosa en presencia de 
benceno (0.16 M) mostraron 70.11 % de biode-
gradación, 58.14 % con tolueno (0.14 M) a las 
72 h, y 24.65 % con fenol (0.10 M) en 96 h. Con 

benzene began after 48 h of adaptation; in both 
cultures there was an exponential phase up to 96 
h. The specific growth rate () was significantly 
higher (p0.05) in cultures with 0.16 M benzene 
(3.8103 h1) and lower in the cultures with 
0.10 M phenol (4.0104 h1), where the 
exponential phase also had a shorter duration (up 
to 72 h) (period marked with the thickest line in 
Figure 3).
	 Pseudomonas aeruginosa microbial growth in the 
presence of the xenobiotics was different (p0.05; 
Figure 4): a larger quantity of cell protein (1.498 mg 
mL1) in the cultures with 0.16 M benzene, 0.863 
mg mL1 with 0.14 M toluene, and 0.443 mg mL1 
with 0.10 M phenol.
	 The rate of biodegradation (BR) of the 
compounds was graphed in function of time 
(Figure 5). The P. aeruginosa cultures in the 
presence of benzene (0.16 M) showed 70.11 % 
biodegradation, 58.14 % with toluene (0.14 M) 
after 72 h, and 24.65 % with phenol (0.10 M) after 
96 h. With these results, it can be stated that the 
BR were directly related to the amount of biomass 
produced; the greatest bioconversion was observed 
with 0.16 M benzene (70.11 %), coinciding with 
the highest production of cell protein (1.4982 mg 
mL1). Likewise, the low BR of phenol (0.10 M) 
was obtained with the lowest amount of biomass 
(0.4431 mg mL1).

Figura 3. 	Crecimiento de Pseudomonas aeruginosa en medio 
mineral con tolueno (0.14 M), benceno (0.16 M) y 
fenol (0.10 M). Condiciones: 37°C, pH 7, 120 h. 
(n3; desviación estándar2).

Figure 3.	 Growth of Pseudomonas aeruginosa in mineral 
medium with toluene (0.14 M), benzene (0.16 M) 
and phenol (0.10 M). Conditions: 37 °C, pH 7, 
120 h (n3; standard deviation2).

Figura 4.	 Contenido de proteína celular en cultivos de P. 
aeruginosa desarrollados en presencia de tolueno 
(0.14M), benceno (0.16M) y fenol (0.10M). Con-
diciones: 37 °C, pH 7, 120 h. (n3; desviación 
estándar2).

Figure 4.	 Cell protein content in cultures of P. aeruginosa 
grown in presence of toluene (0.14 M), benzene 
(0.16 M) and phenol (0.10 M). Conditions: 37 °C, 
pH 7, 120 h (n3; standard deviation2).
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Figura 5. 	Tasa de biodegradación de tolueno, benceno y fe-
nol por células de Pseudomonas aeruginosa. Con-
diciones: 37 °C, pH 7, 120 h. (n3; desviación 
estándar2).

Figure 5.	 Rate of biodegradation of toluene, benzene and 
phenol by cells of Pseudomonas aeruginosa. 
Conditions 37 °C, pH 7, 120 h (n3; standard 
deviation2).

lo anterior se puede afirmar que las TB estuvie-
ron directamente relacionadas con la cantidad de 
biomasa producida, observándose la mayor bio-
conversión con benceno 0.16 M (70.11 %), que 
coincide con la mayor producción de proteína ce-
lular (1.4982 mg mL1). Asimismo, la TB baja del 
fenol (0.10 M) se obtuvo con la menor cantidad de 
biomasa (0.4431 mg mL1). 
	 Los componentes químicos específicos de los me-
dios de cultivo determinan el crecimiento del micro-
organismo, la síntesis de sus componentes celulares 
y la finalidad de su aplicación (Sánchez et al., 2003). 
Considerar la finalidad de aplicación de los micro-
organismos es un aspecto importante que requie-
re varios factores metabólicos y fisiológicos, como 
ocurre en los procesos de degradación de diferentes 
compuestos (Menezes et al., 2005). Un nivel inade-
cuado de componentes químicos en el medio de cul-
tivo puede resultar en un pobre desarrollo bacteriano 
y realizar una biodegradación subóptima; de ahí la 
importancia de determinar la cantidad de proteína 
celular de la biomasa obtenida en el desarrollo de los 
cultivos (Kwok et al., 2003).
	 En la mayoría de los trabajos de biorremediación 
es importante la producción de una buena cantidad 
de proteína celular (biomasa), el tipo de población 
bacteriana y sus actividades enzimáticas. Si no se pro-
duce suficiente biomasa de las bacterias degradadoras 
y la concentración de los contaminantes es muy alta, 
no se realizará una degradación rápida o eficiente 
(Norman et al., 2004). 
	 Cavalca et al. (2004) y Reardon et al. (2000) repor-
tan degradación de tolueno (2.7103 M) y bence-
no (5.5104-3.2103 M) por Pseudomonas sp., 
concentraciones inferiores a las usadas en esta inves-
tigación. Además, no obstante la baja biotransforma-
ción obtenida con el fenol, esta cepa de P. aeruginosa 
degradó el compuesto aromático a concentraciones 
iniciales superiores (0.10 M) a las reportadas por 
Hinteregger et al. (1992), Banerjee et  al. (2001) y 
Siedlecka y Stepnowski (2005) de 0.002 a 0.012 M.
	 Un aspecto importante en los procesos de biode-
gradación es la adaptación de los microorganismos 
a los compuestos que se degradarán. En esta inves-
tigación P. aeruginosa fue inducida con diferentes 
concentraciones de los xenobióticos de prueba adi-
cionados a placas de medio mineral. Esta cepa de P. 
aeruginosa pudo usar los xenobióticos como sustratos 
de crecimiento con 0.31 M de tolueno, 0.19 M de 

	 The specific chemical components of the culture 
media determine microorganism growth, synthesis 
of its cell components, and the end goal of its 
application (Sánchez et al., 2003). Consideration 
of the end goal of microorganism application is an 
important aspect that requires knowledge of several 
metabolic and physiological factors, such as those 
that occur in degradation processes of different 
compounds (Menezes et al., 2005). An inadequate 
level of chemical components in the culture medium 
may result in poor bacterial development, resulting 
in suboptimal biodegradation. It is thus important to 
determine the quantity of cell protein of the obtained 
biomass in the development of the cultures (Kwok et 
al., 2003).
	 In most bio-remedial work, production of a good 
amount of cell protein (biomass), type of bacterial 
population and knowledge of its enzymatic activities 
are important. If the biomass of the degrading 
bacteria is not produced in sufficient quantity and 
the concentration of the pollutants is very high, rapid 
or efficient degradation will not be possible (Norman 
et al., 2004).
	 Cavalca et al. (2004) and Reardon et al. (2000) 
report toluene (2.7103 M) and benzene 
degradation (5.5104-3.2103 M) for 
Pseudomonas sp., with concentrations lower than 
those used in our study. Moreover, in spite of the low 
bio-transformation obtained with phenol, this strain 
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benceno y 0.13 M de fenol, que permitieron un buen 
desarrollo de los cultivos en medio sólido.
	 Considerando que la biosíntesis y secreción de 
sideróforos como la piocianina es estrictamente regu-
lada en relación inversa por la concentración del fie-
rro en el medio de crecimiento de las bacterias (Díaz 
de Villegas et al., 2002), se optimizó la cantidad de 
FeSO4 adicionando concentraciones crecientes al 
medio mineral, lo que evitó la producción del pig-
mento, como lo reportan Díaz y Villa (2002). Así se 
eliminó la interferencia en el estudio de la reacción de 
biodegradación de tolueno (0.03M) donde se obtuvo 
una alta TB (75 %).
	 En presencia de 0.01 g L1 de FeSO4 P. aeruginosa 
mostró un buen crecimiento, con un efecto colateral 
que favoreció la producción de piocianina, aumen-
tando las lecturas de absorbancia que interfieren en el 
monitoreo real de la reacción de biodegradación del 
tolueno. La eliminación de la producción del side-
róforo se logró usando concentraciones superiores a 
0.01 g L1 de FeSO4. La concentración óptima para 
este caso fue 0.04 g L1 de FeSO4 que permitió mo-
nitorear la biotransformación. Esta concentración de 
sulfato de hierro coincide con la usada por Belhaj et 
al. (2002) con P. aeruginosa.
	 En el presente estudio se mostró que los efectos de 
la concentración de iones de fierro en la producción 
de fenazinas, como la piocianina, deben ser conside-
rados para mejorar el diseño de cultivo de bacterias 
con capacidad de producir este tipo de pigmentos y 
que puedan ser aplicados confiablemente en los mé-
todos de biodegradación de CA. Las pruebas de de-
gradación individual de CA mostraron que la cepa 
de P. aeruginosa usada degrada tolueno, benceno y 
fenol. Las concentraciones iniciales de los tres CA 
disminuyeron y el proceso de degradación estuvo en 
relación directa con el crecimiento bacteriano. Con 
las concentraciones iniciales de 0.14 M de tolueno y 
0.16 M de benceno se logró 58.14 % y 70.11 % de 
degradación. Estas concentraciones fueron superio-
res a las reportadas por Reardon et al. (2000) con P. 
putida (tolueno 2.7103 M y benceno 5.5104 
- 3.2103 M).
	 La biodegradación de tolueno y benceno fueron 
mayores que la biodegradación de fenol, mostran-
do que la máxima tasa de degradación de tolue-
no (0.14M) y benceno (0.16M) ocurrió a las 72 h 
(durante la fase exponencial), siendo la TB mayor 
para el benceno (70.11 %). Colateralmente, la mayor 

of P. aeruginosa degraded the aromatic compound 
at initial concentrations higher (0.10 M) than those 
(0.002 to 0.012 M) reported by Hinteregger et al. 
(1992), Banerjee et al. (2991) and Siedlecka and 
Stepnowski (2005).
	 An important aspect in biodegradation processes 
is the adaptation of the microorganisms to the 
compounds to be degraded. In our study P. aeruginosa 
was induced with different concentrations of the test 
xenobiotics added to plates of mineral medium. This 
P. aeruginosa strain was able to use the xenobiotics as 
growth substrates with of 0.31 M toluene, 0.19 M 
benzene and 0.13 M phenol, which allowed a good 
development of the cultures in solid media.
	 Considering that the biosynthesis and secretion 
of siderophores such as pyocyanine is strictly 
regulated in inverse proportion by the concentration 
of iron in the bacteria’s growth medium (Díaz de 
Villegas et al., 2002), the quantity of FeSO4 was 
optimized by adding increasing concentrations to 
the mineral medium, preventing production of the 
pigment, as reported by Díaz and Villa (2002). In 
this way, interference was eliminated from the study 
of the biodegradation reaction of toluene (0.03 M), 
obtaining a high RB (75 %).
	 In the presence of 0.01 g L1 FeSO4, P. aeruginosa 
exhibited good growth, with a collateral effect 
that favored the production of pyocyanine, which 
increased the absorbency readings and interfered 
in monitoring the actual biodegradation reaction 
of toluene. Elimination of the production of the 
siderophore was achieved using concentrations higher 
than 0.01 g L1 FeSO4. The optimal concentration 
for this case was 0.04 g L1 FeSO4, which allowed 
monitoring biotransformation. This concentration 
of iron sulfate coincides with that used by Belhaj et 
al. (2002) with P. aeruginosa.
	 In our study, the effects of the iron ion 
concentration on the production of phenazines, 
such as pyocyanine, were shown. These effects 
should be considered in order to improve the design 
for culturing bacteria that are capable of producing 
this type of pigments and that can be reliably 
applied in methods of biodegradation of AC. The 
tests of biodegradation on individual AC showed 
that the P. aeruginosa strain used degrades toluene, 
benzene and phenol. The initial concentrations of 
the three AC decreased, and the degradation process 
was in direct proportion with bacterial growth. With 
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concentración de proteína fue encontrada en las célu-
las desarrolladas en presencia de este CA. 
	 Tolueno y benceno fueron mejores sustratos que 
el fenol, resultando en un mejor crecimiento de P. 
aeruginosa; además fueron degradados más rápido 
que el fenol. La baja tasa de degradación de 0.10 M 
de fenol (24.65 %) correspondió con una baja velo-
cidad de crecimiento de P. aeruginosa y una baja con-
centración de proteína celular. Según Hinteregger et 
al. (1992) los compuestos fenólicos pueden inhibir el 
crecimiento microbiano aún a concentraciones rela-
tivamente bajas (200 mg L1). En el presente tra-
bajo se reporta una cepa de P. aeruginosa que degrada  
fenol a una concentración inicial de 0.10 M, superior 
a la reportada por Hinteregger et al. (1992) con P. 
putida y por Zache y Rehm (1989) con un cultivo 
mixto de P. putida y Cryptococcus elinovii. Esta capa-
cidad degradativa de algunas cepas es de gran interés 
para los procesos de bioremediación (Ma y  Herson, 
2000).

Conclusiones

	 Se mostró la capacidad de P. aeruginosa para de-
gradar compuestos aromáticos, y debido a esta ca-
racterística metabólica la cepa creció en presencia de 
concentraciones elevadas de tolueno (0.31 M), ben-
ceno (0.19 M) y fenol (0.13 M), lo que permite su 
aplicación en procesos de biotecnología ambiental.
	 Tolueno y benceno fueron mejores sustratos que 
el fenol, efecto observado determinantemente en las 
mayores tasas de biodegradación  obtenidas con los 
dos primeros compuestos y las bajas TB con fenol. 
Hubo un efecto similar con la cantidad de biomasa: 
mayor crecimiento y una consecuentemente mayor 
cantidad de proteína celular en presencia de tolueno 
y benceno; no así con fenol. Así, la capacidad degra-
dadora de P. aeruginosa estuvo en proporción directa 
con su crecimiento en presencia de los xenobióticos 
estudiados. Esto confirma que un deficiente desarro-
llo bacteriano (biomasa) converge en una deficiente 
biodegradación, factor importante en el diseño de 
este tipo de tecnologías.
	 Con la optimización de los iones de FeSO4 (0.04 
g L1) en los estudios de biotransformación de 0.03 
M tolueno se logró eliminar la producción e interfe-
rencia de la piocianina en los biorreactores utilizados, 
obteniendo una alta tasa de biodegradación. Esto 
mejora el diseño de cultivo de bacterias productoras 

initial concentrations of 0.14 M toluene and 0.16 
M benzene, 58.14 % and 70.11 % degradation 
was achieved. These concentrations were higher 
than those reported by Reardon et al. (2000) with 
P. putida (toluene 2.7103 M and benzene 
5.5104-3.2103 M).
	 Biodegradation of toluene and benzene was 
greater than that of phenol; the maximum rate 
of degradation of toluene (0.14 M) and benzene 
(0.16 M) occurred at 72 h (during the exponential 
phase), and BR was higher for benzene (70.11 %). 
Collaterally, the highest concentration of protein was 
found in cells developed in the presence of this AC.
	 Toluene and benzene were better substrates than 
phenol, resulted in better P. aeruginosa growth, 
and also degraded faster than phenol. The low 
rate of degradation of 0.10 M phenol (24.65 %) 
corresponded to a low growth rate of P. aeruginosa 
and a low concentration of cell protein. According 
to Hinteregger et al. (1992), phenolic compounds 
can inhibit microbial growth even at relatively low 
concentrations (200 mg L1). In our study, a 
strain of P. aeruginosa degraded phenol at an initial 
concentration of 0.10 M, higher than that reported by 
Hinteregger et al. (1992) with P. putida and by Zache 
and Rehm (1989) with a mixed culture of P. putida 
and Cryptococcus elinovii. The degrading capacity of 
some strains is of great interest for bioremediation 
processes (Ma and Herson, 2000).

Conclusions

	 The ability of P. aeruginosa to degrade aromatic 
compounds was demonstrated, and because of this 
metabolic characteristic, the strain grew in presence 
of elevated concentrations of toluene (0.31 M), 
benzene (0.19 M) and phenol (0.13 M), making 
its application in environmental biotechnological 
processes possible.
	 Toluene and benzene were better substrates 
than phenol, definitely evidenced in the higher 
rates of biodegradation obtained with the first two 
compounds and the los BR with phenol. A similar 
effect occurred with the quantity of biomass: greater 
growth and, consequently, a larger quantity of cell 
protein in the presence of toluene and benzene, 
but not in the presence of phenol. The degrading 
ability of P. aeruginosa was directly proportional to 
its growth in presence of the xenobiotics studied. 



246

AGROCIENCIA, 16 de febrero - 31 de marzo, 2010

VOLUMEN 44, NÚMERO 2

de pigmentos y permite proponer métodos de bio-
degradación de compuestos aromáticos con mayor 
eficiencia y confiabilidad.
	 El presente trabajo proporciona información útil 
para el tratamiento exitoso de aguas contaminadas 
con tolueno, benceno y fenol, lo que permite enten-
der mejor la capacidad y la función de P. aeruginosa 
en aplicaciones biotecnológicas, lo que dará una ma-
yor eficiencia en procesos de biorremediación.
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