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Resumen

Los efluentes industriales son fuente de contaminacion en los cuerpos de agua; pueden
ser tratados con microorganismos especializados que transforman este sustrato en
subproductos de uso industrial, y a su vez disminuyen la carga contaminante. Las bacterias
pueden producir diferentes compuestos, entre ellos los polihidroxialcanoatos (PHA) vy
Exopolisacéridos (EPS), aprovechando esta propiedad se evaluaron los niveles de
remocion en demanda quimica y bioquimica de oxigeno, y sélidos suspendidos totales de
efluentes industriales de dos empresas del sector alimenticio de la ciudad de Manizales,
mediante la utilizaciébn de reactores aerobios tipo batch, inoculados con bacterias que
presentaron mayor produccién de EPS y PHA en medio sintético, a las cuales se lesrealiz6
cinética de crecimiento, registrando la variacion de pH, con el fin de tener un punto de
referencia en el sustrato objeto de estudio. Se obtuvo remociones hasta del 99,07% en
S.S.T., 99,17% en DBOs y 85,93% en DQO, alcanzando producciones de 1667 mg/L de
PHA y de 6483 mg/L de EPS.

Palabras clave: biopolimeros, biorreactor, consorcio, exopolisacaridos,

polihidroxialcanoatos, reactor batch, sustrato.

Abstract

Industrial effluents are a source of pollution in bodies of water can be treated with
specialized microorganisms that transform this substrate in products for industrial use, and

in turn reduce the pollutant load. Bacteria can produce different compounds, including



IX

polyhydroxyalkanoates (PHA ) and Exopolysaccharide (EPS ) , taking advantage of this
property removal levels were evaluated in chemical and biochemical oxygen demand and
total suspended solids from industrial effluents of two food businesses city of Manizales,
using aerobic batch reactors , inoculated with bacteria showed higher production of EPS
and PHA synthetic medium, which underwent growth kinetics, recording the variation in pH,
in order to have a reference point on the substrate under study. Removals of up to 99.07
% in SST , 99.17 % and 85.93 % in BOD5 in COD was obtained , reaching yields of 1667
mg / L of PHA and 6483 mg / L of EPS

Keywords: boipolimers, biorreactor, consortium, exopolysaccharides,

polyhydroxialkanoates, batch reactor, substratum.
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Introduccion

La actividad productiva es uno de los pilares fundamentales del desarrollo econémico. Sin
embargo, los residuos generados y el excesivo consumo de recursos naturales, pueden
constituirse en agentes de deterioro del medio ambiente, restando sustentabilidad al
crecimiento econémico. Como consecuencia de ello, la dimension ambiental ha adquirido
mayor importancia en el disefio de procesos, en la toma de decisiones de inversion y en la

gestion productiva. (Zaror, 2000).

Bajo este contexto las aguas residuales generadas por los procesos industriales pueden
proveer materiales de desecho que pueden ser aprovechadas por microorganismos, “desde
el punto de vista del metabolismo microbiano, estas aguas residuales pueden considerarse
como un “medio de cultivo” que permite el crecimiento de determinadas poblaciones
microbianas, las cuales, interactGan entre siy llevan a cabo una gran cantidad de reacciones
gue conllevan a la degradacién de materia organica y la remociéon de nutrientes; estos
procesos de bioconversion, pueden ser de gran impacto e interés a escala industrial, ya que
es posible desarrollar sistemas de tratamiento econdmicos, eficientes, sin subproductos
contaminantes y ademas permiten la recuperacion de metabolitos con amplias aplicaciones

industriales, tales como los PHAs. (Bitton, 2005; Bravo et al., 2005).

“‘Los Polihidroxialcanoatos (PHA) son un grupo de poliésteres de origen natural,
biodegradables y biocompatibles sintetizados intracelularmente como una reserva de energia
de carbono por una amplia gama de bacterias (Neira & Pardo, 2010), estos “microorganismos
gue los acumulan pertenecen a dos grupos: aquellos que los acumulan por limitacion de un
nutriente en presencia de una fuente de carbono en exceso, y aquellos que los acumulan

durante su crecimiento”. (Rittmann & McCarty, 2001).



Los polihidroxialcanoatos (PHA) son sintetizados por muchas especies de distintos géneros
bacterianos en condiciones de crecimiento caracterizadas por exceso en la fuente carbonada

y limitacion de otros nutrientes como nitrégeno o fésforo. (De Almeida et al., 2004).

Los microorganismos productores de exopolisacaridos se encuentran ampliamente
distribuidos en la naturaleza, incluyendo especies de vida libre saprobios como patégenos de
animales y vegetales (Kang & Cottrell, 1979).

Generalmente, los exopolisacaridos estan compuestos en su mayoria por carbohidratos,
pudiendo presentar sustituyentes organicos e inorganicos ademas de azlcares (Sutherland,
1988).

Las condiciones anteriormente mencionadas permiten seleccionar industrias como las de
alimentos, de los sectores de los lacteos, del maiz y de confiteria, como fuentes de
carbohidratos en sus vertimientos, que sera utilizada como materia prima por bacterias
productoras de biopolimeros, teniendo como impacto ambiental positivo la remocién de
sélidos suspendidos totales (SST), demanda quimica de oxigeno (DQO) y demanda

bioguimica de oxigeno en 5 dias (DBOs)

Para dar inicio a esta investigacion fue necesario partir de aislados conservados de cada una
de las empresas objeto de estudio, por investigadores de Tecnoparque SENA nodo

Manizales y la Universidad Catdélica de Manizales.

Esta investigacion planted seleccionar los aislados de mayor produccién de PHA y EPS en
medio sintético, caracterizar fisicoquimicamente los afluentes de las empresas objeto de
investigacion, evaluar la remocion en niveles de SST, DQO, DBO5, a nivel de laboratorio
utilizando aislados seleccionados y evaluar la produccion de PHA y EPS.

Para el desarrollo de esta investigacion se conté con el apoyo del SENA Regional Caldas
con la disponibilidad de los laboratorios de Biotecnologia de Tecnoparque nodo Manizales y
el de Ciencias Basicas del Centro para la Formacion Cafetera, la cual estd enmarcada en el
macroproyecto “Implementacién de un sistema de tratamiento de efluentes industriales con
bacterias productoras de biopolimeros” con el cual se adquirieron recursos limitados en

equipos Yy reactivos, bajo esta limitante se disefid una metodologia que permitiera realizar



una investigacion de tipo cuasi-experimental con enfoque cualitativo - cuantitativo, que
permitié determinar valores de remocion de SST, DQO y DBO5, haciendo uso de bacterias

nativas productoras de PHA y EPS de cada uno de los vertimientos a analizar.



1.Problematizacion

La produccion industrial aporta bienes, servicios y empleos a la economia, pero es también
una fuente importante de contaminacién y residuos constituidos por un conjunto de
sustancias no deseadas que se generan en las actividades correspondientes de cada

industria.

Incluidas las emisiones al aire o aguas de superficie y las sustancias descargadas en plantas
de tratamiento, depositadas en rellenos sanitarios, emitidas o aplicadas en los suelos,
tratadas, inyectadas en el subsuelo, controladas en sitios de almacenamiento, recicladas o
guemadas para recuperacion de energia (Agardy et al., 2008).

Aparte de sus potenciales efectos en el medio ambiente, los residuos representan
ineficiencias en la produccion industrial. Los residuos entrafian costos para las plantas; éstas
deben pagar por su manejo, el cumplimiento de las normas y la subutilizacién de las materias
primas. Desde una perspectiva social los costos econdémicos incluyen el pago por el
saneamiento de sitios contaminados, el pago de la tasa retributiva de las industrias
generadoras de desechos y el aseguramiento de tratamiento para atender los efectos
adversos producidos por la exposicibn ambiental. Los costos no monetarios incluyen el
agotamiento de recursos no renovables, el uso consuntivo del suelo y la degradacion de los

ecosistemas. (Agardy et al., 2008).

Los rios, y en general las corrientes de agua pueden asimilar cierta cantidad de residuos
antes de llegar a estar contaminados. En lineas generales, cuanto mas caudalosos, rapidos
y mas aislados estén los cuerpos de agua mas capaces son de tolerar una cantidad mayor

de aguas residuales; pero una cantidad excesiva de cualquier tipo de contaminante conlleva



al deterioro de dicha capacidad de asimilacién y en Gltimas a su contaminacion (Bastidas &
Ramirez, 2007).

Durante los ultimos afios la quebrada Manizales y la quebrada Olivares han recibido los
vertimientos domeésticos y del sector industrial que se han asentado alrededor de esta
importante microcuenca, esta situacion ha generado diferentes conflictos alrededor del
recurso, agotando la capacidad de asimilacion de los contaminantes vertidos sobre esta
guebrada, con niveles de parametros fisicoquimicos que impiden el uso del recurso para

diferentes actividades.

Tanto los efluentes industriales como los cloacales deben ser tratados correctamente para
gue puedan ser vertidos al cuerpo receptor final y asi de esta manera, proteger al medio
ambiente y cumplir con las regulaciones vigentes. Sin embargo el elevado costo de la
ingenieria y tratamiento, hace que debamos buscar alternativas viables que tiendan a
disminuir éstos gastos. “La biorremediacion constituye en la actualidad una herramienta
excelente por medio de la cual se puede aprovechar la capacidad degradadora de los
microorganismos para disminuir el contenido toxico de un residuo o la carga organica de un
liquido residual” (Belloso, 2000).

Por esta razon se considerd evaluar la eficiencia de un sistema de biodegradacion que
combina practicas de manejo de habitat y manejo de poblaciones microbianas como una

alternativa ambientalmente sustentable para el tratamiento de efluentes industriales.



2.Justificacion

El desarrollo industrial del pais no puede darse sin que su actividad inherente genere unos
efectos secundarios que resultan perjudiciales tanto para el ser humano como para el medio
ambiente; razén por la cual se deben tomar medidas que mitiguen y disminuyan de manera
considerable dichos efectos y restablecer el equilibrio. Segun el observatorio para el
desarrollo sostenible (Manizales — Colombia) de la Universidad Nacional de Colombia
(BIOMANIZALES), la ciudad de Manizales se ha posicionado como un polo de desarrollo
industrial y comercial del Departamento; contando con industrias de caracter internacional,

nacional y local representando el 3,83% del &rea urbana.

Como producto de dicho desarrollo industrial junto con los asentamientos urbanos y la
actividad agricola, la calidad del agua de la quebrada Manizales y la quebrada Olivares
comenzod a verse afectada; sobrepasando su capacidad de asimilacion ante la gran cantidad
de efluentes vertidos. En la actualidad la quebrada Manizales es el principal contaminante
del rio Chinchina que después de utilizarse en riego, consumo y generacion eléctrica
desemboca al rio Cauca, recogiendo la mayor parte de los efluentes industriales de la ciudad
de Manizales (el 90% de la carga contaminante vertida proviene del sector industrial), de alli
la importancia y necesidad de establecer mecanismos eficientes encaminados a la
recuperacion y sostenibilidad hacia el futuro de este recurso hidrico y a un adecuado

tratamiento de dichos efluentes antes de ser vertidos. (Bastidas & Ramirez, 2007).

En tal sentido desde Tecnoparque del SENA Regional Caldas se introduce en nuestro
contexto dicha tecnologia a través de la propuesta en el tema biopolimeros para uso en
biorremediacion que es una tecnologia que utiliza “el potencial metabdlico de los
microorganismos (fundamentalmente bacterias, Y EN ALGUNOS CASOS hongos y

levaduras) para transformar contaminantes organicos en compuestos mas simples poco o



nada contaminantes, y, por tanto, utilizados para limpiar terrenos o aguas contaminadas”
(Glazer & Nikaido, 1995).

Bajo este argumento la presente propuesta articula los diferentes eslabones de las cadenas
de productos de alto valor agregado como lo son: Centros de Investigacion de Biotecnologia
y Microbiologia de la Universidad Catolica, Red de Emprendimiento del SENA Regional
Caldas, Sector Industrial — Empresarial como aquellas productoras de alimentos del sector
de la confiteria, de los lacteos y del maiz, y demés a quienes les interesa generar desarrollo
regional a través de la puesta en marcha de alternativas de usos de los recursos biolégicos
a bajos costos.

El uso de bacterias de importancia industrial y en el caso especifico, productoras de
biopolimeros, no solo contribuyen al conocimiento de las microbiota presente en los efluentes
industriales de la regién sino que permitird el desarrollo de aislados bacterianos con gran
potencial biotecnoldgico, para la produccion de biopolimeros y de otras sustancias como
enzimas, metabolitos entre otros, el desarrollo de procesos industriales, en miras al

posicionamiento de la industria biotecnoldgica local.

La sostenibilidad del proyecto se respalda en el hecho de que las empresas contindan
buscando un proceso de mejora continua en la gestion ambiental, esto se hace evidente en
aguellas empresas que ya han implementado sistemas de tratamiento de aguas o buscan

con optimizarlos con desarrollos de alternativas tecnoldgicas.

Las principales estrategias aplicables a los sectores productivos para un aprovechamiento
eficiente de los recursos con la consecuente reduccién de impactos ambientales, estan
basadas en brindar las herramientas de gestién y conocimiento para la formulacién de
proyectos de produccidon mas limpia como estrategia empresarial preventiva, integrada y
enfocada hacia la optimizacion de los procesos productivos. Los productos y los servicios,
permiten reducir costos, incentivar innovaciones, mejorar la competitividad de las empresas,

y reducir los riesgos al ser humano y al medio ambiente.



3.0bjetivos

3.1 Objetivo general

Evaluar los niveles de remocién en demanda quimica y bioquimica de oxigeno, y sélidos
suspendidos totales de efluentes industriales con bacterias productoras de
polihidroxialcanoatos y exopolisacaridos a escala de laboratorio en empresas del sector de
alimentos de la ciudad de Manizales.

3.2 Objetivos especificos

Seleccionar los aislados que presenten mayor produccion de polihidroxialcanoatos y

exopolisacaridos en medio sintético.

Realizar ensayo piloto en reactores tipo batch.

Evaluar la remocion en niveles de DBO5, DQO y S.S.T con muestras tomadas en cada uno
de los efluentes industriales mediante reactores aerobios tipo batch a escala de laboratorio

utilizando los aislados seleccionados.

Determinar de la relacién entre los niveles de remocién de los aislados seleccionados y la

produccion de polihidroxialcanoatos y exopolisacaridos.



4.Marco teorico

4.1 Aguas residuales

4.1.1 Generalidades

Las aguas residuales municipales son esencialmente aquellas aguas de abastecimiento que
después de ser utilizadas en las actividades domésticas (consumo humano, cocimiento de
alimentos, aseo personal y local, etc.) y productivas (lavados, diluciones, calentamientos,
refrigeracion, etc.) son descargadas a los alcantarillados domiciliarios o directamente al
ambiente (Minambiente, 2002).

La microcuenca de la quebrada Manizales recibe, una gran cantidad de vertimientos entre
los que se encuentran los domésticos de los sectores de Malteria, La Enea, La Florida, Los
Cambulos, Estambul entre otros, recibe los vertimientos industriales de un nimero importante
de industrias presentes en la ciudad de Manizales, las cuales se encuentran ubicadas en el

sector de Malteria.

Haciendo un recorrido por el cauce de la quebrada se puede observar el gran deterioro que
sufre a lo largo de su recorrido donde recibe vertimientos industriales de empresas como
Progel S.A. Colombit, Industria Licorera de Caldas, Super de Alimentos, Normandy, Top Tec,

Herragro y todas aquellas ubicadas en la zona industrial Juanchito.

Debido a la variedad de aguas residuales que recibe LA quebrada, se puede hallar gran
cantidad de materiales biodegradables y no biodegradables fruto de estas actividades
antrépicas presentes en la zona, qué hace que la quebrada Manizales solo sea un conducto

por el cual se realiza disposicion final de residuos.
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4.1.2 Aguas residuales domeésticas

Segun la guia ambiental Gestion para el manejo, tratamiento y disposicién final de aguas

residuales domésticas (Minambiente, 2002) afirma:

El principal contaminador de las Aguas Residuales Domésticas (ARD) son las heces
FECALES y la orina humana, seguido de los residuos organicos de la cocina; estas presentan
un alto contenido de materia organica biodegradable y de microorganismos que por lo general
son patdgenos.

La materia organica (grasas, proteinas, carbohidratos) presente en las aguas residuales
domésticas es biodegradada por los microorganismos, en condiciones aerdbicas cuando los
cuerpos de agua no estan altamente contaminados, o en condiciones anaerobias cuando se
superan los niveles de asimilacion, agotando el oxigeno disuelto, limitando la vida acuatica y

generando malos olores producto de los procesos de descomposicion.

Las caracteristicas fisicas, quimicas y bacterioldgicas del agua residual de cada centro
urbano varia de acuerdo con los factores externos como: localizacion, temperatura, origen
del agua captada, entre otros; y a factores internos como la poblacién, el desarrollo
socioecondmico, el nivel industrial, la dieta en la alimentacion, el tipo de aparatos sanitarios,
las practicas de uso eficiente de agua, etc, igualmente los vertimientos varian en su caudal
en el tiempo, presentando a nivel doméstico mayores volimenes especialmente en horas de

comidas y de quehaceres domésticos.

4.1.3 Aguas residuales industriales

Se definen como: “Todas las aguas residuales vertidas desde locales utilizados para efectuar
cualquier actividad comercial o industrial, que no sean aguas residuales domésticas ni aguas

de escorrentia pluvial” (Rodriguez et al., 2006).

Los efluentes industriales en general tienen un alto contenido de materia organica el cual es
medido en forma de demanda biol6gica de oxigeno, demanda quimica de oxigeno o carbono
organico total. Los valores de DQO tienen grandes diferencias entre los vertimientos
domeésticos y los vertimientos industriales, encontrandose que para las destilerias, queserias

y empresas de aceites puede llegar a valores de 70.000, 35.000, 150.000 mg/I
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respectivamente, mientras que las aguas domésticas pueden oscilar entre 120 y 300 mg/l
(Merchuck, 1994).

Segun la Guia ambiental Formulacion de planes de pre-tratamiento de efluentes industriales
(Minambiente, 2002), las empresas que mayor contaminacién generan son:

Altas cargas organicas: empresas de alimentos, azUcares, curtiembres, jabones, productos

de aseo personal, papel, glicerina, bebidas.
Altas cargas de solidos: empresas de concreto, extractivas, curtiembres, sacrificios de aves
y ganado.

Potencialmente contaminantes: empresas de curtiembres, metales y de productos quimicos.

Corrosivos: empresas productoras de metales, textiles, de acidos y fosfatos.

4.2 Plantas de tratamiento de aguas residuales

Se podria decir que son como sistemas o estructuras fabricadas para el desarrollo de
procesos de depuracién de manera controlada de tal manera que reduzca la cantidad de
materia organica e inorganica presente en los vertimientos de tal forma que al descargarla a

los cuerpos de agua en la fuente receptora conserven los ecosistemas presentes alli.

PRELIMINAR PRIMARIO PARCIAL e | SECUNDARIO O BIOLOGICO . TERCIARIO
FISICOQUIMICO
AEROBICO
- Lodos
- Filtros Percolodores
= DESARENADOR - Discos Biolégicos |
o - Logunas
OXIDACION
FLOTACION CON QUIMICA
= TRAMPA DE GRASAS AYUDAS
REIASY | -~ ANAEROBICO FILTRACION
REJILLAS T CARBONACEA
Ty .\.‘ - Filtro i
. . SEDIMENTACION - UASB DESINFECCION
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Figura 1. Sistemas de tratamiento de aguas residuales industriales

Fuente: Guia Ambiental Formulacion de planes de pretratamiento de efluentes industriales,
(Minambiente, 2002).
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Para realizar una eficiente remocion de contaminantes en una planta de aguas residuales es
necesario aplicar procesos fisicos, quimicos y biolégicos (Ver figura 1) que no alteren las
condiciones ambientales de las fuentes receptoras, a continuacion se describen los sistemas

mas comunes.

4.2.1 Sistemas de tratamiento de aguas residuales

Dentro de los sistemas de tratamiento mas comunes se pueden encontrar las siguientes

etapas:

= Pretratamiento:

Debe realizarse por medio de procesos fisicos y/o mecénicos, como rejillas, desarenadores
y trampas de grasa, dispuestos convencionalmente de modo que permitan la retencion y
remocion del material extrafio presente en las aguas negras y que pueda interferir los

procesos de tratamiento. (Mindesarrollo, 2000).

= Tratamiento primario:

El objeto de este tratamiento es basicamente “la remocién de los solidos suspendidos y DBO
en las aguas residuales, mediante el proceso fisico de asentamiento en tanques de
sedimentacién se pueden adicionar coagulantes para incrementar la eficiencia de remocion

de fosforo, sélidos suspendidos y DBO” (Mindesarrollo, 2000).

= Tratamiento secundario:

El objetivo de un tratamiento secundario es remover la DBO soluble que escapa de un
tratamiento primario, ademas de remover cantidades adicionales de sélidos suspendidos,
estas remociones se efectian fundamentalmente por medio de procesos bioldgicos. Los
procesos biolégicos, o secundarios, se emplean para convertir la materia organica fina
coloidal y disuelta en el agua residual en floc biologico sedimentable y solidos inorganicos
gue pueden ser removidos en tanques de sedimentacion. Estos procesos se emplean junto
con procesos fisicos y quimicos para el tratamiento preliminar y primario del agua residual
(Mindesarrollo, 2000).
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DQO: medida de la cantidad de oxigeno requerido para oxidacion quimica de la materia
organica del agua residual, usando como oxidantes sales inorganicas de permanganato o
dicromato en un ambiente acido y a altas temperaturas (Mindesarrollo, 2000).

DBO: cantidad de oxigeno usado en la estabilizacion de la materia organica carbonacea y
nitrogenada por acciéon de los microorganismos en condiciones de tiempo y temperatura
especificados (generalmente cinco dias y 20 °C), mide indirectamente el contenido de materia
organica biodegradable (Mindesarrollo, 2000).

Segun la guia ambiental Formulacién de planes de pre-tratamiento de efluentes industriales
(Minambiente, 2002):

Cuando la relacibn DQO/DBO5 de las aguas residuales industriales es mayor que 5,0 son
dificilmente tratables por medios biol6gicos y se consideran no degradables. Para valores
entre 3,0 y 5,0 es necesario realizar estudios adicionales para establecer su degradabilidad,
mientras que cuando esta relacion es inferior a 3,0 las aguas son tratables por medios

biolégicos y se consideran degradables.

Dentro de los procesos biolégicos se presentan dos tipos generales de sistemas de
tratamiento de aguas residuales, los anaerobios y los aerobios que se definirdn a

continuacion:

» Sistemas anaerobios:

El tratamiento anaerobio es el proceso de degradacion de la materia organica (ver figura 2)
por la accion coordinada de microorganismos, en ausencia de oxigeno u otros agentes
oxidantes fuertes (SO<;, NO7;, etc.), como subproducto de ella se obtiene un gas,
denominado usualmente biogas, cuya composicién basica es metano CH. y diéxido de
carbono CO; en un 95%, pero con la presencia adicional de nitrégeno, hidrégeno, amoniaco

y sulfuro de hidrégeno, usualmente en proporciones inferiores al 1% (Mindesarrollo, 2000).
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Figura 2. Proceso de tratamiento anaerobio

Fuente: Guia Ambiental Formulacién de planes de pre-tratamiento de efluentes industriales
(Minambiente, 2002).

La degradacién anaerobia de la materia organica requiere la intervencion de diversos grupos
de bacterias facultativas y anaerobias estrictas, las cuales utilizan en forma secuencial los
productos metabdlicos generados por cada grupo. La digestiébn anaerobia de la materia
organica involucra tres grandes grupos tréficos y cuatro pasos de transformacion:

El proceso se inicia con la hidrélisis de polisacaridos, proteinas y lipidos por la accién de
enzimas extracelulares producidas por las bacterias del Grupo | (bacterias hidroliticas). Los
productos de esta reaccion son moléculas de bajo peso molecular como los azlcares, los
aminodcidos, los acidos grasos y los alcoholes, los cuales son transportados a través de la
membrana celular; posteriormente son fermentados a acidos grasos con bajo niumero de
carbonos como los acidos acético, formico, propiénico y butirico, asi como compuestos
reducidos como el etanol, ademas de H; y CO,. Los productos de fermentacién son
convertidos a acetato, hidrégeno y diéxido de carbono por la accion de las bacterias del Grupo
II, las cuales son conocidas como bacterias acetogénicas productoras de hidrégeno.
Finalmente las bacterias del Grupo Il o metanogénicas convierten el acetato a metano y CO»,
o reducen el CO; a metano. Estas transformaciones involucran dos grupos metanogeénicos
gue son los encargados de llevar a cabo las transformaciones mencionadas anteriormente:
acetotréficas e hidrogenotréficas. En menor proporcion, compuestos como el metanol, las
metilaminas y el acido férmico pueden también ser usados como sustratos del grupo

metanogénico. (Diaz et al., 2002).
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= Sistemas aerobios:
Segun la guia ambiental de Formulacion de planes de pre-tratamiento de efluentes

industriales (2002) los sistemas aerobios:

Los microorganismos aerdbicos requieren la presencia de oxigeno para su desarrollo y
reproduccién, cuando entran en contacto con las aguas residuales industriales usan las
cadenas complejas de carbohidratos presentes en ellas como fuente alimenticia, estas son
utilizadas en su metabolismo generando agua purificada y un gas inerte e inoloro como el
COg; puesto que casi siempre el desarrollo de los organismos esta limitado por la falta de
oxigeno disuelto en las aguas residuales, en los sistemas aerobios se busca proporcionar
este elemento para que su crecimiento y reproduccion sean los maximos posibles. (Ver figura
3).
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Figura 3. Proceso de tratamiento aerobio

Fuente: Guia Ambiental Formulacion de planes de pre-tratamiento de efluentes industriales
(Minambiente, 2002).

Los procesos biolégicos de tratamiento estan fundamentados en la actividad de los
microorganismos, es decir son aplicaciones de las actividades bioquimicas y fisiologicas de
los microorganismos, ya que es la propia actividad metabdlica de éstos, la que determina la
degradacién de la materia organica contaminante, dentro de esta actividad metabdlica hay
algunos microorganismos especializados en la produccion de biopolimeros, como los

productores de polihidroxialcanoatos y los exopolisacaridos que aprovechan la fuente de



16

energia presentes en los vertimientos industriales en forma de cadenas carbonadas (Bernd,
2010).

4.3 Microorganismos

Por microorganismo entendemos cualquier organismo vivo que no sea visible a simple vista,
esta definicion operativa no incluye los hongos, tanto inferiores como superiores, ni las algas
aungue ambos grupos son considerados microrganismo por su organizacion esencialmente
unicelular; Por otra parte organismos pluricelulares o eucariotas pueden ser de tamafio tan
pequefio que entren dentro de la definicion anterior sin dejar por ello de ser estructuralmente
tan complejos como cualquier animal superior, Existen varias clases de microorganismos:

mohos, levaduras, bacterias, actinomicetos, protozoos, algas, virus. (Carrillo, 2003).

Los organismos eucariotas importantes en el tratamiento bioldgico de las aguas residuales

“incluyen los hongos, los protozoos y los rotiferos, y las algas”. (Tchobanoglous, 1995).

Segun Torres (2003): Existe la posibilidad del uso de bacterias con la propiedad de acumular
0 metabolizar metales pesados. La utilizacion de microorganismos que transforman
diferentes compuestos nocivos en otros de menor impacto ambiental ha experimentado un
gran desarrollo reciente. Aunque las bacterias son las mas empleadas en el proceso de
biorremediacién, también se han empleado otros microorganismos como hongos, algas,

cianobacterias y actinomicetes para la degradacién de compuestos toxicos en el suelo.

Segun Madigan et al. (2003): Un microorganismo de uso industrial debe producir la sustancia
de interés; debe estar disponible en cultivo puro; debe ser genéticamente estable y debe
crecer en cultivos a gran escala. Otra caracteristica importante es que el microrganismo de
uso industrial crezca rapidamente y realice su trabajo en un periodo corto de tiempo, debe
crecer en un medio de cultivo econémico que sea altamente disponible, y como caracteristica
principal, este no debe ser patdgeno para el hombre o para los animales o plantas, otra
caracteristica importante de un organismo industrial es que debe crecer rapidamente y
sintetice el producto deseado, en un periodo relativamente corto de tiempo, el
microorganismo también debe ser capaz de crecer en un medio de cultivo liquido
relativamente barato, que se obtenga en grandes cantidades, muchos procesos
microbioldgicos industriales utilizan productos de desecho carbonados provenientes de otras

industrias, para los medios de cultivo a gran escala.
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4.3.1 Caracteristicas microscopicas

El estudio microscépico en fresco y tras tincion revela la forma, la manera de agruparse, la
estructura de las células y su tamafio. Las tinciones son el primer paso, y ocasionalmente el
Unico, para la identificacion bacteriana. Las tinciones mas utilizadas e imprescindibles son la
del azul de metileno y la de Gram. La tincion de Gram es, a menudo, la primera y Unica
herramienta de la que nos servimos para hacer un diagnéstico provisional en el proceso de
identificacion de la mayoria de las bacterias teniendo en cuenta también el tipo de muestra.
Estos son algunos de los términos utilizados para preparaciones tefidas, tincion: uniforme,
irregular, unipolar, bipolar, forma: cocos, bacilos, cocobacilos, filamentosos, bacilos curvos,
capsula: presente o ausente, endosporas: ovales, esféricas, terminales, subterminales,
tamafio: cortos, largos, bordes laterales: abultados, paralelos, céncavos, irregulares,
extremos: redondeados, puntiagudos, disposicion: parejas, cadenas, tétradas, racimos,
formas irregulares: variacion en forma y tamafio, ramificados, fusiformes. (Fernandez et al.,
2010).

4.3.2 Caracteristicas macroscopicas

Dentro de las caracteristicas macroscopicas se encuentra la morfologia de las colonias, que
es fundamental en la identificacion preliminar y en la diferenciacion de los microorganismos.
Para la observacion morfologica es preferible examinar colonias de cultivos frescos crecidas
en medios no selectivos. En este paso de la identificacion es muy importante el aislamiento
de las bacterias en cultivo puro ya que esta debera estar compuesta por un solo tipo de
microorganismos y procedera de una Unica célula. Las colonias de una Unica especie, cuando
crecen en medios especificos y bajo condiciones idéneas se describen por sus caracteristicas
de tamafio, forma, consistencia, y a veces por su color. El tamafio de las colonias bacterianas
es generalmente uniforme entre una misma especie. La forma esta determinada por los
bordes y el grosor de la colonia. El borde puede ser liso o rugoso e irregular; la colonia,
abultada o plana. La textura de la colonia es también importante. Puede variar desde seca a
viscosa, con superficie lisa o granular. Algunos microorganismos producen una colonia
pigmentada, lo que puede ser de ayuda en el proceso de identificacion. (Fernandez et al.,
2010).
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4.3.3 Pruebas bioquimicas

Los cambios quimicos que sufren los sustratos al ser asimilados por las bacterias son
regulados por sistemas enzimaticos propios de cada tipo microbiano. Las técnicas
metabodlicas — microbioldgicas actuales se fundamentan en el analisis de los cambios que
sufren las sustancias nutritivas suministradas en forma bioasimilable, bajo concentraciones
pre-establecidas en medios de cultivo especificos, asi como también en la evaluacion de los
productos metabdlicos de desecho los cuales son caracteristicos de la via metabdlica
adoptada por una bacteria, este comportamiento metabdlico bacteriano esté regido por tres
factores: 1) Sustrato disponible, 2) Sistema enzimatico (propio de cada especie) y 3)
Condiciones ambientales reinantes. Dentro de las pruebas se encuentran: : TSI (Agar triple
azucar hierro), LIA (Agar hierro lisina), citrato de Simmons, urea, rojo de metilo, voges
proskauer, SIM (Sulfuros Indol Motilidad), glucosa, sacarosa, gas a partir de glucosa,
arabinosa, lactosa, manosa, ramnosa, xilosa, fructosa, ribosa, manitol, maltosa, galactosa,
catalasa, oxidasa. (MacFADDIN, 1985).

4.4 Biopolimeros

4.4.1 Polihidroxialcanoatos

Poli-L-hidroxibutirato (PHB) es un polyester termoplastico. Es bio-compatible vy
biodegradable, y por lo tanto de interés industrial, en la célula, el PHB es un material de
almacenamiento intracelular sintetizado durante condiciones de crecimiento desbalanceado,
todas las bacterias capaces de sintetizar PHB lo acumulan durante la fase estacionaria de
crecimiento; en la presencia de un exceso de fuente de carbono y con un crecimiento limitado
por otro nutriente como por ejemplo el nitrdgeno, el acido poli(R)-3-hidroxibutirico (PHB) es
el polyester mas abundante en bacterias, consta de un solo tipo de monémero 3-
hidroxibutirato (3HB) (Ashm et al., 1998).

Sin embargo, cerca de 150 acidos hidroxialcanoicos (HA) diferentes al 3HB han sido
identificado como constituyentes de microorganismos. Los PHA difieren de los polimeros
producidos quimio-sintéticamente tales como el polietileno o polipropileno por su sintesis a
partir de fuentes renovables y por su facil biodegradabilidad a agua y diéxido de carbono
(Jendrossek & Handrick, 2002).
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Segun Kumar (2008) los polihidroxialcanoatos son poliésteres de varios hidroxialcanoatos,
hidroxilados en las posiciones 3, 4, 5y 6 los cuales forman moléculas quirales (Figura 4) que
son sintetizadas por muchas bacterias gram positivas y Gram negativas de cerca de 75

géneros diferentes.

NAAOAA

CH; Lh » CHs

Figura 4. Formula estructural de los PHA

Fuente: Studies on microbial degradation of biological wastes for production of
polyhydroxyalcanoatoes. (Kumar, 2008).

Los PHB son estructuras perfectamente isotacticas. Los P(3HB) aislados de bacterias poseen
del 55 al 80% de cristalinidad, los PHB fueron los primeros PHA descubiertos en especies de
Bacillus ,por tanto es el mas ampliamente estudiado y mejor caracterizado de los PHA,; el
peso molecular de ese rango de compuestos va desde 2x105 a 3x106 Da. Dependiendo del
nuamero de &tomos de carbono en la unidad monomérica, los PHAs pueden ser divididos en
tres grupos: 1) PHAs de cadena corta (scl-PHAS); los cuales constan de 3 a 5 4tomos de
carbonos, 2) PHAs de cadena media (mcl-PHAS); los cuales constan de 6 a 14 atomos de
carbono y 3) PHAs de cadena larga (Icl-PHAS), los cuales constan de 17 y 18 atomos de
carbono. (Kumar, 2008).

= Microorganismos productores de PHA:

Son sintetizados por muchos organismos vivientes, los principales candidatos por la
produccion a gran escala son las plantas y las bacterias; las células vegetales tienen un bajo
rendimiento en la produccion de PHA. El PHA es acumulado de forma natural por las
bacterias como fuente de energia y carbono, cuando las fuentes de nutrientes no estan

balanceadas (Verlinden et al., 2007).



20

Son producidos por diversos cultivos bacterianos, Cupriavidus necator es uno de los que mas
ampliamente ha sido estudiado. Otras cepas que han sido estudiadas mas recientemente
incluyen: Bacillus sp., Alcaligenes sp., Pseudomonas sp., Aeromonas hydrophila,
Rhodopseudomonas palustris, Escherichia coli, Burkholderia sacchari y Halomonas

boliviensis. (Kumar, 2008).

Frecuentemente, los PHAs son producidos a escala industrial usando exclusivamente
bacterias Gram negativas (tales como Wautersia eutropha, Methylobacterium organophillum,
Pseudomonas oleovorans y Escherichia coli recombinante) (Valapppil et al., 2007).

Especies de cerca de 75 géneros son conocidas por ser capaces de sintetizar PHB; a pesar
del hecho que se detect6 también PHB en actinomicetos y levaduras, es mas frecuentemente
acumulado por bacterias de distintos grupos morfolégicos vy fisiolégicos. Unicamente el
monomero fue detectado en el micelio de micromicetos. La produccion de PHB por los
géneros Lactobacillus, Streptococcus y Pediococcus no ha sido bien estudiada y
documentada. (Ashm et al., 1998).

= Aplicaciones médicas y farmacéuticas:

Segun Kumar, (2008);El producto de la degradacion del P(3HB), el acido D-3-hidroxibutirico
es un compuesto metabdlico intermedio presente en todos los organismos superiores; por lo
tanto, es posible que este sea biocompatible a los tejidos animales y el P(3HB) pueda ser
implantado en tejidos animales sin consecuencias toxicas, algunas aplicaciones de los PHAs
bacterianos en el area médica y farmacéutica incluyen: portador biodegradable de dosis de
drogas a largo tiempo, dentro del cuerpo, suturas y escobillones, clavos quirtrgicos, apésitos
para heridas, placas y reemplazos 6seos, remplazos de vasos sanguineos y estimulacion del

crecimiento de hueso, y curacion por propiedades piezoeléctricas.

= Aplicaciones en la agricultura

Segun Kumar, (2008): Son biodegradables en el suelo, sin embargo, el uso de PHAs en
agricultura es muy promisorio; ellos pueden ser usados como portadores biodegradables
para dosis de largo tiempo de insecticidas, herbicidas, o fertilizantes, contenedores para
plantas de semillero, plasticos para proteger las vainas, matriz biodegradable para drogas

empleadas en medicina veterinaria y tuberia para irrigacion de cultivos.
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» Empaquetado biodegradable de material

Segun Kumar, (2008); Los PHA tienen un amplio rango de aplicaciones debido a sus nuevas
caracteristicas, han sido utilizado en peliculas para empacado principalmente en bolsas,
contenedores y recubrimientos de papel, aplicaciones similares como plasticos para materias
primas incluyen los articulos desechables tales como, maquinillas de afeitar, utensilios,
pafiales, productos de higiene femenina, contenedores cosméticos, botellas para shampoo y

copas.

4.4.2 Exopolisacaridos

Los exopolisacaridos microbianos son biopolimeros constituidos principalmente por unidades
glucidicas, producidos por microorganismos (bacterias, levaduras, hongos y arqueo
bacterias) localizados en el exterior de la célula microbiana, en las cubiertas microbianas mas
externas glicocdlix y a veces se encuentran desligados de la célula; la presencia de
exopolisacaridos asociados a células microbianas, se pone de manifiesto por la mucosidad
de las colonias y la viscosidad en medios liquidos (Madiedo & Gavilan, 2005).

La clasificacion de los polisacéridos se puede realizar segun Paris (2009):

En funcion de diversos criterios; segun el grado de asociacion a la membrana se dividen en
polisacaridos capsulares y libres, segln su estructura y composicién en homopolisacéaridos y
heteropolisacaridos, segun el microorganismo productor; sean bacterias, hongos, levaduras,

arqueas y segun el mecanismo de sintesis se dividen en: extracelular, intracelular.

= Composicion quimica de los exopolisacaridos

Generalmente, los exopolisacaridos estan compuestos en su mayoria por carbohidratos,
pudiendo presentar sustituyentes organicos e inorganicos ademas de azucares (Sutherland,
1988).

= Carbohidratos

En los polisacéridos microbianos encontramos una gran diversidad de carbohidratos, siendo
los azucares D-glucosa, D-galactosa y D-manosa en su forma piranésica los monosacaridos
gue mas se repiten en estos polimeros. Las 6- desoxihexosas, L-fucosa y L-ramnosa estan

presentes frecuentemente. (Paris, 2009).
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Algunos polisacaridos pueden contener uno 0 mas azucares raros, tales como L-hexosas o

formas furanosicas de las hexosas, glucosa y galactosa. (Lemoine et al., 1997)

La naturaleza polianiénica de la mayoria de estos polisacaridos es debida a la presencia de
acidos uronicos, siendo mas comun el acido glucurénico. La presencia de acidos urénicos
les confiere la capacidad de unir cationes bivalentes, pudiendo ser empleados en procesos

de detoxificacién y tratamiento de aguas residuales. (Paris, 2009).

» Sustituyentes organicos

El acetato es el componente organico mas comudn unido por enlace éster, aunque no
contribuye a la carga total de la molécula polisacaridica.

El piruvato esta presente en proporciones estequiométricas con los componentes azucarados
del exopolisacérido y unido a una hexosa neutra, aunque en ocasiones se encuentra unido a

acidos uronicos, contribuyendo a la carga anidénica de la molécula.

Grupos succinil y acetilo se han encontrado en el exopolisacarido de ciertas especies de

bacterias Rhizobium y Agrobacterium. (Amemura & Harada, 1983).

En lo que se refiere al contenido en grupos acilo en algunos polisacéaridos, éste puede ser
relativamente alto, encontrandose en proporciones estequiométricas relativas a los
monosacaridos presentes, aunque en algunas ocasiones los polisacaridos contienen

sustituyentes acilo en unidades repetidas alternativamente. (Paris, 2009).

= Sustituyentes inorganicos

Los aniones sulfato (SO4?2) y fosfato (PO43) son sustituyentes inorganicos junto con los
cationes, formando parte de los polimeros polianiénicos. Algunos alginatos llevan
fuertemente unido los cationes bivalentes Ca?*, Ba*" y Sr?*, estos iones se adhieren al
polisacarido durante su produccion, aunque pueden ser desplazados por procesos como
intercambio ionico, electrodialisis, permitiendo la conversion de acido a sal. (Sutherland,
1988).

= Aplicaciones en productos alimentarios

Los polisacéaridos presentan gran cantidad de propiedades Utiles para diversas aplicaciones
en el sector alimentario; se emplean como agentes estabilizantes, texturizantes y gelificantes.
(Sanderson & Clarke, 1983).
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Aunque existen pocos EPS aprobados para el uso en alimentacion, se encuentran en la

elaboracion de gelatinas, golosinas y postres de leche, salsas, almibares y rellenos de tarta.

Estos compuestos se afiaden para el control de la textura del alimento y en la prevencion de
la formacién de cristales de hielo en productos congelados, influyendo en la presentacion del
producto final comestible, algunos se emplean como saborizantes, existiendo una relacién

especifica entre el polisacérido presente y el sabor de un alimento. (Paris, 2009).

La produccion de compuestos saborizantes. El furanol es un agente saborizante producido a
partir de desoxiazUcares extraidos de exopolisacaridos microbianos, ampliamente utilizado
en comidas y bebidas. (Roller & Dea, 1992).

Los desoxiazucares son producidos por bacterias como Klebsiella sp., Escherichia sp.,
Corynebacterium sp., Bacillus sp. y Rhizopus sp. (Graber et al., 1992).

= Aplicaciones industriales

En la extraccién del petréleo, los EPS microbianos se emplean en el llenado y en el proceso
de recuperacion del petréleo actuando como viscosificantes. Se requiere el empleo de un
fluido con comportamiento pseudoplastico, donde la viscosidad disminuye al aumentar la
velocidad de cizalla. Durante la operacion de perforacién, las soluciones deben ser lo
suficientemente fluidas para facilitar el bombeo de la mezcla, y cuando la operacién se
detiene, la viscosidad debe aumentar para que los sélidos se mantengan en suspension y
poder ser estables bajo condiciones extremas de temperatura y pH. Tanto la goma xantana
como el succinoglucano, se emplean como aditivos en muchas etapas del proceso de

perforacion, produccion, transporte y procesamiento de crudo. (Paris, 2009)

Por otro lado, el pululano se emplea en la fabricacién de recubrimientos comestibles cuya
funcion es aumentar la vida til del producto, ademas de combinarse con polietilenglicol para
facilitar y reducir los costes de extracciones enziméticas. Por otro lado, los alginatos

bacterianos se emplean en la industria textil. (Sutherland, 1990).
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= Aplicaciones farmacéuticas y médico- veterinarias
El dextrano es uno de los polisacaridos que desde hace largo tiempo posee una aplicacion
médica; actualmente se produce comercialmente por la bacteria Leuconostocmes enteroides

a partir de un proceso de fermentacion en un medio basado en sacarosa. (Kim et al, 2003).

Otras aplicaciones médicas se basan en la explotacion de las propiedades biolégicas del
dextrano, actuando como agentes antivirales y antitumorales. Son de destacar, las lineas de
investigacion que emplean curdlano modificado (curdlano quimicamente sulfatado
modificado con un derivado de palmitol) para recubrir vesiculas y preparar liposomas
recubiertos con derivados de curdlano, con el objetivo de estabilizar los liposomas contra los
fluidos géstricos para un potencial uso oral. (Moon & Lee, 2004).

= Aplicaciones en biorremediacion medioambiental

La mayoria de los biopolimeros muestran una capacidad de biorremediacion con uniones y
retenciébn de metales pesados. Numerosos estudios demuestran que disoluciones de
biopolimeros pueden extraer metales pesados por quelacién, reduccion, precipitacion,
intercambio i6nico. La capacidad de extraccién de metales pesados de la bacteria Zooglea
ramigera ha sido ampliamente estudiada; esta, es una bacteria productora de exopolisacarido

y se encuentra en el tratamiento de aguas residuales. (Bramucci & Nagarajan, 2000).

4.4.3 Biosintesis de polimeros bacteriales

Carbon source
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Figura 5. Principales rutas metabdlicas hacia la sintesis de varios polimeros
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Fuente: Rehm, 2010.

En la figura 5, las lineas solidas indican las rutas metabdlicas primarias vinculadas con
polimeros precursores intermediarios. Las lineas punteadas indican que existen pasos
enziméticos multiples; los polisacaridos se muestran en los recuadros verdes, los poliésteres
en recuadros rosados, poliamidas en recuadros azules y los polianhidridos inorganicos en
color lila. (Rehm, 2010).
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5.Antecedentes

La emisién de efluentes es un problema ambiental de gran importancia en los paises
industrializados. “Las técnicas convencionales de tratamiento de efluentes implican utilizar
procesos y productos costosos que generalmente deterioran el ambiente y generalmente

dejan remanentes que requieren de tratamientos mas complejos” (Abril, 2005).

En los Udltimos afos, se han desarrollado tecnologias alternativas para el tratamiento de
efluentes conocidas como biorremediacion. La biorremediacion es un proceso que utiliza
microorganismos para transformar sustancias peligrosas en compuestos no toxicos o0 menos

peligrosos. (Arellano, 2002).

Con la introduccién de bacterias a los sistemas de depuracion se busca aumentar la velocidad
de degradacién de los contaminantes, pero si las bacterias son exégenas al sistema suelen
perder su capacidad de degradacion debido a problemas de adaptacién frente a las

condiciones de campo. (Abril, 2005).

Si bien los sistemas de biorremediacion estan siendo utilizados con éxito en paises
desarrollados, la aplicacion de estas tecnologias en Colombia es incipiente y de caracter
experimental. Probablemente esto se deba a que el éxito de los tratamientos de
biorremediacion depende no solo de la introduccion de especies (bacterias o plantas) sino
también del manejo integrado del ecosistema. Por tal motivo es nuestro interés desarrollar

metodologias que se adapten a las condiciones ecoldgicas de cada ambiente en particular.

Para el afio 2003, segun la Corporacién andina de Fomento (CAF):

En Colombia participan 62 grupos en actividades de investigacion sobre recursos

fitogenéticos, que representan mas de 45% del total. Otros 12 grupos realizan investigaciones
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sobre temas relacionados con el medio ambiente y la industria. Las investigaciones sobre los
microorganismos son las menos desarrolladas equivalentes al 4% asi mismo sefiala que
ninguno de estos grupos ha avanzado en el &rea de los negocios biotecnholdgicos derivados

de los productos naturales.

Actualmente la informacién que se encuentra registrada en el banco de patentes relacionada
con biopolimeros, reportada por la Superintendencia de Industria y comercio correspondiente
a patentes publicadas en Colombia son:

Geles degradables en aplicaciones de aislamiento zonal., expediente 7 105875.

Proceso de recuperacion de aceite que emplea porcién de inyeccion previa que contiene
polimero, expediente 92 144698.

Proceso mejorado de recuperacion de hidrocarburos liquidos, expediente 92 356243.

Fluido para taladrar basado en agua y una arcilla gelenate., expediente 98 18304.
Biopolimeros con base en lactococcus lactis NRRL B-30656, el proceso para el cultivo de
lactococcus lactis NRRL y el proceso para la producciéon del biopolimero, expediente 3

112173.

Ensayo homogéneo de unién de biopolimero por medio de mediciones mudltiples bajo

condiciones variadas., expediente 4 15669.
Composicién limpiadora antimicrobial, expediente 6 26807.
Bajo este contexto las investigaciones patentadas y publicadas en el tema de biopolimeros

son muy escasas y no se encuentran trabajos realizados con respecto al aislamiento de

bacterias nativas de cada vertimiento para su propio tratamiento.
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6.Estrategia metodologica

Este proyecto investigativo se realiz6 teniendo en cuenta un disefio exploratorio experimental
con enfoque cuantitativo, con el cual se determinaron valores de remocion de S.S.T., DQOy
DBOs haciendo uso de bacterias nativas productoras de PHA y EPS de cada uno de los

vertimientos a analizar.

Con el fin de dar inicio a lo planteado en esta investigacién y cumplir con el alcance que esta
tiene, fue necesario partir de los aislados seleccionados, debidamente codificados y
conservados de cada una de las empresas objeto de estudio, los cuales fueron entregados
por los investigadores de Tecnoparque SENA nodo Manizales y la Universidad Catdlica de
Manizales quienes realizaron la exploracion de diferentes ambientes en el sector industrial,
para la obtencién de bacterias productoras de biopolimeros intracelulares (PHA) y
extracelulares (EPS), descripcion macroscoépica y microscopica, caracterizacion bioquimica

y conservacion de los aislados productores.

6.1 Seleccion de los aislados que presenten mayor
produccion de polihidroxialcanoatos y
exopolisacaridos en medio sintético

6.1.1 Extraccion de polihidroxialcanoatos y exopolisacaridos en
medio sintético

Se estimé la produccion de biopolimeros con los aislados obtenidos, aplicando un disefio

experimental con tres réplicas por aislado.
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Se utiliz6 un medio de cultivo sintético enriquecido con glucosa para la medicion de
producciéon de PHA (Fernandez et al., 2005) con modificaciones, el cual consistié en inocular
en el sustrato sintético el aislado objeto de estudio a una concentracién de 9 x 10 8 bacterias
por cada mililitro, valor 3 segun la escala nefelometrica de Mc Farland (Fernandez et al.,
2005), por un periodo de 24, 48 y 72 horas, en cada periodo de incubacién el precipitado
recuperado de centrifugacion se resuspendié en hipoclorito de sodio con 5% de cloro libre y
EDTA 10 mili molar (mM), se incubaron a 60 °C durante un periodo de 1,5 horas, se
centrifugaron y se lavaron con agua destilada. El sedimento se resuspendié en acetona, se
centrifugd, se eliminé el sobrenadante y se resuspendié en metanol frio, centrifugando

nuevamente y descartando el sobrenadante, recuperando el precipitado (Ver anexo A).

Para la medicién de la produccién de EPS Se utilizé un medio de cultivo sintético enriquecido
con sacarosa (Torres et al., 2011) con modificaciones, el cual consistié en dejar el sustrato
sintético con el aislado objeto de estudio durante 72 horas, se centrifugd, tomando el
sobrenadante y se adicion6 2 volimenes de etanol al 70%, se almacend a 4 °C durante 12
horas, pasado este tiempo, se centrifugd descartando el sobrenadante y se secoé la biomasa

precipitada a temperatura ambiente (Ver anexo B) .

6.1.2 Determinacion de las diferencias bioquimicas de los aislados
seleccionados

Con el fin de garantizar que los aislados tenian caracteristicas macroscoépicas, microscopicas
y biogquimicas diferentes, se partié de resultados obtenidos en el laboratorio de biotecnologia
de Tecnoparque nodo Manizales y se realizaron los comparativos de caracteristicas
microscOpicas como: tincibn de Gram, tincibn de sudan negro, tincibn negativa,
caracteristicas macroscépicas como: forma, margen, elevacion, superficie, textura, propiedad
Optica, tamafio, configuracion, color; pruebas bioquimicas como: TSI, LIA, citrato de
Simmons, urea, rojo de metilo, voges proskauer, SIM, glucosa, sacarosa, gas a partir de
glucosa, arabinosa, lactosa, manosa, ramnosa, xilosa, fructosa, ribosa, manitol, maltosa,
galactosa, catalasa, oxidasa.

6.1.3 Cinéticade crecimiento de los aislados seleccionados

Una vez se determinaron las bacterias con mayor produccion de PHA y EPS y de

caracteristicas diferentes, se procedi6 a realizar la cinética de crecimiento de estos aislados
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en medio sintético, evaluando densidad 6ptica a 600 nm y el comportamiento del pH. Las

bacterias se evaluaron de forma individual y en consorcio. (Becker, 1996).

6.2 Ensayo piloto en biorreactores tipo batch

Se realiz6 el montaje de birreactores tipo batch en envases plasticos de 2 litros con un
volumen de trabajo de 1,2 litros, provistos con inyeccion de aire de forma ascendente,
inoculados al 10% con un aislado nativo productor de PHA, un productor de EPS a una
concentracion de 9 x 10 & bacterias por cada mililitro, valor 3 segun la escala nefelémetrica
de Mc Farland (Fernandez et al., 2005) y la mezcla de estas dos en la muestra del

vertimiento, a fin de determinar los posibles ajustes a la prueba definitiva (Ver anexo C).

A estos biorreactores se les realiz6 un monitoreo de los siguientes parametros: temperatura,
pH, oxigeno disuelto, sélidos disueltos totales, turbidez y porcentaje de sedimentacion a fin
de determinar los puntos de toma de muestras segun el comportamiento del pH vs turbidez

y porcentaje de sedimentacioén.

6.3 Evaluacion de la remocion en niveles de S.S.T, DQO y
DBOs, a escala de laboratorio

6.3.1 Caracterizacién fisicoquimica de los afluentes de las empresas
objeto de investigacion

Se realiz6 un muestreo compuesto por empresa en tres momentos, donde se tomd muestras

en un dia de produccion, cada hora, durante 4 horas a la entrada del sistema de tratamiento

de aguas residuales.

Las variables analizadas fueron: temperatura, pH, conductividad, oxigeno disuelto, mediante

equipo portatil multiparametro WTW 3430 SET F, SST por método gravimétrico, DBO5

mediante equipo OXI700 BOD System, DQO, Carbono organico total (COT), ortofosfatos con
equipo NANOCOLOR UV/VIS MN Since 1911, nitrégeno mediante método Kjeldhal y aforo
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de caudal por volumetria, con el fin de conocer las caracteristicas del afluente de la empresa

en estudio.

6.3.2 Montaje de reactores batch

Se realiz6 el montaje de un biorreactor por cada aislado seleccionado, un biorreactor para el
consorcio de los dos aislados productores de PHA, un biorreactor para el consorcio de los
dos aislados productores de EPS, un biorreactor con la mezcla de las cuatro aislados
seleccionados, todos estos reactores se montaron con el sustrato crudo; por ultimo se realizé

el montaje de un biorreactor control con efluente crudo sin inocular (Ver anexo D).

Cada reactor se prepar6 con un volumen de trabajo de 1,2 L de los cuales 1,08 corresponde
a la muestray 0,12 L o sea el 10% del volumen de trabajo corresponde al in6culo con el
aislado a una concentracion de 9 x 108 bacterias por cada mililitro, valor 3 segun la escala
nefeldmetrica de Mc Farland (Fernandez et al., 2005)

Una vez hecho el montaje de los biorreactores, se hizo un seguimiento al pH, donde se
tomaron muestras en el punto mas bajo de la curva y en el punto de estabilizacién del mismo,
con estas muestras se evalué los SST, DQO y DBOs, con el fin de determinar la tasa de

remocion.

6.4 Determinacion de la relacion entre los niveles de
remocidn de los aislados seleccionados y la produccion
de polihidroxialcanoatos y exopolisacaridos

Una vez se determinado el punto final de remocion de los aislados se estimo la produccion
de biopolimeros, haciendo mediciones de produccién de PHA y EPS por cada uno de los
biorreactores montados de acuerdo a la metodologia mencionada anteriormente, resultados
con los cuales se realizé la relacion de niveles de remocién de SST, DQO y DBOs con

respecto a la produccion de PHA y EPS.
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7.Resultados y discusidn

7.1 Seleccion de los aislados que presentan mayor

produccion de polihidroxialcanoatos y
exopolisacaridos en medio sintético

7.1.1 Extraccién de polihidroxialcanoatos y exopolisacaridos en
medio sintético

= Extraccién de Polihidroxialcanoatos

Promedio Produccién de PHA (mg/L)

B24H
O48H

Produccion mg/L

B72H

NP1 NP2 NP3 NP4 NPS NP6 NP7 NP8
Aislados Empresa de Alimentos Licteos y del Maiz

Figura 6. Produccion de PHA en miligramos / litro a las 24, 48 y 72 horas de 8 aislados provenientes de
una empresa de alimentos lacteos y del maiz.
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Figura 7. Produccion de PHA en gramos / litro a las 24, 48 y 72 horas de 8 aislados provenientes de una
empresa de alimentos del sector de la confiteria

Con el fin de conocer el potencial de produccion de cada uno de los aislados obtenidos por
cada una de las empresas objeto de esta investigacion se procedid a realizar la medicion de
produccion de PHA (Fernandez et al., 2005) con modificaciones , de la empresa de lacteos y
del maiz se obtuvo 8 aislados a los cuales se les realiz6 un andlisis de produccién de PHA,
obteniendo los resultados mostrados en la figura 6, después de realizar extraccion a las 24,
48 y 72 horas, con estos resultados se seleccionaron los aislados identificados como NP2 y
NP4 por presentar mayor produccion en su punto maximo, obteniendo 33,33 mg/l y 96,67mg/I
respectivamente, de igual manera de la empresa de alimentos del sector de la confiteria se
obtuvo 8 aislados a los cuales se les realiz6 este mismo analisis , obteniendo los resultados
mostrados en la figura 7 después de realizar extraccion a las 24, 48 y 72 horas. Con estos
resultados se seleccionaron los aislados identificados como SP1 y la SP6 por presentar
mayor produccion en su punto maximo, obteniendo 73,33 mg/l y 80 mg/l respectivamente;
(Otero, 2012) utilizando esta misma metodologia en aguas residuales domésticas de la

ciudad de Pasto encontr6é dos cepas con una produccion de 5,24 g/l y 3,86 g/l, de PHA.
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= Extraccién de Exopolisacaridos

Promedio Produccién de EPS (mg/L)
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Figura 8. Produccion de EPS en miligramos / litro a las 72 horas de 10 aislados provenientes de una
empresa de alimentos lacteos y del maiz.
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Figura 9. Produccion de EPS en gramos / litro a las 72 horas de 10 aislados provenientes de una
empresa de alimentos lacteos y del maiz.

Los resultados obtenidos al analizar el potencial de produccién de cada uno de los aislados
obtenidos se pueden observar en las figuras 8 y 9, donde de la empresa de alimentos del
sector de la confiteria se obtuvo 7 aislados, a los cuales se les realiz6 un analisis de
produccion de EPS y después de 72 horas de inoculados en sustrato sintético enriquecido
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con sacarosa segun (Torres et al., 2011) con modificaciones se seleccionaron los aislados
identificados como SE4 y SE5 por presentar una produccién mayor a los demas, de 99,33
mg/l y 54,33 mg/l al cabo de tres dias, de igual manera para la empresa de lacteos y del maiz
se siguié el mismo procedimiento para diez aislados obtenidos que al cabo de 72 horas se
seleccionaron los aislados identificados como NE3 y NE9 por presentar una produccion
mayor a la de los demas, de 33,33 mg/l y 24,33 mg/l después de tres dias. Torres et al en el
2011 report6 una produccion de EPS de 400 mg/l y 1600 mg/l para dos aislados de bacterias
acido lacticas obtenidas a partir de suero de leche fresco, de una empresa de lacteos; lo que
permite tener un referente en la produccion de biopolimeros de tipo exopolisacéridos
siguiendo el mismo procedimiento de extraccién. En este punto es importante aclarar que al
momento de realizar la activacién para de los aislados para su posterior andlisis, se tuvo
dificultad con el SE5, el cual no fue posible recuperar, por tal motivo se procedio a utilizar el
SE3, con el cual se realizaron todas las pruebas.

= Comparativo de las pruebas bioquimicas de los aislados seleccionados

De acuerdo a los aislados seleccionados se realiz6 un comparativo de 22 pruebas
bioguimicas en las que se encuentran TSI, LIA, citrato de Simmons, urea, rojo de metilo,
voges proskauer, SIM, glucosa, sacarosa, gas a partir de glucosa, arabinosa, lactosa,
manosa, ramnosa, xilosa, fructosa, ribosa, manitol, maltosa, galactosa, catalasa, oxidasa.

Con el fin de disminuir el riesgo de trabajar con aislados iguales se realizaron estas pruebas
bioguimicas que permiten diferenciar cada aislado de acuerdo a su metabolismo, cuando se
expone a un sustrato y ambientes especificos. En la tabla 1 y 2 se muestran las diferencias
encontradas.

Tabla 1. Pruebas bioquimicas de los aislados productores de PHA escogidos para una empresa de

alimentos lacteos y del maiz

TIPODE | o 1o TSI LIA CITRATO DE
POLIMERO GAS RESULTADO LISINA SIMMONS
PHA NP2 - A/A - -
NP4 + K/K + +
VOGES SIM
PROSKAUER GD‘:SG‘tS?g;f CATALASA
72h MOTILIDAD

PHA NP2 - - - -
NP4 + + + +

Fuente: Laboratorio de biotecnologia — Tecnoparque nodo Manizales
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Tabla 2. Pruebas bioquimicas de los aislados productores de EPS escogidos para una empresa de
alimentos lacteos y del maiz

VOGES SIM
P;IS:\JIIED: 0 AISLADO | PROSKAUER CATALASA
72h INDOL
EPS NE3 * - +(d)
NE9 - + -

Fuente: Laboratorio de biotecnologia — Tecnoparque nodo Manizales

Para el caso de los aislados productores de PHA escogidos se encontraron

diferencias en 8 pruebas bioguimicas (ver tabla 1) y para los aislados productores de

EPS se encontraron diferencias en 3 pruebas bioquimicas (ver tabla 2) de las 22
aplicadas.

Tabla 3. Pruebas bioquimicas de los aislados productores de PHA escogidos para una empresa de
alimentos del sector de la confiteria

TIPO DE AISLADO LIA ROJO DE GAS A

POLIMERO RESULTADO LISINA METILO 48h | PARTIR DE
PHA SP1 K/A - - -
SP3 K/K + + +

ARABINOSA XILOSA RIBOSA OXIDASA
- - - -

PHA SP1

sP3 + = = =

Fuente: Laboratorio de biotecnologia — Tecnoparque nodo Manizales

Tabla 4. Pruebas bioquimicas de los aislados productores de EPS escogidos para una empresa de
alimentos del sector de la confiteria

TIPO DE KSR —_— ROJO DE VOGES
POLIMERO METILO 48h |PROSKAUER
- SE3 - - +
SE4 + - E
GASA | araBINOSA| RiBOSA
PARTIR DE
SE3 + + +

EPS

SE4 E = =

Fuente: Laboratorio de biotecnologia — Tecnoparque nodo Manizales

Segun los resultados obtenidos en la tabla 3 se puede evidenciar diferencia en 8
pruebas bioquimicas para los aislados productores de PHA, mientras que para los
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productores de EPS, se encontraron 6 diferencias en la pruebas como se observa en
la tabla 4, para estos aislados se aplicaron 22 pruebas bioquimicas.

La totalidad de los resultados obtenidos se pueden consultar en los anexos Ey F.

7.2 Estudio de cinética de crecimiento en medio sintético

7.2.1 Aislados seleccionadas en la empresa de alimentos del sector
de los lacteos y el maiz

Cinética de crecimiento y curva de pH
aislados NE3 y NE9 productores de EPS
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Figura 10. Cinética de crecimiento y andlisis de pH de los aislados NE3 y NE9 nativos de una empresa de
lacteos y del maiz.

Cinética de crecimiento y curva de pH
aislados NP2 y NP4 productores de PHA
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Figura 11. Cinética de crecimiento y analisis de pH de los aislados PHA 124 y 131 nativos inoculados en
vertimientos industriales de una empresa de alimentos de los lacteos y del maiz.
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Figura 12. Cinética de crecimiento y analisis de con una mezcla de EPS 124, 131 y PHA 124 y 131
inoculadas en vertimientos industriales de una empresa de alimentos de los lacteos y del maiz.

7.2.2 Estudio de cinética de crecimiento de
seleccionados paralas empresas de alimentos del sector de la
confiteria

Densidad doptica a 600 nm

Cinética de crecimiento y curva de pH

aislado SE3 y SE4 productores de EPS
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Figura 13. Cinéticade crecimiento y andlisis de pH con los aislados EPS 86y 97 inoculados en vertimientos
industriales de una empresa de alimentos del sector de la confiteria.
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Cinética de crecimiento y curva de pH
: aislados SP1 y SP3 productores de PHA
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Figura 14. Cinética de crecimiento y analisis de pH con los aislados PHA 101 y 104b inoculados en
vertimientos industriales de una empresa de alimentos del sector de la confiteria.

Cinética de crecimiento y curva de pH
mezcla de aislados SE3, SE4, SP1 y SP3

€
g 1 6,4
Q99 6,2
o 0.8
g 07 6
=06 5,8
205 iy —0D600
0 Q

304 -
T 0,3 54
1]
c02
ao1 52

0 5

0 200 400 600 800

Tiempo en minutos

Figura 15. Cinética de crecimiento y analisis de pH con una mezcla de EPS 124, 131 y PHA 124 y 131
inoculados en vertimientos industriales de una empresa de alimentos de los lacteos y del maiz.

En las figuras 10, 11, 12, 13, 14, 15 se puede observar un comportamiento similar de todos

los aislados ya que a medida que la biomasa microbiana aumenta, el pH desciende producto
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del metabolismo microbiano al degradar los componentes propios del medio; estabilizandose
tan pronto la bacteria llega a su fase estacionaria. La tendencia inicial del pH muestra un
fuerte descenso hasta alcanzar valores minimos entre 4,3 y 5,2, en una segunda etapa
muestra una tendencia al ascenso hasta encontrar valores de 5,8 como observamos en la
figura 15 donde la estabilidad en la densidad Optica esta alrededor de 0,9, similar
comportamiento fue reportado por Nyman en el 2010, quien expresa que el descenso en el
pH se debe probablemente a la produccion de dioxido de carbono.

Tal observacion permite definir dos etapas en el comportamiento de los aislados, comdn a
todos ellos, en donde a medida que la densidad 6ptica sube, el pH baja por la produccién de
metabolitos de caracteristicas acidas como el CO,, una vez la cinética de crecimiento llega a
su fase estacionaria, el pH empieza a subir muy lentamente, comportamiento que es asociado
probablemente al punto donde los aislados han consumido toda la fuente de carbono
presente en el sustrato e inician con la acumulacién de material de reserva formando 4-
hidroxibutirato, precursor para la formacion de polihidroxibutirato (PHB), compuesto con

caracteristicas basica. (Valappil, 2007).

Otero en el 2012 reporta que el perfil de crecimiento del aislamiento bacteriano EIM10 RP
presenta una fase exponencial durante las primeras 24 h y una fase estacionaria que se
extiende desde las 30 h hasta después de las 84 h de cultivo. Estos resultados reportados

tienen similares comportamientos a los encontrados en este estudio.
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7.3 Prueba piloto

7.3.1 Comportamiento del pH con la inoculacion de las bacterias
SP3 y SE1 en vertimientos de una empresa de alimentos del
sector de la confiteria

Comportamiento pH al inocular los aislados SP3 Y
SE1
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Tiempo (Horas)

Figura 16. Comportamiento del pH en vertimiento de empresa de alimentos del sector de la confiteria
autoclavado e inoculado con aislado SP3 productor de PHA y SE1 productor de EPS.

En la figura 16 se observa que el comportamiento del pH, inicialmente es descendente
alcanzando valores minimos entre 5,6 y 5,8 posiblemente, por la produccion probablemente
de didxido de carbono como lo reporta (Nyman, 2010), y a la produccion de aceto acetil en el
ciclo de krebs de caracteristicas &cidas segun la ruta metabolica reportada por (Rivera &
Nevarez, 2009) para la produccion de PHA, alcanzando un punto minimo entre las 15y 62
horas para el caso del aislado SP3 y de 15 a 50 horas en el caso del aislado SE1 en el cual
cambia su tendencia y muestra un ascenso producto de la sintesis del 3 hidroxibutiril segun
ruta metabolica reportada por (Rivera & Nevarez, 2009) para la produccion de PHA, hasta
llegar a un punto de cambio en pH relativamente bajo después de las 100 horas en ambos

casos.
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Figura 17. Comportamiento de la sedimentacion en vertimiento de empresa de alimentos del sector de la
confiteria autoclavado e inoculado con aislado SP3 productor de PHA y SE1 productor de EPS.

En lafigura 17 se puede observar como el porcentaje de sedimentacion mayor se da después
de las 98 horas en el caso del aislado SP3 y de las 74 horas en el caso del aislado SE1,
comportamiento que se da cuando justamente el pH empieza a estabilizar en la etapa de
ascenso como se puede observar en la figura 16., lo que hace presumir que al llegar a la fase
estacionaria de la curva de crecimiento bacteriano ocurre la sedimentacion por efectos del
proceso de floculacion.

(Salehizadeh & Shojaosadati, 2001) afirman que existe una correlacion entre la acumulaciéon
de floculante biopolimérico extracelular y la agregacion celular. La floculacion biol6gica se
presenta Unicamente cuando el microorganismo ha entrado a su fase enddgena, es decir
cuando cesa el crecimiento y la concentracion de alimento es minima. Estos resultados
sugieren que la produccién del biopolimero extracelular se presenta en la fase final en un

cultivo por lotes (batch). (Shimofuruya et al., 1996) determinaron que la actividad floculante,
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para Streptomyces griceus incrementd con el tiempo de cultivo luego de los tres dias;
encontrandose el maximo valor a los 4 dias de evaluacion. (Hantula & Bamford, 1991),
encontraron que la actividad floculante para Flavobacterium sp. Se dio al final de la fase de

crecimiento exponencial e inicios de la fase estacionaria.

Comportamiento de la turbidez al inocular los
aislados SP3y SE1
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Figura 18. Comportamiento de la turbidez después de sedimentaciéon en vertimiento de empresa de
alimentos del sector de la confiteria autoclavado e inoculado con aislado SP3 productor de PHA y SE1
productor de EPS.

En la figura 18 el comportamiento de la turbidez del aislado SP3, muestra inicialmente un
leve descenso debido a la produccion de biomasa generada en el proceso aerdbico durante
las primeras 30 horas, punto donde se observd sedimentacion, entre las 30 y 70 horas su
comportamiento fue estable, después de las 70 horas cambi6 su tendencia, mostrando un
comportamiento ascendente hasta las 120 horas donde se obtiene una sedimentacion
superior que se encuentra alrededor del 4% segun la figura 17, en términos generales la

turbidez pas6 de 164 a 366 NTU, debido al crecimiento de la poblacion bacteriana y por el
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consumo del sustrato, ahora el comportamiento del aislado SE1 productor de EPS fue muy
similar, pues tiene una pequefa tendencia al descenso en las primeras 4 horas y una
tendencia a la estabilidad alrededor de 160 NTU hasta cumplidas las 60 horas de inoculado
este aislado, donde inicia un aumento en esta variable, la cual trata de estabilizar después
de las 100 horas de trabajo, este comportamiento llevé a aumentar la turbidez de 164 a 384
NTU.

Comportamiento de la condutividad al inocular
los aislados SP3 y SE1
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Figura 19. Comportamiento de la conductividad en vertimiento de empresa de alimentos del sector de la
confiteria autoclavado e inoculado con aislado SP3 productor de PHA y SE1 productor de EPS.

En la figura 19 el comportamiento de la conductividad inicialmente reduce su valor debido a
la formacién a la acumulacién de sedimentos inicialmente, precipitando los sélidos
suspendidos , llegando a un punto minimo a las 16 horas para el aislado SP3 y a las 28 horas
para el aislado SE1, donde se inicia un ascenso en el valor de la conductividad que esta

asociada a la “medida indirecta de solidos disueltos” (Sierra, 2011) y este comportamiento
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posiblemente se debe al proceso metabdlico generado por las bacterias inoculadas al

aumentar el tamafo de su biomasa.

Comportamiento del oxigeno disuelto al
inocular los aislados SP3 y SE1
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Figura 20. Comportamiento del oxigeno disuelto después de sedimentacion en vertimiento de empresa de
alimentos del sector de la confiteria autoclavado e inoculado con aislado SP3 productor de PHA.

El oxigeno disuelto es una variable muy sensible a la presencia de soélidos suspendidos y
disueltos, en la figura 7-15 se observa una caida pronunciada de la concentracién de oxigeno
disuelto en el sustrato, esto es como consecuencia del aumento de biomasa en suspension
por la actividad de los aislados y su crecimiento de poblacién. En esta parte es importante
resaltar que “valores de oxigeno disuelto muy inferiores a la saturacion son indicadores de la
presencia de materia organica” (Von Sperling, 2005) lo que posiblemente este asociado al
aumento de turbidez producto del crecimiento de la poblacion bacteriana como se ha dicho

anteriormente.

Es importante resaltar que las curvas de pH, el porcentaje de sedimentacion, la turbidez y la

conductividad presentan similares comportamientos y en el caso del oxigeno disuelto
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muestra un descenso severo a medida que transcurre el tiempo de reaccion hasta llegar a

condiciones de anaerobiosis.

7.4 Evaluacion de la remocion en niveles de Soélidos
Suspendidos totales (S.S.T), Demanda Quimica de
Oxigeno (DQO) y Demanda Bioquimica de Oxigeno en
cinco dias (DBO5), a escala de laboratorio

Comportamiento del pH en afluente de una empresa de
alimentos [acteos y del maiz- Aislado NP2
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Figura 21. Comportamiento del pH en afluente de una empresa de alimentos lacteos y del maiz al inocular
el aislado NP2.
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Comportamiento del pH en afluente de una empresa de alimentos del sector
de la confiteria - SE4
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Figura 22. Comportamiento del pH en afluente de una empresa de alimentos del sector de la confiteria al
inocular el aislado SP4

En las figuras 21 y 22 se observa el comportamiento tipico de los pH en los aislados NP2 y
SE4 utilizados para esta investigacion. Esto permitié establecer los puntos de muestreo;
como punto medio, donde estan los valores minimos de pH, y punto final, se observa
tendencia a la estabilizacién del pH incremento en los valores, y la grafica present6 una
tendencia a la estabilizacién en el pH como se observé en la prueba piloto en la figura 16.
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7.4.1 Caracterizacion fisicoquimica

Tabla 5. Caracterizacion fisicoquimica de los vertimientos antes de ser tratados, de una empresa de

alimentos lacteos y del maiz

Caracterizacion fisicoquimica de afluente
Empresa del sector de los lacteos y del maiz

Parametro Muestra 1l | Muestra 2 | Muestra 3
pH 5,80 6,32 6,78
Temperatura (°C) 21,67 23,19 23,94
Conductividad (ps/cm) 596,56 624,89 559,88
Oxigeno disuelto (mg/L) 6,59 5,69 6,34
Caudal (L/s) 2,12 0,85 0,50
DBOs (mg/L) 5391 5226 3246
DQO (mg/L) 7850 7289 4860
DQO/DBOs 1,46 1,39 1,50
S.S.T. 245 2150 450
Nitrogeno orgénico (mg/L) 18,2 29 4,49
Ortofosfatos (mg/L) 30 60 50
Carbono Organico Total (mg/L) 930 1730 1980

Tabla 6. Caracterizacién fisicoquimica de los vertimientos antes de ser tratados, de una empresa de

alimentos del sector de la confiteria.

Caracterizacion fisicoqguimica de afluente
Empresa de alimentos del sector de la confiteria

En la tabla 5y 6 se encuentra la caracterizacion fisicoquimica en tres momentos diferentes

(Muestra 1, 2 y 3), donde se aprecian que la relacion de DQO/DBO5 presenta valores que

Parametro Muestral |Muestra 2| Muestra 3
pH 7,211 5,577 6,441
Temperatura (°C) 34,225 29,913 32,875
Conductividad (us/cm) 526,500 712,500 641,750
Oxigeno disuelto (mg/L) 2,069 2,014 2,050
Caudal (L/s) 1,371 1,007 1,138
DBOs (mg/L) 7842 9570 8712
DQO (mg/L) 9768 11526 10345
DQO/DBO 1,25 1,20 1,19
S.S.T. 1400 1200 1700
Nitrégeno organico (mg/L) 825 732 337
Ortofosfatos (mg/L) 50 40 20
Carbono Organico Total (mg/L) 920 1250 730
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permiten definir los vertimientos como altamente biodegradables segun la guia ambiental
formulacion de planes de pretratamiento de efluentes industriales de 2002. Esta relacion debe
ser menor a 3 para considerar los vertimientos como degradables biol6gicamente, y el hecho
de ser empresa del sector de alimentos, favorece encontrar residuos con tasa de carbono
organico considerables, adicional a esto es importante contar en estos vertimientos con unos
contenidos de fosforo, los cuales fueron medidos en forma de ortofosfatos porque “estan
directamente disponibles para el metabolismo biolégico sin necesidad de conversiones a
formas mas simples” (Von Sperling, 2005) y nitrégeno que favorecen el metabolismo de las
bacterias a inocular, aunque es importante recordar que el tipo de aislados objeto de estudio

requieren bajos contenido de nitrdgeno para obtener mejores rendimientos.

7.4.2 Remocién de sélidos suspendidos totales

Tabla 7. Remocion de S.S.T en empresa de alimentos lacteos y del maiz

Porcentaje de remocion de S.S.T.
Empresa de alimentos lacteos y del maiz
Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3

Aislado Punto | Punto [ Punto | Punto | Punto | Punto
medio final medio final medio final

NP2 28,57 75,51 81,40 87,44 55,56 88,89
NP4 20,41 61,22 60,47 82,09 22,22 88,89
NP2 ,NP4 20,41 24,49 79,07 80,70 55,56 77,78
NE3 12,24 18,37 83,72 76,28 55,56 94,44
NE9 28,57 34,69 79,07 86,98 55,56 88,89
NE3,NE9 44,90 79,59 86,05 97,67 55,56 77,78
NP2 ,NP4,NE3,NE9| 36,73 91,84 83,72 99,07 44 44 94,44
Control 16,33 65,31 88,37 96,05 33,33 33,33

Muestra control: muestra cruda sin adicion de ninguno de los aislados en de estudio.

En la tabla 7 se registraron los resultados obtenidos con respecto a remocion de solidos
suspendidos totales. Se puede observar que las remociones en los puntos de estabilizacién
de la curva de pH, o sea en el punto final fueron mayores que en el punto medio como se

observd en la prueba piloto, en donde los aislados con mayor remocion fueron NE3, el
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consorcio NE3-NE9 y el consorcio NP2-NP4-NE3-NE9, es importante resaltar que a pesar
gue la muestra control no fue la de mayor remocion en los tres muestreos, sus resultados

fueron satisfactorios en la muestra 2.

Tabla 8. Porcentaje de remocién de S.S.T. de una empresa de alimentos del sector de la confiteria.

Porcentaje de remocién de S.S.T.
Empresa de alimentos del sector de la confiteria
Aislado Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3

Punto | Punto | Punto | Punto | Punto

medio | final | medio | final medio Punto final
SP1 39,29 | 3571 [ 16,67 | 37,50 14,71 23,53
SP3 35,71 | 39,29 [ 25,00 | 33,33 11,76 14,71
SP1,SP3 35,71 | 42,86 | 20,83 | 33,33 20,59 38,24
SE3 35,71 | 46,43 [ 12,50 | 25,00 20,59 41,18
SE4 32,14 | 46,43 [ 25,00 | 29,17 26,47 55,88
SE3,SE4 39,29 | 3571 [ 20,83 | 25,00 17,65 32,35
SP1,SP3,SE3,SE4| 25,00 | 28,57 4,17 8,33 8,82 17,65
Control 50,00 | 60,71 [ 25,00 | 54,17 35,29 61,76

Los porcentajes de remocion registrados en la tabla 8 muestran que los aislados
seleccionados tienen una tasa de remocién de solidos suspendidos totales muy inferior a la
tasa de remocién que tiene la muestra control analizada, con lo que se puede predecir que
en el caso de esta empresa, el uso de este tipo de aislado no favorece una efectiva tasa de
remocion en cuanto a sélidos suspendidos. Es importante aclarar que el control, es una
muestra a la cual solamente se le inyecto aire de forma ascendente y que ninguna de las
muestras tiene un pretratamiento previo. Es importante mencionar que el aislado SE4
presenta un porcentaje de remocion del 55,88% superior a los demés aislados en estudio,

pero inferior a la muestra control que present6 una remocion del 61,76%.
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7.4.3 Remocién de demanda bioquimica de oxigeno

Tabla 9. Remocion de DBOs en empresa de alimentos |acteos y del maiz

Porcentaje de remocion de DBOs
Empresa de alimentos lacteos y del maiz
Aislado Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3

NP2 46,30 90,87 55,73
NP4 9,57 91,22 41,40
NP2,NP4 4,40 93,97 26,89
NE3 3,73 18,48 24,68
NE9 30,72 87,03 35,21
NE3,NE9 2,39 15,27 14,60
NP2,NP4,NE3,NE9 97,50 98,68 99,17
Control 43,35 93,69 53,97

En la tabla 9 la remocion del DBO5 muestra que el consorcio NP2-NP4-NA3-NE9 tiene un
resultado alto en remocién con respecto a los demas aislados teniendo valores entre el 97,5%
y el 99,17%, también es importante resaltar que en la muestra 2 se obtienen resultados de
remocion muy favorables en los aislados NP2, NP4, NE9, en el consorcio NP2-NP4, en el
consorcio NP2-NP4-NE3-NE9 y adicionalmente la muestra control, que no tiene ningin

in6culo, presenta una tasa de remocion del 93,69% como resultado de su autodepuracion.
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Tabla 10. Porcentaje de remocion de DBOs de una empresa de alimentos del sector de la confiteria

Porcentaje de Remocion de DBOs
Empresa de alimentos del sector de la confiteria
Aislado Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3

SP1 56,01 59,12 58,65
SP3 58,00 58,01 56,57
SP1,SP3 62,02 68,00 64,14
SE3 65,01 61,00 62,12
SE4 58,02 52,02 57,78
SE3,SE4 68,02 66,02 70,48
SP1,SP3,SE3,SE4 62,02 65,08 64,44
Control 82,02 78,01 79,94

En los resultados de la tabla 10 se observa la tendencia a la autodepuracion de la DBOs del
afluente, ya que el control presenta valores que oscilan entre 78,01% y 82,02%, superiores a
las demas muestras. El consorcio SE3-SE4 muestra unos resultados aceptables que estan

entre el 66,02% y el 70,48% puesto que no se realiza ningun tipo de pretratamiento.

Los resultado obtenidos son comparables con los obtenidos por Patil et al en 2011 en estudio
guien con Azotobacter indicus, encontrando que el tratamiento de agua residual con
biopolimeros presenta una reduccion en DBO entre el 38 y 80%; llegando a la conclusién que
el polimero producido por esta bacteria tiene una alta potencialidad en el tratamiento de este
tipo de aguas, de igual manera Li en el 2006 encontré valores de remocion del 55,4% y 62,3%

en aislados de Agrobacterium radiobacter,
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7.4.4 Remocién de demanda quimica de oxigeno

Tabla 11. Porcentaje De remocion de DQO en empresa de alimentos lacteos y del maiz

Porcentaje de remocion de DQO
Empresa de alimentos lacteos y del maiz
Aislado Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3

NP2 67,24 64,01 83,95
NP4 61,95 64,47 78,60
NP2,NP4 34,06 46,14 71,40
NE3 64,51 71,33 65,99
NE9 39,03 46,55 69,59
NE3,NE9 44,74 63,78 80,43
NP2,NP4,NE3,NE9 68,24 70,24 85,93
Control 81,12 77,77 67,08

La remocion de DQO muestra en la tabla 11 que el aislado NP2 muestra tendencia a obtener
la mejor tasa de remocion con valores comprendidos entre 67,24% y 83,95%, junto con el
consorcio NP2-NP4-NE3-NE9 con una tasa de remocion que va desde 68,24% hasta un
85,95%. El control muestra una tasa de remocion importante entre 67,08% hasta el 81,12%

como producto de su autodepuracion natural.
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Tabla 12. Porcentaje De remocion de DQO de una empresa de alimentos del sector de la confiteria

Porcentaje de Remocion de DQO
Empresa de alimentos del sector de la confiteria
Aislado Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3

SP1 12,54 15,42 7,01
SP3 51,46 55,80 52,25
SP1,SP3 44,80 56,53 54,08
SE3 68,38 66,58 78,93
SE4 71,88 73,79 69,55
SE3,SE4 69,17 71,16 79,51
SP1,SP3,SE3,SE4 67,23 70,71 72,26
Control 54,60 49,05 52,44

En la tabla 12, la DQO registrada muestra unas condiciones de remocién considerables en
los aislados SE3, SE4, en el consorcio SE3-SE4, en el consorcio SP1-SP3-SE3-SE4, en este
caso la muestra control registra datos inferiores a los anteriores, los cuales oscilan entre el
49,05% vy el 54,6% de remocion.

De acuerdo a estudios realizados por Otero en 2012, obtuvo remociones que oscilaron entre
el 60,26% y el 94,63 % haciendo uso de bacterias productoras de PHA utilizando como
sustrato aguas residuales domésticas de la ciudad de Pasto, lo cual permite tener un
comparativo en cuanto a lo reportado en esta investigacion, pues también se obtuvieron

resultados entre estos rangos.
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7.4.5 Comparativo entre remociones con respecto a los aislados
seleccionados

Porcentaje de remocion con respecto a los aislados seleccionados.
Empresas de alimentos lacteos y del maiz
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Figura 23. Porcentaje de remocion con respecto a los aislados seleccionados de la empresa de alimentos
del sector lacteo y del maiz

Muestra control: muestra cruda sin adicion de ninguno de los aislados en estudio.
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Figura 24. Porcentaje de remocién con respecto a los aislados seleccionados en una empresa de
alimentos del sector de la confiteria
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En las figuras 23 y 24 el control corresponde a una muestra igual que las demas, con su
inyeccion de aire, pero a la cual no se le adicioné ninguna bacteria, la cual cuenta con
microorganismos nativos del afluente.

En las tablas 7, 8, 9, 10, 11, 12 se registraron los datos obtenidos para cada uno de los
estudio de remocidn realizados, con las figuras 22 y 23 se pretende realizar una descripcion
de los resultados en conjunto.

En la figura 23 se puede observar que los mejores resultados de remocion fueron obtenidos
por el consorcio NP2-NP4-NE3-NE9 en cuanto a S.S.T. y DBOs superando el 90%, el aislado
NP2 y el consorcio NE3-NE9 muestran valores superiores al 80% en S.S.T como lo exige el
decreto 1594 de 1984, es importante resalta que en la remocién de DQO los valores minimos
obtenidos fueron superiores al 50% que puede considerarse un valor aceptable teniendo en
cuanta que al afluente solo se le ajusté el pH a un valor entre 6 a 8 cuando se requeria.

En la figura 24 se puede observar que los niveles de remocién S.S.T. son relativamente bajos
con respecto al 80% establecido para descargas en cuerpos de agua del que habla el decreto
1594 de 1984, pero es importante tener en cuenta que segun estos resultados que el mejor
promedio lo presentod la muestra cruda alcanzando un valor del 58,88%, de lo que puede
concluirse que la adicion de asilados productores de PHA y EPS no favorecen la remocion
de S.S.T. En cuanto a la DBOs, se presentaron mejores resultados, siendo el de mayor
remocion el ensayo con afluente crudo, alcanzando un valor del 83,33%, superando el 80%
establecido en el decreto 1594 de 1984, en DQO aunque en la actualidad no hay una
normatividad vigente en cuanto a niveles de remocién el valor obtenido por la muestra control
de 55,80% solo supera al aislado SP1 y al consorcio SP1-SP3. Los aislados SE3, SE4
productores de EPS tienen una remocion que supera el 70%, mejorando el comportamiento
presentado por los productores de PHA. Por dltimo se puede decir que en cuanto a la
normatividad vigente, la inoculacién de estos aislados no favorece la remocién de S.S.T y

DBOs, al mostrar mejores resultados la muestra cruda con su poblacion bacteriana natural.

7.5 Determinacidn de la relacion entre los niveles de
remocidn de los aislados seleccionados y la
produccion de polihidroxialcanoatos y
exopolisacaridos

En este punto es importante tener en cuenta que la tendencia actual para la produccion de
bioplasticos se inclina a la utilizacion de fuentes de carbono econdémicas, las cuales estan

presentes en grandes cantidades, como desechos agroindustriales, y son carentes de valor
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agregado actual, lo que reduce los costos asociados a su produccion (Rivera & Nevarez,
2009).

7.5.1 Produccion de polihidroxialcanoatos y exopolisacaridos

Tabla 13. Produccion de PHA en afluentes de una empresa de alimentos del sector lacteo y del maiz

Produccion de polihidroxialcanoatos (mg/L)
Empresa de productos lacteos y del maiz

Aislado Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3

NP2 42 33 333

NP4 17 33 1667

NP2,NP4 17 33 0

NP2,NP4,NE3,NE9 100 67 667

Control PHA 0 0 0

Tabla 14. Produccion de PHA en una empresa de alimentos del sector de la confiteria

Produccion de polihidroxialcanoatos (mg/L)

Empresa de alimentos del sector de la confiteria
Aislado Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3

SP1 50 67 87

SP3 180 350 233

SP1,SP3 33 75 92

SP1,SP3,SE3,SE4 33 17 17

CONTROL PHA 0 33 0

En la tabla 13, evidencia la producciéon de PHA producido por los aislados objeto de estudio
en cada una de las muestras tomadas, observandose una produccion alta en la muestra tres,
en tres de los 5 reactores estudiados, en la tabla 14 se observa una tendencia del aislado
SP3 a tener mayor produccion con respecto a los demas ensayos que va desde 180 mg/L
hasta 350 mg/L. De acuerdo a los resultados obtenidos de los cuatro aislados es importante
tener en cuenta que estos son nativos de cada empresa y que los resultados pueden ser solo
comparables de acuerdo al sustrato de donde fueron tomados, aunque se podrian realizar

estudios posteriores donde se utilicen estos en sustratos diferentes, para conocer su
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capacidad de produccion. En estudios efectuados por Banacore en 2012 utilizando como
sustrato glicerol reporté un maximo valor del 5% en produccién de PHA, Cardona y Agudelo
en 2012 encontraron producciones de 0,997 g/L y 3,43 g/L de PHA utilizando jarabe
glucosado a partir de banano de rechazo y Otero en 2012 reportd producciones de PHA

desde 9 g/L hasta 111 g/L en aguas residuales de domeésticas en la ciudad de Pasto.

Tabla 15. Produccion de EPS en los afluentes de una empresa de productos lacteos y del maiz

Produccidn de exopolisacaridos (mqg/L)
Empresa de productos lacteos v del maiz

Aislado Muestreo 1 Muestreo 2 Muestreo 3
NE3 8 0 667
NE9 8 50 2333
NE3,NE9 8 17 1667
NP2,NP4,NE3,NE9 17 0 333
Control EPS 0 0 0

Tabla 16. Produccion de EPS de una empresa de alimentos del sector de la confiteria

Produccion de exopolisacaridos (mg/L)
Empresa de alimentos del sector de la confiteria
Aislado Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
SE3 792 1.400 42
SE3,SE4 50 67 33
SP1,SP3,SE3,SE4 1.575 1.992 1.958
CONTROL EPS 0 0 75

En la tabla 15, se observa una produccién alta en la muestra tres, debido posiblemente a
unas caracteristicas particulares del afluente, no detectadas en este estudio. En la tabla 16,
la produccién del aislado SE4 muestra una alta produccion con respecto a los demas aislados

alcanzando una cifra de 10.042 mg/L, seguida del consorcio SP1-SP3-SE3-SE4.

En estudio realizado con el hongo Grifola frondosa y haciendo andlisis en diferentes fuentes

de carbono, se encontr6é que la méxima produccion de EPS fue de 6,53 + 0,14 g/l (Zapata et
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al., 2007) y en la produccién de exopolisacaridos a partir de lactosuero se consiguieron
producciones hasta de 4,47 g/l. (Paris, 2009), esta informacién nos permite establecer la
importancia que tiene este sustrato industrial en la produccion de exopolisacaridos haciendo

uso del aislado SE4

7.5.2 Porcentaje de remocion con respecto a la produccion de PHA
y EPS.

Porcentaje de remocion con respectoa la produccion de PHA
Empresa de alimentos lacteosy del maiz
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Figura 25. Porcentaje de remocidn con respecto a la produccién de PHA en una empresa de alimentos
lacteos y del maiz.

Segun la figura 25, la produccion de PHA en el asilado NP4 sobresale de manera importante
sobre los demés aislados, pues alcanzo la produccion mas alta con respecto a los demas,
siendo esta de 572,22 mg/L, para unos niveles de remocion del 77,4% para S.S.T., del 47,40
% para la DBOs de un 68,34% para la DQO. En cuanto al consorcio NP2-NP4-NE3-NE9 que
reporta importantes tasas de remocién se observa que la produccion es de alrededor de un
48,5% con respecto a la del aislado NP4, alcanzando un valor de 277,78 mg/L. La muestra

control (sin adicién de aislados) no present6 produccion.
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Porcentaje de remocion con respecto a la produccion de PHA
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Figura 26. Porcentaje de remocidn con respecto a la produccion de PHA en una empresa de alimentos
del sector de la confiteria

En la figura 26 se tiene que el aislado SP3 muestra una produccion de 254,44 mg/L, con unos
niveles de remocion de 29,11% para los S.S.T., 64,76% para la DBOs y 56,45% para la DQO,
es importante anotar que los niveles de remocion en S.S.T. y DBOs fueron superiores en la
muestra control, pero presentd una produccion de PHA de 11,11 mg/L, que corresponde al
4,37 % con respecto a lo producido por el aislado SP3.

Es importante resaltar las caracteristicas que tienen las empresas seleccionadas para el
estudio, pues todas ellas tienen en comun, la presencia de desechos carbonados que sirven
como fuente de nutrientes para el metabolismo de las bacterias, de tal forma que puedan
hacer la biotransformacion necesaria para la depuracion de las aguas residuales, pero cada
empresa tiene diferencias en las caracteristicas de sus afluentes lo que hace que cada uno
de los resultados sea independiente, adicional a esto se trabajé con aislados nativos de cada

una de ellas.

Comparando las remociones obtenidas con la inoculacion de los aislados en cada una de las
empresas (figuras 25y 26) se puede encontrar, que se presenta en promedio mayor remocion
de DBOs en la empresa de alimentos del sector de la confiteria con 67,51% en comparacion
con la de lacteos y del maiz con el 63,67%, en cuanto a S.S.T y DQO la empresa de lacteos

y del maiz present6 mayor remocion en S.S.T y DQO con el 79,36% y 75,32% en promedio
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respectivamente en comparacion con la empresa del sector de la confiteria con el 29,42% y
50,41% respectivamente, siendo esta Ultima la de menor produccion de PHA con 102,78

mg/L con respecto a 250,69 mg/L obtenido en la empresa de lacteos y del maiz.

Porcentaje de remocion con respeto a la produccion de EPS
Empresa de alimentos lacteosy del maiz
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Figura 27. Porcentaje de remocidn con respecto a la produccion de EPS en una empresa de alimentos
lacteos y del maiz

En la figura 27 se observa que los asilados NE3, NE9 y el consorcio NE3-NE9, alcanzan una
produccion de 225,00 mg/L, 463,89 mg/L y de 569,44 mg/L respectivamente, los niveles de
remocion de S.S.T., DBOs, y DQO son mas bajos que la remocién obtenida por el consorcio
NP2-NP4-NE3-NE9, consorcio que obtuvo una produccion de EPS DE 113,89 mg/L
correspondiente al 20% del producido por el consorcio NE3-NE9, mientras que sus niveles
de remocioén alcanzaron niveles del 95,12% en S.S.T., 98,45% en DBOs y 74,80% en DQO.
En la grafica es muy apreciable que el consorcio NE3-NE9 presenta una remociéon muy baja
de DBO:s.
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Porcentaje de remocion con respectoa la produccion de EPS
Empresa de alimentos del sector de la confiteria
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Figura 28. Porcentaje de remocion con respecto a la produccion de EPS en una empresa de alimentos del
sector de la confiteria

La figura 28 indica que el aislado SE4 fue un gran productor de biopolimero (Ver anexo E)
con respecto a todos los aislados estudiados dando una tasa de produccion de 6.483 mg/L,
con unas tasas de remocion para S.S.T. de 43,83%, para DBOs de 62,98% y para la DQO
del 73,68%, es de tener en cuenta que la remocion obtenida en cuanto a S.S.T. y DBOs es
superada por la muestra control, pero su produccion de EPS es relativamente baja con un

valor de 25 mg/L que corresponde al 0,39% de lo producido por el aislado SE4.

Ahora si comparamos las remociones obtenidas con la inoculacion de los aislados en cada
una de las empresas (figuras 27 y 28) se puede encontrar, que se presenta en promedio
mayor remocion de DBOs y DQO en la empresa de alimentos del sector de la confiteria con
68,72% y 73,78% respectivamente en comparacion con la de lacteos y del maiz con el
48,48% y 64, 20 % respectivamente, lo contrario sucedio con los resultados de S.S.T. donde
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se encontré que la empresa de lacteos y del maiz registro una remocion en promedio del
78,34% en comparaciéon con el 32,64% con respecto a la empresa del sector de la confiteria.,
siendo esta Ultima la que presenté mayor produccion de EPS con un promedio de 2.2279

mg/L, comparado con 343,06 mg/L de la empresa de lacteos y del maiz.
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8.Conclusiones y recomendaciones

8.1 Conclusiones

Para la empresa de alimentos lacteos y del maiz, los aislados que en medio sintético
presentaron mayor produccion de PHA fueron NP2 y NP4, y los de mayor produccién de EPS
fueron NE3 y NE9, resultados que permitirian ser el punto de partida para su evaluacion en

sistemas continuos.

Para la empresa de alimentos del sector de la confiteria, los aislados que en medio sintético
presentaron mayor produccién de PHA fueron SP1y SP6, y los de mayor produccién de EPS
fueron SE3 y SE4, siendo este ultimo el de mayor importancia por su alta produccidn, lo que

lo hace un buen candidato para continuar estudios en sistemas continuos.

Las curvas de crecimiento de cada aislado en medio sintético mostraron comportamientos
semejantes a las curvas tedricas reportadas, mientras que el comportamiento del pH mostré
una tendencia aproximadamente simétrica pero en sentido opuesto, debido al metabolismo

de los aislados.

En el ensayo piloto, el pH fue la variable de mayor importancia que permitié establecer los
puntos de muestreo donde se encontraron las mayores tasas de remocion de solidos

suspendidos totales.

Para la empresa de lacteos el consorcio NP2-NP4-NE3- presentan una mayor efectividad en
remocion obteniéndose valores de 95,12% en sélidos suspendidos totales, 98,45% en
demanda bioquimica de oxigeno en cinco dias y 74,80% para la demanda quimica de

oxigeno.
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Para la empresa del sector de la confiteria la mejor remocién en cuanto a sélidos suspendidos
totales y demanda bioguimica de oxigeno en cinco dias se presentd por parte de la muestra

cruda, lo que indica la escasa eficiencia de los aislados en estudio.

Dentro de este estudio se encontré que a mayor produccion de PHA y EPS, menor es la
tendencia a la remocion de DBOs, DQO y S.S.T.

El aislado SE4 productor de exopolisacarido en los afluentes de la empresa de la confiteria,
presentd la mayor produccion con un valor de 6483 mg/L y una remocion de S.S.T. de
43,83%, DBOs de 62,98% y DQO del 73,68%, lo que permite tener en cuenta este afluente
como una fuente de carbono importante para el desarrollo de este técnica de

aprovechamiento de residuos organicos a nivel industrial.

8.2 Recomendaciones

Realizar caracterizaciéon de otros micronutrientes que permitan tener mas bases para el

andlisis de en el comportamiento de los aislados.

Caracterizar molecularmente los aislados a fin de conocer sus caracteristicas e identificacion

para posteriores estudios.

Contar con accesos a equipos de cromatografia de gases masas para la caracterizaciéon del

polimero producido.

Realizar estudios con muestras de tamafios superiores y equipos que permitan cuantificar

gravimétricamente la produccion de EPS y PHA.

Continuar el estudio con sistemas de flujo continuo, con la incorporacién de otros sistemas

de depuracion adicional, que permitan escalar el disefio experimental a nivel de planta piloto.

Continuar el estudio con el aislado SE4 que muestra gran potencial productor de

exopolisacarido, en otros tipos de afluentes industriales y domésticos.
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9.Anexos

Anexo A. Extraccion de PHA

EXTRACCION DE PHA

(Fernandez, Ortiz, Espafia; 2005 con modificaciones)

Incubacion 60°C por 1,5horas

Centrifugacion Hipoclorito de sodio 5%

Con EDTA )

Obtencién del polimero Resuspencion en:
bacteriano luego de secado Acetona, Metanol y Agua
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Anexo B. Extraccidon de EPS

EXTRACCION DE EPS
(Torres, Erazo, Fernandez, Villota-Calvachi, 2011 con modificaciones)

Cenifestion Recuperacion del

sobrenadante

Secado Recuperacion del 4°Cx 12 horas
precipitado y centrifugacion
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Anexo C. Montaje prueba piloto

sSP3

ENTRADA
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Anexo D. Esquema montaje biorreatores

Bt

A B MIX A B MIX - A B

TOTAL

PHA EPS CONTROL
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Anexo E. Caracteristicas de los aislados de la
empresa de alimentos del sector de los lacteos
y del maiz.

Empresa de alimentos del sector de los lacteos y del maiz
CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS

CODIGO TINCION SUDAN TINCION | TINCION | TINCION
INICIAL POLIMERO GRAM FORMA NEGRO 24 HORAS SUDAN SUDAN NEGATIVA
124 EPS + Bacilos cortos +(d) +(d) + +
131 EPS + Bacilos largos +(d) +(d) + -
139 PHA + Bacilos cortos en panal - - - -
150 PHA - Bacilos cortos - - - +
CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS
CoDIGO POLIMERO| FORMA MARGEN ELEVACION SUPERFICIE | TEXTURA PROPIEDAD TAMANO CONFIGURACION COLOR
INICIAL OPTICA
124 EPS Irregular Ondulado Plana Rugosa Cremosa Brillante Pequefia Arrugada Beige
131 EPS Circular Entero Elevado Lisa Cremosa Brillante Pequefia Redonda Beige
139 PHA Circular Entero Elevado Lisa Cremosa Brillante Pequefia Concéntrica Beige
150 PHA Irregular Irregular Plana Lisa Cremosa |anteytraslul Grande Irregular y extendida Beige
PRUEBAS BIOQUIMICAS
CODIGO POLIMERO TSI
INICIAL RESULTADO GLUCOSA LACTOSA GAS RESULTADO LISINA
124 EPS A/A + + + - + K/A - -
131 EPS A/A + + + - + K/A - -
139 PHA A/A + + + - - A/A - -
150 PHA A/A + + + - + K/K - +
CODIGO SIM
UREA
124 + + + + - - +
131 + + + - - + +
139 + + - - - -
150 + + + + - - +
CODIGO
INICIAL POLIMERO | GLUCOSA SACAROSA GAS A PARTIR DE GLUCOSA (ARABINOSA| LACTOSA | MANOSA ( RAMNOSA XILOSA FRUCTOSA
124 EPS + + + + + + + + +
131 EPS + + + + + + + + +
139 PHA + + - + + + + + +
150 PHA + + + + + + + + +
CODIGO
INICIAL RIBOSA MANITOL MALTOSA GALACTOSA CATALASA | OXIDASA
124 + + + + +(d) -
131 + + + + - -
139 + + + + - -
150 + + + + + -
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Anexo F.Caracteristicas de los aislados de la

empresa de alimentos del
confiteria.

sector

Empresa de alimentos del sector de la confiteria

CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS

de

la

CODIGO TINCION SUDAN TINCION | TINCION | TINCION
INICIAL POLIMERO GRAM FORMA NEGRO 24 HORAS SUDAN SUDAN NEGATIVA
88 EPS - Bacilos cortos - +(d) + +
97 EPS - Bacilos cortos en panal - - - -
101 PHA - Bacilos cortos - - - +
104b PHA - Bacilos cortos +(d) +(d) + +
CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS
cobico POLIMERO| FORMA MARGEN ELEVACION SUPERFICIE | TEXTURA PR.OPIEDAD TAMANO CONFIGURACION COLOR
INICIAL 6pTICA
88 EPS Irregular Entero Elevado Lisa Cremosa Opaca Grande Irregular y extendida Beige
97 EPS Irregular Ondulado Elevado Lisa Cremosa Brillante Grande Irregular y extendida Beige
101 PHA Irregular Ondulado Elevado Lisa Cremosa Brillante Grande Irregular y extendida Beige
104b PHA Circular Entero Elevado Lisa Cremosa | Brillante Mediana Redonda Blanco
PRUEBAS BIOQUIMICAS
CoDIGO POLIMERO TSI
INICIAL RESULTADO GLUCOSA LACTOSA SACAROSA RESULTADO LISINA
88 EPS A/A + + + - - K/A - -
97 EPS A/A + + + - K/A - -
101 PHA A/A + + + - + K/A - -
104b PHA A/A + + + - + K/K - +
CODIGO SIm
INICIAL H2S INDOL | MOTILIDAD
88 + - - + - - +
97 + + + - - - +
101 + + - + - - +
104b + + + + - - +
CODIGO GAS A PARTIR
INICIAL POLIMERO [ GLUCOSA SACAROSA DE GLUCOSA ARABINOSA| LACTOSA | MANOSA | RAMNOSA XILOSA FRUCTOSA
88 EPS + + + + + + + + +
97 EPS + + - - + + + + +
101 PHA + + - - + + + + +
104b PHA + + + + + + + - +
CODIGO
INICIAL RIBOSA MANITOL MALTOSA GALACTOSA CATALASA | OXIDASA
88 + + + + + +
97 - + + + + +
101 + + + + + +
104b - + + + + -
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Anexo G. Biopolimeros sintetizados por el
aislado SE4
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