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OBJETIVOS

Objetivo general

Realizar biorremediación de los residuos peligrosos generados en los
laboratorios de docencia de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca.

Objetivos específicos

Realizar un diagnóstico de la generación de residuos peligrosos en los
laboratorios de docencia de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca,
interpretar el riesgo.

Aislar e identificar los microorganismos presentes en los residuos peligrosos
generados en las prácticas del programa de Bacteriología y Laboratorio Clínico.

Realizar ensayos de Biorremediación a partir de la inmovilización de masa
fúngica, consorcio y microencapsulación.



ANTECEDENTES

Tripathi, et al . 2011.  

Pseudomonas putida MTCC 102  

90% de decoloración de colorantes  

azo (Azoreductasa)

Yan, et al. 2014  

Tremates trogii  

Cristal Violeta 83.6%

Verde de Malaquita 98.1%

Rojo acido 81% (Lacasa)

Wang, et al. 2012

Pseudomonas putida. Tintes sintéticos  

91,2-97,1 % de decoloración (Lacasa)

Sinoy, et al. 2011  

Pseudomonas aeruginosa–

Escherichia coli 96-93%

Lade, et al. 2015

Providencia rettgeri strain HSL1

y Pseudomonas sp. 98 – 99%

(Colorantes azo)

Rojas. et al, 2015

Pleurotus pulmonarius 99% Colorantes  

sintéticos (Carbono y Nitrógeno)

Bharagava, et al. 2018

Aeromonas hydrophila. Cristal Violeta en 99%

(Peroxidasa de lignina y lacasa)



MARCO TEÓRICO

¿Que es un residuo?

¿Que es un residuopeligroso?

Riesgos, daños o efectos no deseados, directos o  
indirectos, a la salud humana y el ambiente.

Decreto 4741 de
2005

Sus propiedadesno  
permiten el uso

Anexo lll

Anexo l Y12, Y34, Y35 y Y41

Clasificación de los Residuos Hospitalarios y Similares
Fuente: Manual de Procedimientos para la Gestión Integral de los residuos, 2002

Residuos de colorantes,  
reactivos ácidos, reactivos  

básicos e hipoclorito de  
sodio



RESIDUOS PELIGROSOS

RESIDUOS DE
COLORANTES

• Los colorantes se pueden
clasificar en: Colorantes
naturales, que son extraídos de
las plantas, y colorantes
sintéticos (1).

• Verde malaquita, fuscina, cristal
violeta, cresil brillante, azul de
metileno, azul de lactofenol.

RESIDUOS DE
REACTIVOS ÁCIDOS

• pH menor a 7,0

• Ácido sulfúrico,
• Ácido clorhídrico,
• Ácido acético,

• Ácido fosfórico

RESIDUOS DE
REACTIVOS BÁSICOS

• pH mayor a 7,0

• Hidróxido de sodio,

• Hidróxido de potasio,

• Hidróxido de calcio

RESIDUOS DE  
HIPOCLORITO DE  

SODIO

• Reactivo, tóxico
• El cloro, oxidante de acción rápida,

es un germicida químico de uso
muy extendido y de amplio
espectro. Se vende en forma de
solución acuosa de hipoclorito
sódico (NaOCl) que puede diluirse
en agua para conseguir distintas
concentraciones de cloro libre.

• Uso 5000 ppm (2).

TRATAMIENTOS:

PTAR:
Digestion  
anaerobia

Incineracion Compostaje BIORREMEDIACIÓN

1. López L. et al. 2014
2. Torres K. et al. 2009



BIORREMEDIACIÓN

Principal objetivo

Centrarse en la diversidad genética y versatilidad  
metabólica que caracteriza a los microorganismos  

para transformar contaminantes en productos  
inocuos o, en su defecto, menos tóxicos, que  

pueden entonces integrarse en los ciclos  
biogeoquímicos naturales (3).

Factores que la afectan

Temperatura

Disponibilidad de nutrientes

3. Alkorta L. et al. 2002

Sustrato (Contaminante):  
concentración, toxicidad

Aceptores de electrones
Disponibilidad de oxígeno

pH



BIORREMEDIACIÓN DE COLORANTES

Ruta de desmetilación de cristal violeta por Pseudomonas  

putida. Liao y Chung, 2007

Ruta de degradación de naranja remazolpor

Pseudomonas aureginosa. Sarayu y Sandhia, 2010



MÉTODOS DE BIORREMEDIACIÓN

Microencapsulación

Inmovilización de masa  
fungica

Consorcio bacteriano

Es una asociación natural de dos o más poblaciones microbianas, de  

diferentes especies, que actúan conjuntamente como una comunidad enun  
sistema complejo, uniendo metabolismos, donde todos se benefician de las  
actividades de los demás. La asociación refleja estilos de vida sinérgicos o  

sintróficos enel que el crecimiento y el flujo cíclico de nutrientes se conduce  
más efectiva y eficientemente que en poblaciones individuales (5).

Es una metodología que se basa en el recubrimientode
un microorganismo o consorcio de microrganismos, buscando como finde  

mejorar su estabilidad y
viabilidad, que funciona como una protección contra los  

efectos adversos que puedan ser generados por un ambiente tóxicoo

condiciones adversas, obteniéndose capsulas de tamaño micrométrico (4).

Aprovecha la capacidad de crecimiento de microorganismos en diferentes  

materiales, debe dar resistencia y tener una larga duracion siempre ycuando  
se mantenga la actividad celular (6).

4. Desai K. et al.2005

5. González L. et al.2015
6. Loredo A. et al.2017



DISEÑO METODOLÓGICO
FASE 1. DIAGNÓSTICO DE LOS RESIDUOS PELIGROSOSGENERADOS

EN LOS LABORATORIOSDE DOCENCIADE LA UNIVERSIDADCOLEGIO
MAYOR DE CUNDINAMARCA

Código NFPA /NORMA 704
4 Visitas  

programada a  
los laboratorios  
de Práctica de  

la UCMC.

Diligenciamient  
o Matriz.

Toma de  
Muestra según  

Resolución
062 de 2007 del

IDEAM

Medición de pH  
a cada  

contenedor de  
residuos de  
colorantes

Revisión bibliográfica  
características de  

peligrosidad de los  
residuos de colorantes,  

de reactivos ácidos,  
básicos y de hipoclorito  

de sodio

Foto tomadas por los autores 2018

Foto tomadas por los autores 2018

Código NFPA /NORMA704



FASE 2. AISLAMIENTO E IDENTIFICACIÓNMICROORGANISMOS

1 mL de residuos
seleccionados+

5 mL de Medio Mineral  
(7).

Sedimentar y tomó  
sobrenadante como  

inoculo

12 Biorreactores con 20  
mL de MM + 50 mg/L de  

cristal violeta (1). Se  
adicionó glucosa. A cada  
uno se le adicionó 0.2 mL  

inoculo

Controles: MM con  
residuios peligrosos y  

MM con residuos  
peligrosos y  
glucosa(7) .

Incubación agitación  
constante 100 rpm, T  

ambiente, 24-48 horas.  
Medición de pH, Densidad  

Óptica (7).

Siembra 0.1 mL en agar  
Nutritivo y agar PDA

días

Caracterización
macroscópica y
microscópica.

Siembra en agar sangre,  
agar McConkey y agar  

PDA

Caracterización
macroscópica y
microscópica.

Pruebas Bioquímicas  
Identificación de  

Microorganismos.

Siembra en Agar  
nutritivo con 50 mg/L de  

cristal violeta y Agar  
PDA + 50 mg/L de  

cristal violeta, técnica  
botón esteril y técnica  

kirby Bauer (8)

Control positivo:  
Pseudomonas  

aeruginosa ATCC 9027

Medición de halos de  
Decoloración  
Selección de  

microorganismos (8).

Pruebas de Decoloracion

7. Ortiz 2006

8. Cheriaa J.et al. 2012.
Fotografía autores, 2018.

Certificacion
ANLA Agencia NacionalDe  
Licencias Ambientales



FASE 3.BIORREMEDIACIÓN CONSORCIO BACTERIANO

Se tomaron los  
microorganismos y  
se llevaron a una  

escala de McFarland  
3 en medio MSM(8)

Se realizó el consorcio  
bacteriano, tomando

partes iguales de cada
microorganismo para

posterior
homogenización en un

Erlenmeyer

Se utilizaron 15
biorreactores con 100

ml medio mineral
(MSM) y cristal violeta
a una concentración

de 50mg/L (8).

Se utilizaron 9
biorreactores con

100 ml de los 3 tipos  
de residuos  

peligrosos por  
triplicado.

Se adicionaron inoculos a
los biorreactores

preparados previamente  
logrando una  

concentración de 4% (v/v).

Se tomó una absorbancia
a 590 nm del control

cristal violeta sin inoculo,
como control por

triplicado.

Los biorreactores se
llevaron a agitacióna

100 rpm a temperatura
ambiente 25°C por un
tiempo de 192 horas

Se tomó lectura de las
absorbancias a una longitud

de onda de 590 nm para
cristal violeta y residuos de
colorantes, y 550 nm para

los otros residuos.

Se realizó la
determinación del

porcentaje de
decoloración y se aplico
la formula Decoloración

(%) =

[(Absorbancia en t0) -
(Absorbancia en t1)] /  
(Absorbancia en t0) ×

100]

Fotografía autores, 2018.

Lectura de absorbancias Lectura de absorbancias

Escala 3 de mc farlandInóculos bacterianos

8, Cheriaa J.et al. 2012,



2.MICROENCAPSULACIÓN POR MEDIO DE PERLAS  
DE ALGINATO DE SODIO

Residuos biodegradados

Microencapsulación

Microcápsulas

Inoculo microencapsulado

Los microorganismos  
seleccionados se les  

realizo una suspensión  
bacteriológica como  
referencia McFarland

Se homogeneizaron las 3
suspensiones de
microorganismos

Se adiciono 25 mL de
las suspensiones con
0.5g de alginato de

sodio (8)

se descarto por goteo
en un vaso de  

precipitado concloruro  
de calcio al 0.05M

Se separo las perlas  
mediante un proceso  
de filtración usando  

gasa estéril

Se realizó un medio control de  
medio mineral con cristal

violeta a una concentración de  
50mg/L con perlas de alginato  

sin suspencion bacteriana

Se utilizaronbiorreactores
con 100 mL de medio

mineral con cristal violeta a
50mg/L ya preparado para

inocular por triplicado

Se utilizaron  
biorreactores con 100  
mL para cada uno de  

los residuos peligrosos  
por triplicado

Se tomaron 25 g de las
perlas producidas yse

inocularon en cada
biorreactor

lectura de las
absorbancias a 590

nm para Cristal
violeta y residuode  

colorantes y 550  
nm para los otros  

residuos

Fotografía autores, 2018.
8, Cheriaa J.et al. 2012,



3. INMOVILIZACIÓN DE BIOMASA FÚNGICA

Biomasa fúngica
Residuos biodegradados

Preparación inmovilización Comparación peso seco

Se realizo inoculo del
hongo en agar

extracto de salvado de
trigo.

Se Incubo por 8
dias a 30 °C

Se retiraron discos
del agar con el hongo

crecido de la zona
periférica.(9)

Se inoculo en un
Erlenmeyer con 50
ml de extracto de  

salvado de trigo en  
medio líquido.

Se Agrego 8 cubos de
espuma de poliuretano  

de 1cm3

se determino
crecimiento de

biomasa atrapada
por medio de peso

seco

Se Tomaron 5 cubos de
espuma colonizados y

se agregaron a un
bioreactor

Se Incubo por 8 días a
30 °C en agitación
continua a 150 rpm

Se realizo lectura
de absorbancia de  

450 nm

se procedio a
realizar la fórmula

de unidades de
color (absorbancia

x 500/ 0.132).

Se comparo con
control de residuos

sin inoculo

Tratamiento estadístico ANOVA (95%)

inmovilización en soporte
Fotografía autores, 2018.9. Pedroza et al 2007.



Fase 1. Diagnóstico de la generación de residuos
RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Fotografías autores, 2018

Residuos generados:  
Hipoclorito de sodio 302 litros  

Colorantes 112 litros
Residuos de reactivos ácidos 32 litros  

Residuos de reactivos básicos 16 litros

Decreto 4145 de 2007

NFPA704

Formulario RH1 expedido por el ministerio del medio ambiente.  

Resolución 1362 de 2007



CARACTERÍSTICAS DE PELIGROSIDAD

Corrosivos  

Reactivos  

Explosivos  

Tóxicos  

Inflamables  

Biológicos

Fuente:

- Decreto 4741 2005
- NFPA 704

- Política ambiental para la gestión de  

residuos peligrosos.

pH residuos
Colorantes : 6.6

Reactivos ácidos: 0.9
Reactivos básicos: 12,5  

Hipoclorito de sodio: 6.8

Sustancia Peligrosidad

Verde de malaquita Toxico, nocivo, irritante,  
corrosivo.

Safranina Reactivo, inflamable.

Cristal violeta Nocivo, toxico, inflamable,  
reactivo, corrosivo.

Lugol Nocivo

Fuscina básica Corrosivo

Alcohol acetona Inflamable

Alcohol acido Inflamable

Acido clorhídrico Corrosivo

Acido sulfúrico corrosivo

Hidróxido de sodio Corrosivo

Hipoclorito de sodio Corrosivo, reactivo, toxico

Hidróxido de potasio Corrosivo, reactivo



Prueba de antagonismo

FASE 2. AISLAMIENTO E IDENTIFICACIÓN  
MICROORGANISMOS

•2014 Robidillo et al. B. fastidiosus y S.  

sciuri. Remoción de cobre atraves de la  

bioadsorción

•2018 Gan et al. B. cepacia, verde de  

malaquita 94,8% y cobre 71,9%

•2018 Bharagavaa et al. A. hydrophila,  

Cristal Violeta 99%

•2011 Aftab et al. Corynebacterium spp.

Negro reactivo 5, 68% y amarillo reactivo

15, 80%.



•2014 Huachi et al. Trametes versicolory  

Aspergillus niger. Colorantes naranja II  

32,78% y rojo fenol 26%

•2018 Salas et al. Penicillium spp,negro  

reactivo 5, biorremediación superior al  

75%



Halos de decoloración método KirbyBauer
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FASE 3. BIORREMEDIACIÓN

M1: Staphylococcus sciuri  

M2: Bhurkolderia cepacia  

M4: Aeromonas Hydrophila

Consorcio: S. sciuri, B cepacia y A.  

Hydrophila

Fuente. Elaborado por los autores.

Cheriaa et al. 2012. Agrobacterium
radiobacter; Bacillus spp.; Sphingomonas  
paucimobilis, and Aeromonas hydrophila,  

VM y CV 91 – 99%

Rodriguez 2017, VM , 57.58% a las 24

horas K. oxytoca,S.

maltophila, B. gladioli y Micrococcus sp.

González et. al. 2015 el consorcio:
S. maltophilia, Klebsiella oxytoca, Burkholderia  

gladiolii y Shewanella putrefaciens.  
fuscina y CV entre 90.2% y 73,4%

Res iduos  

Colorantes  
Consorcio

Res iduos Básicos  
Consorcio

Res iduos  

hipoclorito de  
sodio consorcio

2 h 3,17% 10,93% 15,06%

4h 8,28% 27,79% 43,83%

6h 8,88% 29,47% 100%

24h 9,53% 30,75% 100%

192h 32,78% 32,68% 100%

Cris tal violeta sin Cristal violeta con Cristal violeta con Cristal violeta con Cristal violeta con  
inoculo M1 M2 M4 consorcio

5,42% 2,51% 3,21% 2,87% 4,14%

5,56% 6,45% 18,04% 4,61% 5,85%

5,69% 12,10% 27,21% 5,61% 10,59%

7,50% 13,03% 27,63% 8,48% 12,72%

28,55% 34,60% 34,54% 58,42% 72,78%

90%

80%

70%

60%

50%

40%

30%

20%

10%

0%

100%

1. CONSORCIOBACTERIANO.
% DE BIOREMEDIACION CELULAS LIBRES Y CONSORCIO

2 h 4h 6h 24h 192h

Cote CR 2006, Aeromonas hydrophila.
Resiste concentraciones de cloro de hasta 2  

mg/L



2. MICROENCAPSULACIÓN POR MEDIO DE PERLAS DE ALGINATODE  
SODIO

Fuente. Elaborado por los autores, 2018

Cris tal violeta 200 perlas Res iduos colorantes Res iduos básicos Res iduos hipoclorito

2h 9,19% 1,69% 5,14% 4,54%

4h 19,12% 10,43% 18,15% 15,15%

6h 22,79% 13,95% 41,19% 65,15%

24h 32,09% 26,09% 45,52% 100%

90,00%

80,00%

70,00%

60,00%

50,00%

40,00%

30,00%

20,00%

10,00%

0,00%

100,00%

% DE BIODEGRADACION MICROENCAPSULACION

Cote CR 2006, Aeromonas hydrophila.
Resiste concentraciones de cloro de hasta 2  

mg/L

Gonzales RE et al. 2015. Viabilidad de
Lactobacillus delbrueckii, pHs corrosivos

Reyes et al. 2018, Bacillus sp., Pseudomonas  
sp., Serratia sp., Raoultella sp. y Enterobacter  

sp. Consorcio con potencial degradador de  
hidrocarburos.



3. BIORREMEDIACIÓN DE RESIDUOS PELIGROSOS CON BIOMASA  
FÚNGICA INMOVILIZADA

Figura 3. Porcentajes de biorremediación con hongo inmovilizado en  
espuma de poliuretano.

Fuente. Elaborado por los autores.

Figura 4. pH inicial y final de los residuos peligrosos a las
192 horas.

Fuente. Elaborado por los autores.
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2006. Peña C y Tobon YV. Aspergillus spp.  
Remoción de color en lodos del 80.55% en  

9 días.

2017. Kalyane et al. Aspergillus fumigatus
VM 60% y Rojo congo 95%.

2018. Salazar et al. Degradan colorantes tipo azo con un  
consorcio y describe la aparición de acido sulfanilico



TABLA RESUMEN

Fuente. Elaborado por los autores.

ANOVA (95%) Diferencia significativa entre tratamientos p < 0,05 (F = 4,25; gl: 2 ; P= 0,199).



CONCLUSIONES

El diagnóstico realizado de la generación de
residuos en los laboratorios de docencia de la
UCMC indican que los residuos más generados
para el periodo de estudio son los de hipoclorito de
sodio con 302 L y de colorantes 112L.

Los Residuos de colorantes, de hipoclorito de
sodio, de reactivos ácidos y de reactivos básicos
son peligrosos con características de corrosividad,
reactividad, inflamabilidad, toxicidad y biologicos
(CRETIB).

Los microorganismos aislados e identificados
de los residuos fueron, 4 bacterias:
Staphylococcus sciuri, Burkholderia cepacia,
Aeromonas Hydrophila, Corynebacterium
aquiaticum y 2 hongos: Aspergillus niger y
Penicillium spp.

Los residuos peligrosos generados de carácter
acido, como los residuos de colorantes, el
cristal violeta y los residuos de hipoclorito de
sodio se pueden biorremediar con
microorganismos nativos aislados e inoculados
en un consorcio como células libres, ya que
estos están adaptados a las condiciones
toxicas de estas sustancias.

Los residuos peligrosos generados de carácter
básico, como los residuos básicos y los
residuos de hipoclorito de sodio se pueden
biorremediar con la microencapsulación en
alginato de sodio 2% de un consorcio realizado
con microorganismos nativos aislados gracias
a la estabilidad y protección adicional del
alginato de sodio a pH básicos.



RECOMENDACIONES

• Implementar el Consorcio Bacteriano en células libres y
microencapsulado y el hongo inmovilizado para biorremediar los
residuos generados en los laboratorios de docencia y similares donde
se generen este tipo de residuos.

• Realizar análisis genético a los microorganismos aislados.

• Hacer análisis cromatográfico de los metabolitos generados en el
proceso de biorremediación.



PRODUCTOS Y LOGROS

• Cepas de microorganismos identificados  
conservados en glicerol.

• Microcapsulas del consorcio bacteriano.

• Hongo inmovilizado en poliuretano.

• Presentación de ponencia y publicación de
memorias en la Universitaria Agustiniana –
Uniagustiniana.

• Publicación de articulo científico aceptado  
para publicación en el número 1 (2019) de la  
revista CONOCIMIENTO PARA EL  
DESARROLLO.
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