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BIORREMEDIACION DE RESIDUOS PELIGROSOS GENERADOS EN LOS
LABORATORIOS DE DOCENCIA DE LA UNIVERSIDAD COLEGIO MAYOR DE
CUNDINAMARCA

RESUMEN

El presente proyecto de investigacion tiene como objetivo biorremediar residuos
peligrosos generados en los laboratorios de docencia de la Universidad Colegio

Mayor de Cundinamarca, utilizando microorganismos nativos.

La metodologia realizada incluyé un diagnéstico de los residuos generados para el
primer periodo de 2018, seguido por el aislamiento e identificacion de los
microorganismos presentes en estos residuos y el uso los métodos de

biorremediacién usando consorcio, inmovilizacion y microencapsulacion.

Generandose de residuos de hipoclorito de sodio 302 L, de colorantes 112L, de
acidos 32L y de basicos 16L. Los cuales son considerados peligrosos por tener
caracteristicas corrosivas, reactivas, explosivas, téxicas, inflamables e infecciosas,
CRETII. Los microorganismos aislados fueron Staphylococcus sciuri, Burkholderia
cepacia, Aeromonas Hydrophila, usados en consorcio microbiano y en
microencapsulacion, Corynebacterium aquaticum, el Aspergillus niger, usado en

inmovilizacién fangica y Penicillium spp.

El método de inmovilizacion fungica biorremedié en un 35.06% los residuos
basicos en 192 h. El consorcio bacteriano en células libres biorremedio cristal
violeta en un 72.78%, residuos de colorantes en un 32.78% vy los residuos de
hipoclorito en 100% en 192 horas, destacando al microorganismo Aeromonas
hydrophila, el cual biorremedid el cristal violeta en 58.42% en 192 horas. El
método de microencapsulacion del consorcio bacteriano biorremedié en 45.52%
los residuos basicos y en 100% los residuos de hipoclorito de sodio en 192 horas.
El analisis ANOVA (95%) establecié que no hay diferencias significativas entre los

métodos de biorremediacion realizados (F= 1, 941; P= 0,199; gl = 2), concluyendo
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gue sirven para el tratamiento de los residuos peligrosos generados.

Palabras clave.

Bioderremediacion, microencapsulacion, residuos peligrosos, consorcio,

microorganismos nativos.

Estudiantes
JUAN CAMILO ARIZA BARON
JHON SMITH CASTELLANOS SANCHEZ

CRISTIAN FELIPE RAMIREZ MORALES

Asesora

JUDITH ELENA CAMACHO KURMEN, Q.F. Esp. MSc. Doctora en Biociencias
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INTRODUCCION

El crecimiento de técnicas donde se utilizan colorantes y reactivos en los
laboratorios de docencia universitarios, de diagnéstico e industrias, ha
incrementado la generacion de residuos de colorantes, reactivos de caracter
bésico, acido, de solventes, de desinfectantes como hipoclorito de sodio, lo cuales
sino se disponen y tratan adecuadamente pueden llevar a una bioacumulacién en
los ecosistemas hasta niveles preocupantes, causando una problematica
ambiental. Siendo necesario buscar metodologias de tratamiento como las
tecnologias limpias amigables con el medio ambiente que sean eficientes en la
degradacion de estos residuos considerados como peligrosos, para prevenir los
impactos negativos que causan en la salud humana y la salud de los ecosistemas,

considerandose los procesos de biorremediacién usando microorganismos?.

Los residuos peligrosos (RESPEL) son definidos en el decreto 4741 de 2005
expedido por el Ministerio de Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial, como
aguellos residuos que presentan caracteristicas de ser corrosivos, reactivos,
explosivos. toxicos, inflamables e infecciosos. Los cuales impactan negativamente
en forma directa o indirecta a la salud humana y al ambiente. También se
clasifican y rotulan segun su peligrosidad por la norma NFPA 704 que explica el
“‘diamante de materiales peligrosos” establecido por la Asociacion Nacional de

Proteccién contra el fuego?® ®*.

Los Residuos peligrosos se han incluido para su adecuado manejo en el plan de
gestién integral de residuos peligrosos donde se tiene como prioridad la
prevencion, reduccién de la generacion, clasificacion segun peligrosidad,
aprovechamiento, tratamiento incluyendo las técnicas de biorremediacién y su

disposicion final adecuada para contribuir al desarrollo sostenible®®.

La presencia de estos residuos en las aguas de rios, lagos por sus vertimientos
indiscriminados han generado una problematica ambiental por su ecotoxicidad
acuatica y bioacumulacién en lodos, suelos y aguas, causando dafios desde el

nivel celular, en organismos individuales y en las comunidades afectando los
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ecosistemas. La toxicidad incluye efectos en los cambios de crecimiento,
desarrollo, reproduccién y comportamiento a la cual se exponen los organismos

vivos. También causan malos olores y dafio estético de los ecosistemas.

Los vertimientos se caracterizan generalmente por su elevada Demanda Quimica
de Oxigeno (DQO), debido a los compuestos organicos refractarios; Demanda
Biolégica de Oxigeno (DBO), debida a la materia organica biodegradable,
elevada Cambio de temperatura, alto contenido en color, pH inestable, sdélidos y
capas grasas en suspension y malos olores. El impacto en la salud humana puede
se da por lesiones en la piel, mucosas Yy tejidos, inhalacién de malos olores, de

téxicos y contacto con ellos*® %2,

Los tratamientos convencionales para tratamiento de residuos peligrosos se basan
en la aplicacion de procesos de tipo mecanico, fisico y quimico, todos estos
procesos fisicos, quimicos y térmicos tienen una ventaja y es que pueden
realizarse a periodos cortos, pero como desventaja presenta que son tratamientos
costosos y requieren de una gran utilizacion de energia y reactivos y algunas veces

no son eficientes en la remocion de residuos peligrosos.

Por esta razon, se propone en este trabajo de investigacion utilizar métodos de
biorremediacion que son menos costosos utilizando microorganismos nativos
aislados de este tipo de residuos, aprovechando sus capacidades metabdlicas
para degradarlos y asi proponer esta tecnologia limpia para tratarlos y poder
utilizarlos en el tratamiento de los residuos peligrosos generados en los
laboratorios de docencia y en laboratorios donde se generen este tipo de residuos
para aportar en su buena disposicion, utilizando un método amigable con el medio

ambiente®?.
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OBJETIVOS
Objetivo general

Realizar la biorremediacion de los residuos peligrosos generados en los

laboratorios de docencia de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca
Objetivos especificos

e Realizar el diagnostico del manejo y la cantidad generada de los residuos
peligrosos generados en las practicas de laboratorio de la Universidad
Colegio Mayor de Cundinamarca.

e Aislar e identificar microorganismos presentes en los residuos peligrosos
generados en los laboratorios de docencia de la Universidad Colegio Mayor
de Cundinamarca

e Biorremediar los residuos peligrosos generados usando la inmovilizacion de
biomasa fangica en espuma de poliuretano, un consorcio bacteriano en

células libres y la microencapsulacion del consorcio en alginato de sodio.
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1. ANTECEDENTES.

Se ha reportado una produccion anual mundial de residuos peligrosos como los
colorantes de mas de 700.000 toneladas, produciendo cerca de 100 mil tipos
distintos, los cuales son uno de los responsables de la contaminacion generada en
los ecosistemas acuéticos por su vertimiento indiscriminado a efluentes de aguas
residuales. Estos colorantes poseen grupos llamados croméforos los cuales en

concentraciones minimas (1 mg/L) poseen la capacidad de darle color visible®.

El uso de metodologias de biorremediacion de residuos peligrosos utilizando
microorganismos se ha evidenciado en diferentes estudios los cuales se

mencionan en las siguientes publicaciones:

En el afio 2003, Jones et al. demostraron que M. avium, M. intracellulare, M.
scrofulaceum, M. marinum y M. chelonae son especies de micobacterias
tolerantes al verde de malaquita y al cristal violeta en concentraciones mayores o
iguales a 5 pg/ml, de esta manera se determind la concentracion media que
impide la formacion de colonias para todas las cepas micobacterianas, siendo de
60 ug / ml para verde malaquita y 15 ug/ml para cristal violeta. Concluyendo que la
decoloracion de verde de malaquita y de cristal violeta, requiere de la transferencia
de iones de hidrogeno a través de las membranas junto con un citocromo P-450

que esté involucrado en el proceso de decoloracion®.

También, Liberto et al., en el 2015, describieron como los cromoforos sintéticos
afectan el crecimiento de algunos hongos. Los hongos utilizados en la
investigaciéon son del filo Deuteromycota aislados de materia organica como:
Dictyosporium triramosum, Minimidochium parvum y Tetraploa aristata. En el
estudio, los cromoforos sintéticos que tienen la mayor capacidad para ser agentes
inhibidores del crecimiento, son los croméforos de trifenilmetano, principalmente

por sus propiedades téxicas o biostaticas sobre los hongos?.

Daneshvar et al. en el afio 2007 estudiaron la problematica ambiental de la

contaminacion a nivel mundial tanto en el agua, como en el aire y el uso de un
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tratamiento compuesto por diversos microorganismos como bacterias, hongos,
algas, etc. Entre estos contaminantes en agua residual principalmente tenemos
acidos, bases, sdlidos téxicos organicos e inorganicos y colorantes, como
resultados principalmente de diferentes procesos en plantas industriales. En los
altimos afnos, una serie de estudios se han centrado en algunos microorganismos
gue son capaces de degradar y adsorber los tintes en aguas residuales como
Escherichia coli NO 3 , Pseudomonas luteola, Aeromonas hydrophila, especies de
Kurthia; hongos: Aspergillus niger, Phanerochaete chrysosporium , Aspergillus
terricola, P. chrysosporium ; levaduras: Saccharomyces cerevisiae , Candida
tropicalis; algas: especies de Spirogyra, Chlorella vulgaris, C. sorokiniana , Lemna

minuscula , Scenedesmus obliquus, C. pyrenoidosa y Closterium lunula®.

Quintero L y Cardona S, en el 2009, evaluaron el tratamiento de tintes indigo e
indigo carmin con distintos métodos. El método fisicoquimico usando floculantes y
coagulantes como cal, alumbre y sulfato ferroso seguido de un proceso de lodos
activados decoloro el tinte en un 71%. La oxidacién quimica lo decolor6 en un 88%
usando oxidantes como ozono, peroxido de hidrégeno y permanganato. También
se uso la biorremediacién usando Pseudomonas sp. con un resultado de 69% y
Trametes versicolor y Aspergillus alliaceus obteniendo un porcentaje de
biorremediacion entre el 80 y 100%. Se concluyd que los procesos bioldgicos

fueron los méas econémicos y eficientes®.

También Shimizu et al. en el afio 2009 realizaron un cultivo primario en agar malta
de la cepa F de Ganoderma applanatum con la cepa 2126 de Pycnoporus
sanguineus y luego procedieron a realizar pruebas de decoloraciéon en agar-malta
glucosado. En la investigacién se usaron 50 uM de rojo fenol, 50 uM de verde de
malaquita y 50 uM de azul de bromofenol y para la biorremediacion de licor negro
se utilizé medios que contenian 1 % glucosa y licor negro a una dilucion de 1:15
v/v con un pH de 4.7 ajustado con acido sulfurico. En esta investigacion se
demostré que los hongos poseen la capacidad de crecimiento y biorremediacién

sobre los colorantes azul de bromofenol y verde de malaquita, asi como sobre el
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efluente de la industria papelera licor negro®.

En el afio 2009, Cardona M et al. evaluaron 7 cepas de hongos lignoliticos para
biorremediar naranja 1l, rojo cibacron, rojo erionilo, azul terasilo en medios
semisdlidos y liquidos. Se establecié que el Phanerochaete chrysosporium y
Phanerochaete sordida biorremediarén naranja Il en un 98% y entre 82 y 86 % los
otros colorantes en medio liquido. En medio sdlido todos los colorantes

biorremediarén en un 100% en un periodo de 8 dias®.

En el 2010, Gonzalez M et al. investigaron la biodegradacion del colorante rojo
punzo que es un colorante sintético muy utilizado. Se ha propuesto su tratamiento
a través de un proceso de digestion anaerobia para lo cual se cuantificaron los
microorganismos presentes en este lodo, tanto aerobios como anaerobios,
posterior se les adiciono una muestra de rojo punzo en concentraciones de 0,500
y 1000 mg/L. Se determind un porcentaje de biorremediacion mayor al 90% para
este colorante, evidenciando que el uso de bacterias anaerobias es Util para la

degradacion de colorantes azoicos’.

También en el 2010, Osorio et al. trataron aguas residuales de una industria textil
las cuales presentaban como contaminantes colorantes azoicos como el rojo
cibacron y el rojo erionilo. Se biorremediaron con el hongo Bjerkandera spp. Se
realizaron los bioensayos cultivandolo de 2 maneras, uno suplementado con sales
de cloruro de calcio, tiamina, glucosa y peptona, biorremediandolos en un 75 %.
En el tratamiento donde no se usan sales, biorremedié estos colorantes en un
65%"°.

Cheriaa et al. en el afio 2012 utilizaron un consorcio de cuatro aislados
bacterianos, Agrobacterium radiobacter, Bacillus spp, Sphingomonas paucimobilis
y Aeromonas hydrophila, aisladas de lodo activado, extraido de una estacion de
tratamiento de aguas residuales, producidas de una industria textil. Se realizaron
pruebas de biorremediacion de cristal violeta y verde de malaquita. ElI consorcio
biorremedié en un 91% y 99%, los dos colorantes respectivamente en 2 h de

tratamiento. Se midi6 complementariamente la demanda quimica de oxigeno
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(DQO) después de 24 h, con valores de 61.5% y 84.2% para la cristal violeta y

verde malaquita, respectivamente”®,

También en el afio 2012 Cheng et al. realizaron una biorremediacion de cristal
violeta utilizando el microorganismo Burkholderia viethamiensis CO9V obteniendo
un valor de 94% con células libres, y con células microencapsuladas con perlas de
gel de PVA-alginato-caolin un 98,6%. Este método de microencapsulacion protege
a los microorganismos de las condiciones adversas del entorno como la toxicidad.
En este estudio se analiz6 también el efecto de la temperatura en el proceso
observandose una mejor eficiencia de la biorremediacion usando las células libres
del microorganismo a una temperatura entre 25°C y 35°C. Por el contrario, este
ajuste de temperatura no es necesario para realizar la biorremediacién con las
células microencapsuladas con perlas de gel de PVA- alginato- caolin por el factor

protector ejercido frente a las condiciones del medio ambiente™®.

Se ha evidenciado el uso de microorganismos nativos en la biorremediacion de
contaminantes presentes en aguas como el Chanaga et al. en el afio 2012 donde
se trataron efluentes provenientes de una industria textil localizada en el Valle de
Aburra usando hongos nativos lignoliticos los cuales fueron Ascomycete
Leptosphaerulina, Trichoderma viride y Aspergillus niger, para su identificacion se
basaron en la morfologia macroscépica y microscopica e identificacion molecular,
comenzando con la purificacion de los hongos y posteriormente se les realizo una
extraccion de ADN y un PCR*.

Se han realizado trabajos de grado usando proceso de biorremediacion como el
de Rosete en el aflo 2012, quien estudia el uso de diferentes
tratamientos para tratar vertimientos, estableciéndose que los tratamientos fisicos
y quimicos, no siempre son efectivos y presentan un costo alto, como el
tratamiento realizado mediante electro incineracion para remocion en un 100% de
colorante azul indigo, ademas otros tratamientos pueden producir impactos

ambientales negativos®?.

Otro microorganismo nativo utilizado es el usado por Pucci et al. en el 2013,
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Rhodococcus erythropolis ohp-al-gp, aislado de suelo contaminado con aceite de
turbinas, estableciendo su posible empleo en biorremediacion de residuos
provenientes de lavados de motores, estaciones de servicio, estaciones de
extraccion de petrdleo y sus maquinarias. Obteniendo con esta cepa un 41% de
biorremediacion de gasoil en ausencia de nitrégeno, y con su presencia la

biorremediacion fue del 61%*°.

En el afio 2014 se investigé también el uso de hongos ambientales y su potencial
en procesos de biorremediacion, por lo Jaramillo et al. quienes estudiaron la
biorremediacion usando hongos de podredumbre blanca como Pleurotus ostreatus
y Trametes versicolor en un medio liquido de extracto de malta y el medio PDA
con colorante rojo 40. En 20 dias el mejor resultado de biorremediacién fue para T.
versicolor con un 93,19%, seguido de P. ostreatus con 63,15%, en medio salvado

de trigo suplementado con extracto de malta™.

Tambien, Huachi et al. en el afio 2014 investigaron el Aspergillus niger y Trametes
versicolor, los cuales poseen enzimas ligninoliticas capaces de realizar una accién
catalitica, sobre anillos aromaticos presentes en la estructura quimica de
colorantes, tinturas y el fenol. Los compuestos fendélicos poseen una alta toxicidad
en el medio ambiente y la salud humana. Los hongos se usaron para biorremediar
colorantes como indigo carmin, naranja Il y rojo fenol. Se usaron vainas de
Caesalpinia spinosa las cuales presentan taninos actuando como inductores
cuando se usa Trametes versicolor estimulando la produccién de lacasas, la cual
aumenta al estar en contacto con el 4cido tanico de los taninos, y de esta manera

se obtuvo un aumento en la biorremediacion de los colorantes®®.

En el mismo afio 2014, Kabbout R. y Taha S. utilizaron biomasa fungica muerta
para el tratamiento de efluentes contaminadas con colorantes industriales, a través
del uso de Aspergillus fumigatus cuyo hongo tiene la capacidad de decolorara el
colorante azul de metileno, logrando un 65% de adsorcion del colorante a un pH
de 4 a 6 en 120 minutos y de un 90% a un pH de 7 a 13 en 120 minutos a

temperatura ambiente, demostrando asi resultados de hasta un 93.43 % de
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bioadsorcién del colorante a una concentracion de 12 mg/L, en un pH tamponado
alcalino por 120 minutos a una temperatura de 30°C. Los autores refieren que es
mas sencillo obtener biomasa fungica debido a que muchas veces los
microorganismos bacterianos como Aeromonas hidrophyla requieren algunos
requerimientos especificos para el desarrollo de estas mismas, en comparacion
con la biomasa fungica los cuales son mas resistentes a la presencia de residuos
t6xicos™®.

Ademas, cabe destacar la investigacion en el afio 2015 por Rojas et al. lodo,
encontrandose que los hongos de la podredumbre blanca, como Pleurotus
ostreatus, Pleurotus pulmonarius y Trametes versicolor poseen enzimas como la
lacasa, la lignino peroxidasa, el manganeso peroxidasa, que son enzimas
ligninoliticas que permiten la mineralizacion de algunos colorantes siendo la lacasa
la mas representativa para la biorremediacién de colorantes trifenilmetanos como

cristal violeta, azul de bromofenol y verde de malaquita®’.

Otra investigacion para determinar el potencial de los hongos en la
biorremediacion de colorantes que son vertidos por la industria, la realiz6 Gomez
H. y Gonzalez J. en 2016, determinando el potencial de biorremediacion de estos
hongos en agares con rojo congo y agares con azul de alanina. En esta
investigacibn se demuestra como es posible aislar hongos degradadores de
colorantes de aguas residuales que han sido contaminadas con estos mismos,
como el “hongo verde” aislado, el cual formé un halo de decoloracion de 8.5 cm en

el agar con colorante azul de alanina en 72 horas®.

También, Acevedo A, et al. en el 2017 estudiaron el crecimiento del hongo H2DP
en un medio que contenia lignina, para la obtencion de enzimas de tipo
peroxidasas y oxidasas entre las que se destacan las lacasas, enzimas que son
capaces de la biorremediacion de hemicelulosas y lignina convirtiéndose en una
opcion de biorremediacion de colorantes tanto fendlicos como no fendlicos, ya que
estos muestran estructuras similares a la lignina, por lo que se han hecho con

ellas pruebas de biorremediacion. Para determinar actividad de biorremediacién
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de los colorantes por las lacasas se utilizd orceina y cristal violeta siendo
biorremediadas a las 72h*°.

Otro hongo utilizado para investigaciones de biorremediacion de colorantes por
Holguin J et al. en 2017, fue el Bjerkandera adusta, este hongo de la pudricion
blanca de la madera posee sistemas complejos oxidativos que permiten un amplio
espectro en la remocién de colorantes y/o compuestos recalcitrantes como la
lignina a través de enzimas tipo lignoliticas extracelulares, lacasas, manganeso-
peroxidasas entre otras, este hongo en especifico puede remover hasta el 75% del
colorantes en agua obteniéndose el 91% de biorremediacion del colorante
Bezaktiv amarillo V-5 GL a 18 dias de tratamiento®.

En el aflo 2017, Loredo et al. demostraron la biodegradacion de poliuretanos,
contaminantes del medio ambiente utilizando microrganismos quimio heterotrofos
capaces de aprovechar estos materiales como fuente de carbono y nitrégeno,
como Geomyces pannorum Yy Nectria sp, principalmente, ademéas de
Cylindrocladiella parva, Penicillium inflatum, Plectosphaerella cucumerin y P.
inflatum, Alternaria, Penicillum venetum, Neonectria ramulariae y Penicillium
viridicatu, obteniéndose un 40% de biorremediacién con estos microorganismos,

mayor porcentaje que el obtenido cuando solo se trata con temperaturas altas?.

En ese mismo afio, en el afio 2017, se usan microalgas para biorremediacion, en
donde Angulo M. et al. estudiaron para la biorremediacién de aguas residuales de
la industria de pinturas la micro alga Chlorella sp. Los resultados de porcentaje de
biorremediacion con ausencia de nutrientes fueron: 81.7, 69.7 y 58.3% y para los
que tenian presencia de nutrientes 72.6, 69.0 y 86.8%, para concentraciones de
0.10, 0.20 y 0.30 en unidades de absorbancia. También se obtuvieron resultados
beneficiosos en DBO® y DQO?.

También, Vacca JV. et al. En el 2017 en Atlantico, Colombia realizaron la
remocion de color de un efluente de una empresa textil, usando también la
microalga Chlorella spp. la cual fue previamente cultivada en un biorreactor de 2.5

L, el cual estaba sometido a procesos de aireacién y fotoperiodos de luz/oscuridad
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cada 12 horas, ademas de tener fertilizante comercial, posteriormente se
realizaron pruebas con los efluentes contaminados, en concentracion de 0.10,
0.20, 0.30 en absorbancias se evalu6 su porcentaje de biorremediacién y
porcentajes de DQO Y DBO°®. El mejor porcentaje de biorremediacién fue con la
concentracion de 0,30 en absorbancia en un 97,2% y disminuy6 en un 94,6% la
DQO y 95,4% la DBO> %,

En la biorremediacion de los colorantes, Jaramillo M, et al. en el 2018 realizardn
un estudio con tinturas azoicas, las cuales fueron sometidas a procesos de
biorremediacion utilizando la levadura Saccharomyces cerevisiae, ya que posee
enzimas que rompen el grupo azo (-N=N-) presente en estos colorantes; Se utilizd
en aguas residuales donde se vierten este tipo de colorantes, dando como
resultado la produccién de aminas téxicas que vuelven el medio acido. Para
asegurar que el microorganismo pueda seguir su desarrollo se utiliz6 un método
de inmovilizacion a través de un encapsulado en gelatina la cual permite que la

levadura pueda ser no solo reutilizada sino también mejorar su resistencia al pH?*.

También, Salazar H et al. en el afio 2018 determinaron que la biodegradacion de
algunos colorantes crea sustancias mas téxicas para la vida que el mismo
colorante, como sucede con los colorantes de tipo azo, donde las aminas
producidas vuelven el ambiente téxico y los microorganismos no pueden continuar
su degradaciéon, por lo cual se realiz6 un estudio donde tomaron un grupo
aromatico de estas aminas, llamado &cido sulfanilico que se forma en la
biodegradacion de algunos colorantes. Se utiliz6 un microorganismo, 0 un
consorcio usando esta amina como fuente de energia y carbono y debido a su
toxicidad se decidié inmovilizar los microorganismos con piedra de rio. donde se
inocularon 3 cepas de una comunidad bacteriana, individualmente y un consorcio,
las cuales biorremediaron esta amina debido al crecimiento en el medio mineral
usado con el acido sulfanilico, demostrando que no solo los colorantes sino

también los metabolitos producidos pueden ser removidos>.

Los estudios relacionados demuestran los aportes cientificos e investigativos en el
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uso de microorganismos nativos y metodos de biorremediacion para tratar

residuos peligrosos apoyando la realizacidén de esta investigacion.
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2. MARCO REFERENCIAL.
2.1 Residuos peligrosos.

Se entiende como residuo peligroso o RESPEL a los residuos que debido a su
peligrosidad intrinseca (toxico, corrosivo, reactivo, inflamable, explosivo,
infeccioso, eco téxico) puede causar dafios a la salud o al ambiente. Es decir, la
definicion de residuo o desecho peligroso estd basada en las caracteristicas
intrinsecas de peligrosidad del residuo para la salud o el ambiente y en la no
posibilidad de uso por parte del generador que lo produjo. Se consideran residuos
peligrosos los envases, recipientes y embalajes que hayan estado en contacto con

ellos?®® ¢4,

2.1.1 Caracteristicas de peligrosidad

Conociendo las caracteristicas de peligrosidad del residuo, se puede determinar el

tipo de riesgo que puede ser generado a partir de este.
2.1.1.1 Caracteristica que hace a un residuo corrosivo.

Caracteristica que hace que un residuo o desecho por accion quimica, pueda
causar dafo en tejidos o que en caso de fuga genere dafio a otros materiales. Se

presentan las siguientes caracteristicas.
- Ser acuoso y presentar un pH menor o igual a 2 o mayor e igual a 12.5.

- Ser liquido y corroer el acero a una tasa mayor de 6.35 mm por afio a una

temperatura de ensayo de 55 grados Celsius®® ®*.

2.1.1.2 Caracteristica que hace a un residuo reactivo.

Caracteristica que hace que un residuo o desecho cuando al mezclarse o ponerse
en contacto con otros elementos, compuestos o0 sustancias generan las siguientes

propiedades.

- Generacion de gases, vapores y humos toxicos en cantidades suficientes para

provocar dafio a la salud humana o al ambiente cuando se mezclan con el agua.
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- Poseer sustancias como cianuros, sulfuros, peroxidos organicos que por alguna
reaccion generen gases 0 vapores que afecten la salud humana y el medio

ambiente.
- Ser capaz de generar explosion al generar un estimulo de calor.

- Aguel que produce una reaccion endotérmica o exotérmica al estar en contacto
con el aire, agua o cualquier sustancia.

- Favorecer la combustion?® %4,

2.1.1.3 Caracteristica que hace a un residuo explosivo.

Se considera explosivo cuando en estado solido o liquido por reaccion quimica
genera gases a una temperatura, presion y velocidad generando dafio a la salud
humana y el medio ambiente, ademas que cuente con alguna de las siguientes

caracteristicas.
- Formar mezclas explosivas con el agua.

- Producir facilmente una reaccién o descomposicion detonante a temperaturas de
25 grados Celsius y presion de 1.0 atm.

- Ser una sustancia creada con cuyo fin sea producir una explosion o efecto

pirotécnico®® **.

2.1.1.4 Caracteristica que hace a un residuo inflamable.

Se considera inflamable cuando en presencia de una fuente de ignicion (inicio de
la combustion) puede arder bajo condiciones de presion y temperatura o presentar

alguna de las siguientes propiedades.

- Ser un gas que a una temperatura de 20 grados Celsius y 1.0 atm de presion

arde en una mezcla menor o igual al 13 % del volumen aire.

- Ser un liguido cuyo punto de inflamacién es inferior a 60 grados Celsius de
temperatura con excepcion de las soluciones acuosas con menos de 24% de

alcohol en volumen.
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- Ser un solido con la capacidad bajo condiciones de temperatura de 25°C y
presion de 1.0 atmdsfera, de producir fuego por friccion, absorcion de humedad o
alteraciones quimicas espontaneas y quema vigorosa Yy persistentemente
dificultando la extincion del fuego;

- Ser un oxidante que puede liberar oxigeno y, como resultado, estimular la

combustion y aumentar la intensidad del fuego en otro material®® *,

2.1.1.5 Caracteristica que hace a un residuo toxico.

Es aquel capaz de provocar efectos bioldgicos indeseables o adversos, causando
dafio a la salud humana y el medio ambiente Para este efecto se consideran
toxicos los residuos o desechos que se clasifican de acuerdo con los criterios de
toxicidad (efectos agudos, retardados o cronicos y eco téxicos) definidos en el
Decreto 4741 de 2005°% *,

2.1.1.6 Caracteristica que hace a un residuo biolégico y/o infeccioso.

Un residuo o desecho con caracteristicas infecciosas se considera peligroso
cuando contiene agentes patdgenos, tales como bacterias, parasitos, virus,

rickettsias y hongos con suficiente virulencia y concentracion para causar

enfermedades en los seres humanos?® %*,

2.1.2 Residuos generados en laboratorios de docencia.

En los laboratorios de docencia universitarios, se realizar diferentes tipos de
tinciones para apoyar el diagndstico, alli cada muestra procesada emplea distintas
coloraciones, reactivos y soluciones como coloracion de Gram, coloracion de Ziehl

— Nielsen, coloracién de Wright, coloracién verde de malaquita®’.

Los residuos peligrosos generados se clasifican en el anexo | y Il del presente

decreto 4741 de 2005, de la siguiente manera:
Anexo |: Lista de residuos o desechos peligrosos por procesos o actividades
Anexo II: Residuos o desechos peligrosos por corrientes de residuos.

Anexo lll: Caracteristicas de peligrosidad de los residuos o desechos peligrosos®®
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Anexo

Nomenclatura

Anexo |

Y1-Y45

Anexo Il

Al (Desechos metélicos o que contengan
metales)

A2 (Desechos que contengan
principalmente constituyentes
inorganicos, que puedan contener metales

0 materia organica)

A3 (Desechos que contengan
principalmente constituyentes
organicos, que puedan contener metales y

materia inorganica)

Anexo Il

Corrosivo Reactivo Explosivo Inflamable

Infeccioso Radioactivo y Toxico

Tabla 1 Clasificacion de residuos peligrosos

Segun la clasificacion dada por los anexos | y Il del decreto 4741 de 2005, los
residuos trabajados en la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca y a los

cuales se les realizo un diagndstico y tratamiento en el presente proyecto son

clasificados como:

Y12: Desechos resultantes de la produccién, preparacion y utilizacion de tintas,

Elaborado por los autores, 2018.

26, 64.

colorantes, pigmentos, pinturas, lacas o barnices

Y34: Soluciones acidas o acidos en forma solida

Y35: Soluciones basicas o bases en forma solida

Y41: Solventes organicos halogenados

26,64
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2.2 Colorantes.

Se define como una sustancia que tiene la capacidad de dar color a células,
tejidos, fibras, etc. Los colorantes se pueden clasificar en colorantes naturales,
gue son extraidos de las plantas, y colorantes artificiales, que son aquellos de
minerales procesados en el laboratorio. Estos colorantes estan constituidos por un
componente cromoéforo que tienen la capacidad de absorber energia o luz visible,
para emitir colores de acuerdo a la longitud de onda emitida, y un componente
auxocromo que son grupos funcionales que constituyen una molécula y que tienen
como funcion intensificar la formacion de color, algunos ejemplos de grupos

funcionales son grupo metilo, halégenos, hidroxilo, alcohol y amino®.
2.2.1 clasificacion de los colorantes.

Los colorantes se pueden clasificar segun su naturaleza y su comportamiento

quimico.
2.2.1.1 Segun su naturaleza.

- Naturales: Hace referencia a los colorantes o tintes derivados de plantas (raices,
hojas, madera, etc.), hongos, liguenes, invertebrados o minerales como, por
ejemplo: Hemateina (Extraida del tronco de una planta que por oxidacién permite
la extraccion de hemateina), azul de indigo (Extracto de leguminosa) o Camin

(Extraido de la cochinilla)?®®.

- Artificiales: Son preparados artificiales solubles en agua, debido a la presencia
de grupos de acido sulfénico y consecuentemente son faciles de utilizar,
generalmente en forma de sales sddicas, en liquidos y materiales pastosos. Son
obtenidos en su mayor parte de alquitran de hulla, son colorantes de anilina y se
distinguen colorantes &acidos y basicos, que precipitan sales, y asi mismos

colorantes neutros®®%.

2.2.1.2 Segun su comportamiento quimico.

Se caracterizan dependiendo de su estructura fisicoquimica, porque dependiendo

de ello se unira de una forma mas estable a la estructura que se tifie. Estos
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colorantes estan constituidos por un anillo bencénico al cual se unen distintos
radicales y uno de ellos es el radical croméforo que generalmente es de tipo
nitroso o de tipo amido, azo, alguenos, ciano, tiociano. Dependiendo de la
cantidad de radicales cromoforos se unan sera el poder del colorante. Asimismo,
se uniran radicales no coloreados 0 auxocromos que pueden ser de tipo hidroxilo,
amino, y metileno que no poseen capacidad tintorial, pero generan estabilidad al

colorante. De esta manera se clasifican en:

- Colorantes acidos o anionicos: Son colorantes donde la carga radical es negativa
y corresponden a colorantes citoplasmaticos, ya que el citoplasma de la célula se
considera basico y por tal motivo captan colorantes &cidos. Ejemplo: Eosina y aura

minas?.

- Colorantes béasicos o cationicos: Son aquellos donde la carga del radical
cromaforo es positiva y generalmente tifien estructuras nucleares que son acidas o
ligeramente acidas, que poseen carga negativa. Ejemplo: Fucsina, cristal violeta o

violeta de genciana o azul de metileno®,

- Colorantes neutros: Es una sal compuesta de un colorante basico y &cido.

Ejemplo: Eosinato azul de metileno?.

- Colorantes indiferentes: Colorantes insolubles en agua y solubles en alcohol
donde no hay una predominancia de cargas, pero tampoco tiene un

comportamiento neutro. Ejemplos: Sudan lll y Negro sudan®.
2.3 Tinciones.

Las tinciones se pueden clasificar como tinciones simples, cuando usan un solo
colorante, diferenciales cuando son usados mas de un colorante, y especificas
cuando se utilizan anticuerpos marcados con una molécula fluorescente. Son
usadas en laboratorios y diferentes industrias, a continuacion, se exponen las

referentes tinciones usadas en microbiologia, hematologia y parasitologia.
2.3.1 Tincion de Gram.

Es una tincién usada en laboratorios donde se manejan muestras microbiolégicas.
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Es definida como una coloracion diferencial ya que se usan dos colorantes que
permiten clasificar a las bacterias en Gram positivas y Gram negativas (ver figura
1). Los colorantes usados son:

- Violeta de Gram: Colorante que tiene afinidad con el peptidoglicano de la pared

bacteriana® %
- Lugol de Gram: Sirve como mordiente, e impide la salida del colorante de la
pared bacteriana, debido a la formacién de un complejo cristal violeta-yodo?® 3.

- Alcohol- acetona: Deshidrata la pared bacteriana y cierra los poros de la misma,

también destruye la membrana externa de las bacterias Gram negativas, debido a

que es soluble®® 3,

- Safranina o Fucsina de Gram: Sirve como contra tincion para las bacterias que
29,31

no retienen el colorante violeta de Gram

KEY

I , B Crystal violet

) / M lodine

/ i [ Alcehol
/ / Safranin

Gram-positive

Gram-negative

€ Application of © Application of © Alcohol wash © Application of
crystal violet iodine (mordant) (decolorization) safranin (counterstain)
| (purple dye)

Figura 1 Tincién de Gram resumida en pasos®.
2.3.1.1 Colorantes y soluciones usados en la tincion de Gram.

- Violeta de Gram: (dimetilamonio, cloruro hexametilpararrosanilina, cloruro
hexametil-p- rosanilina, cloruro violeta basico). Es un colorante basico, que en
contacto con bacterias de carga negativa reacciona coloreandolas (Ver figura 2).
Presenta un pH de 2,5- 3,5 (1%), punto de fusion 194°C y su solubilidad es de

4g/L en agua a 25°C** 3,
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Figura 2 Estructura quimica del colorante cristal violeta®.

- Fucsina de Gram: Su presentacion es dada por cristales oxidados oscuros o
polvo verde oscuro soluble en agua. Es un colorante cargado positivamente que

tiene la capacidad de combinarse con elementos combinados negativamente (Ver

figura 3). Es determinado como un colorante de contraste®® 3!,

W
—
HxN N_ NH2

Figura 3 Estructura quimica del colorante safranina y/o fucsina de Gram®.

- Lugol de Gram: Es un compuesto formado por |, (yodo) en equilibrio con KiI

(yoduro de potasio) y Si (Siulterio), los cuales estan presente para solubilizar el
29,31

yodo
- Alcohol Acetona: Decolorante organico de estructura CH3(CO)CH3% 3%,
2.3.2 Tincién de Wright.

Es una técnica empleada para diferenciar elementos celulares de la sangre y es

clasificada como una tincién policromatica ya que puede tefiir varios compuestos

acidos o basicos presentes en una célula®® *.

2.3.2.1 Colorantes y soluciones usadas en la tincion de Wright.

El reactivo de Wright esta constituido por hematoxilina- eosina y azul de
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metileno.

- Hematoxilina-eosina: Es un colorante &cido natural extraido de una planta
leguminosa Haematoxylum campechianum, conocida también con el nombre de
palo de Campeche. Por su caracter acido tifie sustancias basicas (Ver figura 4).

Tiene un pH de 5-7 un punto de fusién de 140-145°C%*" 32,

Figura 4 Estructura quimica de la Hematoxilina — eosina®.

- Buffer de Giordano: Solucion amortiguadora de pH para la coloracién de Wright.
Liquido incoloro sin presencia de particulas suspendidas ni precipitadas. Esta
compuesto por agua, fosfato de sodio y calcio, presenta un pH de

aproximadamente 6,7 a 20°C* %2,

2.3.3 Tincién de Ziehl — Neelsen.

Tincion utilizada principalmente para el diagnostico de bacilos acido alcoholes
resistentes (BAAR). Esta tincion permite diferenciar las bacterias en dos grupos

aguellos que son capaces de resistir la decoloracion con alcohol-acido y aquellos

que no lo son®® 3.

2.3.3.1 Colorantes usados en la tincion de Ziehl — Neelsen.

- Carbol-fucsina: Es una mezcla de fenol y fucsina béasica. Es un producto de color

rojo sin capacidad de generar auto inflamacion® 3,

HoN NH;" CI-
([ ]

NH,
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Figura 5 Estructura quimica del Carbol-Fucsina®.

- Azul de metileno: Es un colorante de caracteristica catidonica cuyo nombre
cientifico es cloruro de metiltionina (Ver figura 6). Presenta un pH de 3 y un punto

de fusién de 180°C y una solubilidad de 40g/L en agua a 20°C%' 33,

N
I L
H3C,,_N S RJ’CH3

CH5 Cl- CHs

Figura 6 Estructura quimica del azul de metileno®.

- Colorante verde de malaquita: Es un colorante débilmente basico (presenta una
carga positiva débil) (ver figura 7). Presenta un pH de 3.8, una temperatura de
fusién de 190°C y una solubilidad en agua de 1.5g/L a 20°C%34,

C

" |
@H N
=

Figura 7 Estructura quimica del verde de malaquita®.
2.3.4 Tincion negativa.

Tincion para microscopia de luz con el fin de rodear y delinear las bacterias no
tenidas u otros materiales biolégicos. En microbiologia se utiliza para apoyo
diagndstico de Cryptococcus neoformans, microorganismos que causan meningitis
en pacientes con inmunosupresion, siendo la técnica mas usada para poner de

manifiesto su capsula29, 35.
2.3.4.1 Colorantes usados en la tincion negativa.

- Tinta china o nigrosina: En la tincion negativa se utilizan tintes acidos los cuales
poseen un cromdgeno negativo que no penetrara en la bacteria debido a su carga

negativa en la pared celular (Ver figura 8). Presenta un pH de 3.2-8 y una
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solubilidad de 10g/L a 20°C***°,

SO;H
Figura 8 Estructura quimica de la tinta china o nigrosina®.
2.3.5 Tincion azul de lactofenol.

Tincidn utilizada en el area de micologia para observar hongos de interés clinico y
este colorante es capaz de mantener las estructuras fangicas. El fenol inactiva
enzimas liticas de la célula y evitard que esta se degrade, igualmente destruye

flora acomparfiante e inactiva a la célula® 3% *.

2.3.5.1 Colorante azul de lactofenol.

- Azul de lactofenol: Es un colorante de composicion &cida, presenta un pH de

aproximadamente 2.3 a 20°C y una solubilidad a 20°C?% 3% %

2.4 Reactivos quimicos.
2.4.1 Reactivos acidos.

Es un compuesto quimico, que cuando se disuelve produce una soluciéon con
actividad de catién hidronio, es decir, un pH menor a 7. Con caracteristicas de
neutralizar la accién de sustancias basicas, expresada al enrojecer el indicador

papel o tintura tornasol*®.

2.4.2 Reactivos bésicos.

Es una sustancia que aporta iones OH- en una disolucién acuosa, es decir, tiene

un pH mayor a 7 neutraliza la accion de los acidos Expresada al generar color azul
en el papel o tintura tornasol*®.
2.4.3 Reactivos de hipoclorito de sodio.

El hipoclorito de sodio (NaClO) es compuesto quimico, utilizado ampliamente por
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sus propiedades desinfectantes, manejado principalmente en industrias para el
tratamiento y potabilizacion de agua, blanqueador de textiles, en procedimientos
diarios en hospitales universidades e investigacion en salud que se necesite
condiciones asépticas, limpieza doméstica. Es un compuesto altamente téxico por

lo cual su venta se realiza en concentraciones bajas (0,5 a 5,25%)".
2.5 Técnicas de tratamiento para residuos.

Denominadas como convencionales (métodos fisicos y quimicos) y no
convencionales (métodos bioldgicos), estos ultimos pueden ser desarrollados a
menor precio y ser en ocasiones mas efectivos en el tratamiento de los residuos

peligrosos, entre ellos tenemos:
2.5.1. Digestion anaerobia.

El proceso de digestion anaerobia es un proceso biolégico donde la materia
organica es degradada por la acciébn de microorganismos, en ausencia de
oxigeno, generando dioxido de carbono y metano o bien conocida como “biogas” y
una mezcla acuosa junto con nitrégeno, fosforo y otros elementos presentes en la
biomasa*®. Este proceso comprende una serie de etapas por las cuales pasa la
materia organica, entre ellas encontramo la hidrélisis, acidogenesis, acetogenesis
y metanogenesis. El pH 6ptimo para realizar digestion anaerobia es de 7 aunque
se puede operar en un pH de 6.5 a 7.5%.

2.5.2 Compostaje.

Es un producto obtenido de la mezcla de materia organica la cual es sometida a
un proceso biologico para fomentar su degradacion y descomposicién. Para la
realizacion de un compostaje se deben tener en cuenta condiciones especificas de
humedad, temperatura, pH y cantidad de oxigeno, las cuales pueden variar
dependiendo del tipo de compostaje que se quiera elaborar. Es importante
destacar que tipos de compostaje existen ya que varian en cuanto a materiales
organicos y el método que utilizan para su elaboracion. Los tipos de compostaje

gue existen son el compostaje basico, compostaje de lombrices, avicompostaje,
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compostaje de café y composta caliente™®.
2.5.3 Biorremediacion.

La biorremediacién es un proceso que utiliza las habilidades cataliticas de los
organismos vivos para degradar y transformar contaminantes tanto en
ecosistemas terrestres como acuéticos, presentando asi un importante potencial
en la mitigacion de la contaminacion ambiental para que de esta manera puedan
integrarse a ciclos biogeoquimicos naturales®® *' %2, También se ha conseguido
identificar las enzimas involucradas en la degradacion de colorantes y desarrollar
tecnologias utilizando dichas enzimas. De esta manera es importante destacar los
3 tipos de biorremediacion que existen: Degradacion enzimatica, remediacion
microbiana y la fitorremediacién siendo el proceso siempre dependiente de pH, la
temperatura, los nutrientes, asi como de la especificidad de la enzima por el

sustrato®® 42,

2.5.3.1 Biorremediacion in situ.

Técnicas biolégicas las cuales son aplicadas en el lugar que se encuentra la

contaminacion®.
2.5.3.2 Biorremediacion ex situ.

Técnicas biolégicas en las cuales se traslada la zona contaminada, para realizar
su tratamiento. Se escoge la técnica segun el tipo de contaminante y factibilidad

econémica®.
2.5.4 Degradacion enzimatica.

Consiste en el empleo de enzimas en los sitios contaminados con el fin de
degradar sustancias nocivas. Dichas enzimas son producidas en bacterias que
son transformadas genéticamente para la produccion de las mismas, hoy en dia
empresas dedicadas a la biotecnologia comercializan las enzimas o

microrganismos transformados genéticamente*® #2.
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2.5.5 Remediacién microbiana.

Se refiere al uso de microorganismos directamente del foco de contaminacion que
por razones de adaptabilidad pueden existir en ese sitio y es necesaria la
administracion de fosforo o nitrégeno con el fin de acelerar el proceso o
directamente la inoculacion de distintos microorganismos provenientes de otros

ecosistemas”® %2,

Existen en la literatura varias especies de bacterias, levaduras, hongos y algas
reportadas en la aplicacion de procesos de biorremediacion con la relativa
facilidad, por ejemplo: Degradacion del petréleo y sus derivados y biorremediacion
de los enlaces azo de colorantes textiles. Es importante mencionar en la
remediacion microbiana la utilizacion de consorcios microbianos capaces de
degradar colorantes, debido a la adaptacion de los organismos al estrés ambiental

y a la presién evolutiva debido a las condiciones del efluente®® 4.

2.5.6 Fitorremediacion.

Se refiere al uso de plantas para limpiar ambientes contaminados. Aunque se
encuentra en desarrollo, constituye una estrategia muy interesante, debido a la
capacidad que tienen algunas especies vegetales de absorber, acumular y/o
tolerar altas concentraciones de contaminantes como metales pesados,

compuestos organicos y radioactivos, etc.*® #%,

2.6 Factores que afectan a la biorremediacion.
2.6.1 Temperatura.

es uno de los factores ambientales mas importantes que afecta la actividad
metabdlica de los microorganismos y la tasa de degradacion. Las bacterias
presentan intervalos de temperatura bastante reducidos entre 20 y 30°C
decreciendo la biodegradacion por desnaturalizacion de las enzimas a

temperaturas superiores a 40°C e inhibiéndose a inferiores a 0°C** #°.
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2.6.2 pH.

Afecta significativamente la actividad microbiana, cuanto mayor sea la diversidad
de microorganismos existentes, potencialmente mayor sera el rango de tolerancia.
El crecimiento de la mayor parte de los microorganismos es maximo dentro de un
intervalo de pH situado entre 6 y 8 (bacterias), mientras que es mas 4cido para los
hongos (pH 4 - 5). El pH 6ptimo establecido para procesos de biodegradacion es
neutro (pH 7,4 - 7,8)*.

2.6.3 Disponibilidad de oxigeno.

Es el aceptor final de electrones generalmente empleado en procesos bioldgicos y
también es necesario en determinados tipos de reacciones de oxidaciéon —
reduccion catalizada por enzimas. Los microorganismos, oxidan compuestos
organicos o inorganicos, obteniendo asi la energia necesaria para su crecimiento.
El aceptor final de electrones es el receptor de los mismos y, en el caso de un

metabolismo aerobio, O2 es el aceptor y H20 es el producto®* °.

2.6.4 Disponibilidad de nutrientes.

El metabolismo microbiano esta orientado a la reproduccién de los organismos y
éstos requieren que los constituyentes quimicos se encuentren disponibles para
su asimilacion y sintesis. Los nutrientes principalmente requeridos son el fosforo y
el nitrégeno. La adicion de fuentes de Nitrogeno (N2) y Fosforo inorganico
generalmente tiene un efecto positivo incrementando las poblaciones microbianas.
Aungue en general la adicion de fuentes inorganicas de NITR y P es beneficiosa
para los procesos de biodegradacion, de igual manera, el uso excesivo de
nutrientes inorgénicos también puede inhibir los procesos de biodegradacion®.

2.6.5 Humedad.

El agua forma parte del protoplasma bacteriano y sirve como medio de transporte
a través del cual los compuestos organicos y nutrientes son movilizados hasta el
interior de las células. Un exceso de humedad inhibira el crecimiento bacteriano al

reducir la concentracion de oxigeno, esta se define como la cantidad de agua
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admitida hasta su saturacion* #’.

2.6.6 Otros factores.

Se deben tener en cuenta son el tipo de sustrato del residuo a tratar, entre los

cuales tendremos:

- Volatilidad: Es el proceso en el cual un contaminante se difunde desde la fase
sélida o liquida a la fase gaseosa®.

- Viscosidad: Este parametro es una medida de la resistencia interna de una

sustancia a fluir*.
2.7 Biorremediacién de colorantes.
2.7.1 Biorremediacion de cristal violeta.

En la literatura reportada se han realizado ensayos de decoloracién de colorantes
bajo ciertas concentraciones en funcion del tiempo, evidenciando un
comportamiento directamente proporcional, es decir, que a mayor concentracion
en mg/L se necesita de un mayor tiempo en horas para que sea efectiva la
decoloracion. Adicionalmente a ello, se han realizado ensayos de fitotoxicidad en
plantas para determinar si los compuestos generados después de una
biorremediacién con microorganismos generan problemas ambientales*®. De esta
manera, a través de distintas investigaciones se llega a la conclusion que enzimas
como la lacasa y la aminopirina N-desmetilasa son presumiblemente involucrados
en la decoloracién de cristal violeta. De igual manera, es importante el analisis de
los metabolitos los cuales pueden ser medidos por distintos métodos quimicos
como cromatografia de gases y espectrofotometria de masas*. Los metabolitos
generados luego de una degradaciéon de cristal violeta observados en la tabla 2

son:

No Metabolito Estructura quimica
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1 |N,N,N,N- "OF@

Tetramethylpararosaniline

N.N,N',N"-Tetramethylpararosani

NHCH;

2 N, N-
(H3C)N NHCH;
dimethylaminophenyl] [N-

o]

methylaminophenyl] benzophenone

3 4-methyl amino phenol
HO NHCH4

4 N,N-dimethyl aminobenzaldehyde /o

5 Fenol

OH

Tabla 2 Biorremediacion de cristal violeta por Agrobacterium radiobacter®.
2.7.2 Biorremediacion de verde de malaquita.

El verde de malaquita es un colorante usado en la industria textil, alimentaria,
médica y acuicultura. Debido a su toxicidad es prohibida en muchos paises, pero
aun asi el bajo costo y eficacia hace que sea usada. El trifenilmetano reductasa y
el citocromo P450 median la reduccion de verde de malaquita a leucomalaquita,

sin embargo, tal degradacion es viable para la generacién de mas toxicos*.

El leucomalaquita es un metabolito toxico ya que puede acumularse en los tejidos
de los peces y adicionalmente a esto su efecto toxico incluyen dafios a los
organos, crecimiento, reproduccion, anormalidades del desarrollo y es

potencialmente mutagénico y carcinogénico™.

Las lacasas son enzimas pertenecientes al grupo de las oxidasas de cobre azul,
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las cuales tienen importancia en procesos de decoloracion, desintoxicacién de
colorantes, tratamiento de aguas residuales y biorremediacién, ya que son
amigables con el medio ambiente y oxidan compuestos fendlicos como lo es el
verde de malaquita y no fendlicos. Estas lacasas son producidas por hongos de la
pudricion blanca y son eficaces al secretar estas enzimas. Son enzimas con cuatro
atomos de cobre por molécula y catalizan la oxidacién de un electrén de sustrato
con reduccion de cuatro moléculas de oxigeno molecular en agua. Las lacasas
dependeran para la degradacion de un potencial redox entre 400 a 800 mV y
pueden llegar a ser potenciados por mediadores, el ejemplo mas claro es cuando
se usan compuestos no fendlicos ya que se necesita incrementar el potencial

redox para la degradacion®.
Para la degradacion se identifican 2 vias paralelas y competitivas:

- Via | de degradacion: N-desmetilacion (es decir, la conversion completa de MG a
desmetil MG, didesmetil MG y tridesmetil MG) donde no se produce decoloracién
de MG®.

- Via Il de degradacion: Decoloracion de verde de malaquita a su forma de carbinol
en donde hay una ruptura en el enlace entre el atomo de carbono central y el anillo
de N, N — dimetilamino fenilo en (dimetilamino-fenil) -fenil- metanona y N, N-
dimetilanilina. (dimetil amino-fenil) -fenil-metanona fue luego N- desmetilada a

(amino fenil) -fenil metanona (Ver figura 9)*°.

Cada mecanismo de degradacion sera distinto si usamos mediadores.
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Elnombre de los compuestos es el siguiente: I: MG; II:
desmetil MG; III: didesmetil MG; IV: tridesmetil MG; V:
tetradesmetil MG; VI: MG carbinol; VII: (dimetil amino-
fenil) -fenil-metanona; VIII: (metil amino-fenil) -fenil-
metanona; IX: (amino fenil) -fenil-metanona; X: N, N,
dimetilanilina.

Los metabolitos identificados y los metabolitos no
identificados (entre paréntesis) se muestran en cada paso.

Figura 9 Biorremediacion de verde de malaquita®.

En
biorremediacion de residuos peligrosos como los colorantes incluyendo bacterias y

la tabla 3 se encuentran ejemplos de microorganismos usados en

hongos.

Microorganismo

Colorante degradado

Aeromonas hidrophyla

Cristal violeta

Corynebacterium spp.

Negro reactivo 5
y amarillo reactivo

15

Sphingomonas sp. BN6

Colorantes tipo azo

Bacillus sp.

Colorantes tipo azo

Consorcio bacteriano

Colorantes tipo trifenilmetano
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Aeromonas hydrophila

Colorantes tipo antraquinonay

trifenilmetano azo

Bacteria KMK48
no

identificada

Colorantes

sulfonatados tipo azo

Sphingomonas
xenophaga

aminoantraquinona- acido
sulfonico (ASA-2)

Paenibacillus larvae

Colorante indigo

Aeromonas hydrophila

Colorantes tipo azo

Citrobacter sp.

Colorantes tipo azo y

trifenilmetano

Bacillus cereus Colorantes tipo indigoide
azo
Consorcio bacteriano Colorantes textiles tipo

reactivo y disperso

Consorcio bacteriano

Rojo de metilo

Bacterias sulfato

reductoras

Colorantes basicos

Consorcio bacteriano

Azul disperso

Aspergillus niger

Verde basico 4

Funalia troji

Rojo Astrozon

Pseudomonas sp.

Verde basico 4

Shingomonas

xenophaga

Antraquinoide
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Tabla 3 Microorganismos usados en biorremediacién de colorantes®.
2.8 Microencapsulacion.

La microencapsulacion es una metodologia que se basa en el recubrimiento de un
microorganismo 0 consorcio de microorganismos, para mejorar su estabilidad y
viabilidad mediante una barrera, que funciona como una proteccién contra los
efectos adversos que puedan ser generados por un ambiente en el cual son
sometidos gran variedad de microorganismos, obteniéndose como fin, capsulas de
tamafio micrométrico, los cuales son elaboradas a partir de agentes de
recubrimiento (alginato, quitosano, gelatina, almidon entre otros) que encapsulan

un material activo® °6 7.

Entre las ventajas de realizar este proceso esta aumentar la resistencia frente a
condiciones ambientales, liberacién controlada y gradual del material activo,
conservacion de las caracteristicas fisicas del material activo, como olor y sabor,

puede ser empleado para separar componente y estabiliza el material activo®.
2.8.1 Procesos de microencapsulacion.

Para poder determinar el tipo de microencapsulacion que se deben conocer los
diferentes y distintos métodos utilizados para este fin, esto también dependera del
tiempo en que se buscan obtener las capsulas, el estado fisico en el cual se
obtiene el material activo, y en el cual se espera utilizar®®. En la figura 10, se
observa una ilustracion esquematica de los diferentes procesos de

microencapsulacion.
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Material de pared

Sustancia a encapsular

Peso molecular
Polaridad
Grupos quimicos
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Grupos quimicos
Estado fisico

Emulsion

Proporcidn de sustancia a encapsular y
material de pared

Procesos quimicos Procesos mecanicos
o — T

- Coacervacion " e

Co-cristalizacidn / Secado por aspersion
Pelimerizacidn interfacial Secado congelamiento
Gelificacion icnica enfriamients
Incompatibilidad polimérica
Extrusion
Atrapamientn en liposomas
" Inclusién malecular d

- _/
T \ /
Microparticulas

| Eliminacidn controlada

Figura 10 Procesos de microencasulacion®®
2.8.2 Materiales usados en la microencapsulacion.

Una de las caracteristicas principales que deben tener los materiales
encapsulantes, es que deben permitir y mantener la viabilidad del material activo,
por lo cual debe propiciar en gran medida la correcta conservacion sin separarlo
completamente del medio externo, es decir debe permitir mantener una relacion
con su entorno. Algunos compuestos activos que se han descrito en la literatura
han sido enzimas, antioxidantes polifenoles, microorganismos, lipidos buffers,
entre otros, con los cuales se busca aumentar su resistencia a condiciones no
tolerables, como concentraciones de pH, temperatura o sales, muy altas o muy

bajas®®

Uno de los materiales mas usados en la literatura para encapsular, es el alginato
de sodio, el cual, gracias a su capacidad de secuestrar cationes divalentes como
calcio, permite la creacion de geles que también al ser sometidos a otros
secuestradores de cationes divalentes como lactatos o citratos, permiten la
desgelificacién del mismo, permitiendo de esta manera la liberacién del material
activo. Ademas, por ser un material desarrollado a partir de algas, es

biodegradable y por lo tanto amigable con el medio ambiente®®

Una de las desventajas mas grandes del alginato de sodio, es que tiene una
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sensibilidad a los ambientes acidos y debido al tamafio de sus poros, pudiendo

afectar su barrera en condiciones ambientales desfavorables®® ¢ 1,

Dentro de la literatura se utilizan diversos materiales para encapsular teniendo en
cuenta el tipo de material o sustancia que sea usada como material activo como

se ve en la tabla 4:

CATEGORIA MATERIAL TECNICA
ENCAPSULANTE EMPLEADA
Carbohidratos Almidén, maltodextrina, | Secado por

quitosano, solidos del | atomizacion, extrusion,
jarabe de maiz, dextrina, | coacervasion,
almidon modificado, | inclusion.

ciclodextrinas.

Celulosa Carboxilmetilcelulosa, Coaservacion,secado
metilcelulosa, por atomizacion.
etilcelulosa, etilcelulosa,

metilcelulosa,

etil celulosa.

Gomas Goma acacia, agar, | Secado por

alginato de sodio, | atomizacion,

carragenina. emulsificacion
(formacion de
esferas).
Lipidos Cera, parafina, cera | Emulsificacion,
de abejas, aceites, | formacion de
grasas. peliculas, liposomas.

Tabla 4 Materiales empleados para la microencapsulacion de compuestos

activos®?.
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2.8.3 Microencapsulacién con alginato de sodio.

La microencapsulacién en alginato de sodio. consiste en que el alginato es un gel
de origen natural, extraido de algunas algas marinas, los cuales forman un
polisacarido compuesto de acidos b-D-manurdnicos y alL- guluronicos, el cual es
inestable en pH acidos, por lo cual se ha decidido utilizar algunos materiales como

gomas entre otros®’.

El alginato de sodio se utiliza como material encapsulante debido a que puede
absorber cationes, en este caso como el del calcio, este cambia la estructura
liquida del alginato de sodio y lo vuelve sélido, permitiendo absorber el material
entre mezclado con el alginato de sodio; esto de igual manera se fundamenta en
la gelificacion interna, donde a través de un ion calcio el acido alL-guluronico se
une a otro acido alL-gulunorico, de esta forma se consigue la gelificacion y se

producen micro capsulas de 50mm aproximadamente®®.
2.9 Inmovilizacién de células.

“Se puede definir como cualquier técnica que restringe el movimiento libre de las
células™®. Un método de inmovilizacién debe reunir ciertos criterios entre los
cuales estan no debe atentar a la vida, viabilidad celular, debe ser resistente y
tener una larga duracién, debe permitir mantener la actividad celular, debe ser de
simple ejecucion y debe ser barato®.

2.9.1 Inmovilizacion sin soporte.

Se da mediante los agregados o fléculos que puedan tener algunos
microorganismos unos a otros ya sea inducida a través de algun reactivo como el
glutaraldehido o por -caracteristicas propias del medio, aunque algunos
microorganismos como las levaduras pueden desarrollar agregaciones y/o fléculos
por si mismos (tabla 5), estas técnicas son usadas también para inmovilizacién de

enzimas®.

Unién Tipo de unién
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Sin soporte Agregacién o formacién de floculo para la

formacién del entrecruzamiento

Con soporte Union covalente, adsorcion para la formacion
de intercambiadores ionicos o biopeliculas

inorganicas. Formacion de biopeliculas

Captura Polimero organico, polimero inorganico,

membrana semipermeable

Tabla 5 Método de inmovilizacion de enzimas®*.
2.9.2 Unién covalente.

Se define como el uso de acopladores como el glutaraldehido para unir células,
aunque estos pueden ser bastante toxicos y a menudo dafian las células, un
ejemplo dado de esta inmovilizacion, es el uso de Aspergillus niger con un soporte

de glicidil metacrilato obteniendo como producto &cido glucénico.

Especies Soporte Producto
Actobacter Hidréxidos metalicos Acido acético
Aspergillus niger Glicidil metacrilato Acido gluconico
Micrococcus luteus CM - celulosa Acido urocanico
Saccharomyces cerevisae | Aminopropil silica Etanol

Saccharomyces cerevisae | Hidroxialquil metacrilato | Toxina asesina

Saccharomyces cerevisae | Celulosa Etanol

Zygosaccharomyces lactis | Hidroxialquil metacrilato B-galactosidasa

Tabla 6 Células microbianas unidas covalentemente a varios soportes™.
2.9.3 Adsorcion.

Se obtiene gracias a la capacidad de los microorganismos a adherirse a

superficies solidas donde posteriormente forman biopeliculas, algunos
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microorganismos son dependientes de anclaje y requieren para crecer camas 0
portadores hechos de materiales como celulosa, poliestireno, agarosa entre otros

como se puede observar en la tabla 7.

Soporte Microorganismo Producto

Celex-E Azotobacter Vinelandii --

Intercambiador de iones basico, | Saccharomyces Etanol

anionico cerevisiae

Astillas de madera Saccharomyces Etanol
cerevisiae

Ceramica Acetobacter Acido acetico

Vidrio poroso Saccharomyces Cerveza

carlbergenis

Vidrio con poro controlado Cultivo mixto Metano

Vidrio poroso E. coli Biomasa

Colchones de fibra de vidrio Zynomonas mobilis Etanol

Antracita Pseudomonas spp. Degradacién
de fenol

Tabla 7 Materiales usados para adsorber células™”.
2.9.4 Captura.

La captura de células en una red tridimensional se utiliza con polimeros como
poliacrilamida, poliuretano, colageno, gelatina entre otros con el fin de atrapar

células completas™, como se puede observar en la tabla 8.

Método Organismo Producto
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Poliacrilamida

E. coli. Kluyveromyces
lactis Saccharomyces

cerevesiae Arthrobacter

B-lactamasa 6-APA
Hidrolisis de lactosa

Etanol

Corynebacterium  libium

Streptomyces griseus

Simplex Predrisolona
Poliuretano Células vegetales | Capsaicina
Capsicum frutescens
Colageno Aspergillus niger | Acido citrico

Acido glutamico

Candicinina

Agar. Agarosa

E. coli

Saccharomyces
pastorianus.

Methylomonas

Hidrolisis de lactosa

Sucrosa

Oxidacion de

metano

Alginato

Arthrobacter simplex
Curvularia Gluconobacter
oxidans Lactobacillus

delbricii

Pedrisolona Cortisona
Dihidroxiacetona

Acido lactico

K-carragenano

Acetobacter suboxydans
Bacillus anyloliquifaciens
Penicillium. Serratia

marcescens

L-sorbosa, a-amilasa

patulina L-isoleucina

2.9.5 Membranas semipermeables.

n54

“Se utiliza para confinar células dentro del medio™".

2.10 Degradacion enzimatica.

Tabla 8 Inmovilizacion por captura.

Algunos microorganismos tienen la capacidad de absorber por si mismos los
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colorantes debido a las caracteristicas morfolégicas que esta pueda poseer como
su membrana o proteinas propias de esta que permitan la degradacién de

desechos sin que sea necesario una adaptacién del microorganismo?.

Otra forma en la que un microorganismo degrada algun residuo es por la actividad
metabdlica, en la cual, al desarrollarse en el medio, el microorganismo puede
producir enzimas como, lacasas, peroxidasas, monooxigenasas y diooxigenasas
entre otras las cuales pueden degradar componentes como la lignina y los grupos
cromoforos como el azoico, la antraquinona, indigo, etc., estos ultimos perecientes

a colorantes y/u otros desechos®! >,

2.11 Métodos para determinacién de biomasa en procesos biolégicos.

La determinacion de biomasa es importante ya que ella misma indica la efectividad
de un bioproceso. Para su determinacion hay métodos directos que se basan en el
conteo de células o en el peso celular y los indirectos que tendran en cuenta alguin

componente celular o alguna actividad metabélica especifica®”.
2.11.1 Métodos directos.
2.11.1.1 Métodos gravimétricos.

La determinacion de biomasa se realizara en peso seco por unidad de volumen,
ya sea como sélidos solubles totales (SST) o sélidos solubles volatiles (SSV).
Toda separacion celular en un componente liquido se realizar4d por medio de
centrifugacion o filtracién®. Los métodos gravimétricos poseen una desventaja y
es gue son poco reproducibles y consumen bastante tiempo ya que su
determinacién no solo incluye microorganismos activos, si no inertes, material

inerte, polimeros®™.
2.11.1.2 Métodos espectrofotométricos.

Se basan en la existencia de la relacion que hay entre el numero de
microorganismos totales presentes en una muestra y su nivel de turbidez. Se

conoce como densidad 6ptica y se lee entre 600 y 700 nm®>™.
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2.11.1.3 Métodos microscoépicos de recuento celular.

El recuento de microorganismos se realiza en la cuadricula central de la cAmara y
se multiplica por la profundidad, obteniéndose el nimero de microorganismos por
volumen. No es un método bastante exacto ya que presenta interferencias con
formas orgénicas y ademéas no permite la diferenciacion de células activas y

células inertes®.
2.11.1.4 Métodos microscopicos mediante epifluorescencia.

Es considerado uno de los mejores métodos para la estimacion de biomasa. Es
una técnica que usa un agente fluorocromo, junto con la adicién de un anticuerpo
marcado con fluorescencia o una auto fluorescencia natural debido a que hay

presencia de un componente celular auto fluorescente®.
2.11.1.5 Métodos de siembra.

El método se fundamenta en la capacidad de una célula viable, para desarrollar
colonias viables en un medio de cultivo apropiado para su crecimiento. Se realiza

por siembra en superficie y por vertido®'.

- Siembra en superficie: Se extiende un volumen de aproximadamente 0.1ml de la

suspension realizada sobre la superficie de un medio de cultivo®.

- Por vertido: Un volumen de 0,1- 1 ml de la suspension microbiologica se mezcla

con el medio de cultivo, dejando enfriar en una caja de Petri>*.

Los resultados se expresan como UFC (Unidades formadoras de colonia). Es
importante tener en cuenta como se determina un cultivo viable, para ello es
necesario tener el conteo de 30 a 300 colonias. En el caso de muestras muy
diluidas se utiliza la filtracibn en membrana, que, tras realizar una filtracion de la
muestra, se coloca el filtro sobre el agar, permitiendo de esta manera la
colonizacion. Otro tipo de siembra es el NMP y es usado cuando la densidad de
poblacion bacteriana es elevada, tanto que no permite una evaluacion cuantitativa

de células individuales®..
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2.11.2 Métodos indirectos.

Son métodos basados fundamentalmente en la determinacion de un componente
celular, cuantificacion de actividades enzimaticas o en la medida de consumo de
sustrato. Los principales componentes a tener en cuenta para la utilizacion de

estos métodos indirectos son proteinas, ADN, polisacéridos, lipidos y ATP>*.
2.11.3 Otros métodos.
2.11.3.1 Métodos bioquimicos.

La mayoria de actividades enzimaticas se realiza mediante la conversién de
sustratos especificos a productos coloreados que son cuantificados
fotométricamente. La principal desventaja es que cuando algunos
microorganismos mueren, sus enzimas siguen activas. Se destaca la actividad

esterasa y deshidrogenasa™".
2.11.3.2 Métodos cinéticos.

La base de estos métodos es la medida del consumo de sustrato o de la formacién
de productos. El ejemplo mas tipico es la determinacion de DBO junto con

microorganismos aerobios>’.
2.12 Métodos para determinar la concentraciéon del colorante.
2.12.1 DBO>.

Demanda biolégica de oxigeno, es una medida del consumo de oxigeno utilizado
por los microorganismos para la oxidacion de compuestos organicos, siendo una
medida asociada a materia organica en suspension y disuelta. La técnica de
DBO5 expresa el oxigeno consumido de una muestra de agua residual
previamente diluida con agua saturada de oxigeno y sellada en una botella de
DBO por 5 dias, sin espacio de aire a 20°C. Se realiza la medicion de la

disminucion de oxigeno por medio de electrodos de oxigeno®2.
2.12.2 DQO.

Técnica que mide la demanda de oxigeno por medio de oxidantes quimicos
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fuertes. en la cual se somete la muestra a reflujo por 2 horas con dicromato
potésico en &cido sulfarico concentrado con sulfato de plata como catalizador, el
dicromato de potasio que queda se medira por titulacion de sulfuro ferroso
amonico, esto dara una medicion del oxigeno requerido para la oxidacion de la

muestra®?.
2.12.3 pH.

El cambio en el medio de este parametro indica que posiblemente esta ocurriendo
un cambio en la estructura quimica de los compuestos presentes y casos de

biorremediacion se estan generando metabolitos®?.
2.12.4 Método espectrofotométrico.

Técnica que utiliza el principio de la espectrofotometria donde se mida la cantidad
de luz que es absorbida (absorbancia) por una sustancia quimica, estas
sustancias se leen en el rango de luz visible debido a que algunos colorantes y
contaminantes pueden generar color, es decir se leen en un rango de entre 400 a
800 nm y se utiliza con el fin de determinar la cantidad de luz absorbida o
absorbancia es generada por un contaminante, es decir que a menor cantidad de
absorbancia se puede determinar una menor concentracion de este y por ende

una menor cantidad de contaminante®?.
2.12.5 Carbono organico total (TOC).

Medicion realizada por combustion eléctrica, la cual mide la cantidad de carbono

organico presente®?.
2.12.6 Cromatografia de gases.

Técnica cromatografia en la cual la muestra se volatiliza y se inyecta en la cabeza
de un mechero de una columna cromatografia, en su fase mévil la cual es un gas
inerte normalmente Helio, en la cual pasa atreves de la fase estacionaria que se
encuentra fijada en una columna que se encuentra de un horno con programacion
de temperatura, cada soluto en la muestra tiene una diferente afinidad hacia la

fase estacionaria lo que permite su separacion en bandas para su andlisis
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cuantitativo y cualitativo mediante detectores®>.
2.12.7 Espectrofotometria de gases.

Se procede a ionizacion de la muestra mediante, impacto electronico que
bombardea las moléculas con electrones con energia especifica, una vez ionizada
la muestra las moléculas se aceleran y conducen a sistema colector mediante
campos eléctricos o magnéticos , en la cual cada molécula tendra una velocidad
dependiente de su masa, produciendo el espectro de masas de la muestra que es
diferente para cada compuesto quimico y ser a identificado por medio de la
memoria del ordenador (libreria de espectros de masas) y proceder a su
identificacion®.

2.12.8 Acoplamiento cromatografia de gases — espectrometria de masas.

La cromatografia de gases es una técnica de separacibn de mezclas muy
complejas y una vez separadas la espectrometria de masas realiza la
identificacion casi inequivoca de cualquier sustancia pura ya que normalmente no
puede identificar componentes individuales de una mezcla sin separar

previamente sus componentes53.
2.13 Marco legal.
2.13.1 Resolucién 01174 de 2002.

Regulado por el Ministerio de Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial, donde se
adopta el manual de procedimientos para la gestion integral de los residuos
hospitalarios y similares seran de obligatorio cumplimiento por los generadores de
residuos hospitalarios y similares y prestadores de los servicios de desactivacion y
especial de aseo, de conformidad con lo dispuesto en el Decreto 2676 de 2000°.

2.13.2 Decreto 4741 de 2005.

Decreto emitido por la resolucién del Ministerio de Ambiente, Vivienda y Desarrollo
Territorial 1402 de 2006 por el cual se reglamenta parcialmente la prevencion y el

manejo de los residuos o desechos generados en el marco de la gestion integral,
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tiene como objeto prevenir la generacién de residuos o desechos peligrosos, asi
como regular el manejo de los residuos o desechos generados, con el fin de

proteger la salud humana y el medio ambiente®.
2.13.3 Resoluciéon 0062 de 2007.

Emitido por el IDEAM, en la cual se adoptan los protocolos de muestreo y analisis
de laboratorio para la caracterizacion fisicoquimica de los residuos o desechos

peligrosos en el pais®.
2.13.4 Resolucidén 2115 de 2007.

Expedida por el Ministerio de Ambiente, Vivienda y Desarrollo territorial por el cual
se sefalan las caracteristicas, instrumentos basicos y sistemas de control y

vigilancia para la calidad del agua de consumo humano®®.
2.13.5 Resolucién 043 de 2007.

Expedido por el IDEAM, “Por la cual se establecen los estandares generales para
el acopio de datos, procesamiento, transmision y difusién de informacién para el

Registro de Generadores de Residuos o Desechos Peligrosos”®.

2.13.6 Resolucién 1362 de 2007.

Expedido por el Ministerio de Ambiente. Vivienda y Desarrollo Territorial. “Por la
cual se establece los requisitos y el procedimiento para el Registro de
Generadores de Residuos o Desechos Peligrosos, a que hacen referencia los
articulos 27° y 28° del Decreto 4741 del 30 de diciembre de 2005"".

2.13.7 Resolucién 631 de 2015.

Expedida por el Ministerio de Ambiente, Vivienda y Desarrollo territorial,
reglamenta los parametros maximos permisibles que pueden tener las aguas
residuales para quienes realizan vertimientos a estas mismas, teniendo como
pardmetros para el vertimiento a aguas superficiales, aspectos microbiolégicos, de

plaguicidas, fisicos quimicos entre otros®’.
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3. DISENO METODOLOGICO.

3.1 Tipo de estudio.

Cuantitativo.

3.1.1 Universo.

Residuos producidos en las practicas de laboratorio de universidades.
3.1.2 Poblacién.

Residuos producidos en las practicas de laboratorio de la Universidad Colegio

Mayor de Cundinamarca.
3.1.3 Muestra.

Residuos peligrosos generados en las practicas de laboratorio de la Universidad

Colegio Mayor de Cundinamarca.
3.2 Hipotesis.

Los microorganismos nativos aislados de los residuos peligrosos generados en los
laboratorios de docencia de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca

realizan su biorremediacion.
3.2.1 Variables e indicadores.
Pueden ser observados en la tabla 9.

VARIABLE DEFINICION INDICADORES

Dependiente % de -Microorganismos aislados: cantidad
biorremediacion  UFC/ml
de

microorganismos

-Técnicas de biorremediacion
(Consorcio, inmovilizacion y

hativos aislados microencapsulacion)

-Caracteristicas macroscoépicas y

microscopicas.
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-% de decoloracion

-Halo de decoloracién en mm o cm

Independiente  Residuos -Tipo de residuo generado

generados en las _cantigad en miy Litros

practicas de
, -pH
laboratorio de la
UCMC. -Caracteristicas de los residuos:
CRETII (corrosivo, reactivos,

explosivo, toxicos, inflamables e

infecciosos), segiin IDEAM®*

Tabla 9 Variables dependiente e independiente.
Elaborado por los autores.
3.3. Técnicas y procedimientos.

3.3.1 Fase 1. Diagnostico de los residuos peligrosos generados en los
laboratorios de docencia de la universidad colegio mayor de Cundinamarca.

Se realiz6 una observacion directa de los diferentes tipos de residuos generados
en los laboratorios y se procede a diligenciar una matriz para determinar los
residuos generados y su cantidad durante el primer periodo del 2018 (Ver Anexo
2). A los residuos generados se les toma muestras segun el IDEAM® de cada uno
de los contenedores. La toma de muestra se efectla en los laboratorios 3, 4, 5, 6,
7, 8, 9, 10, 11, 12, donde se toman los componentes tematicos micologia,
hematologia clinica, bioquimica, quimica, industrial, aguas, toxicologia y
microbiologia. La toma de muestra se realizd el 12 de febrero del afio 2018

procediendo con su analisis.

Se realizé la clasificacion de los residuos teniendo en cuenta el pH y las
caracteristicas de peligrosidad segun las fichas técnicas de los posibles residuos
peligrosos depositados en cada contenedor. Las caracteristicas de peligrosidad

son ser corrosivas, reactivas, explosivas, toxicas, inflamables y biol6gicas CRETII.
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3.3.2 Fase 2. Aislamiento e identificacion de microorganismos presentes en
los residuos peligrosos generados en los laboratorios de docencia de la

Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca.
3.3.2.1 Preparacion del inoculo.

- Se tomd una muestra de 1 mL de los residuos peligrosos colectados, los cuales
fueron: Residuos de caracter acido, residuos de caracter basico, residuos de
hipoclorito de sodio, residuos de colorantes de los contenedores de 20 L y 40 L
provenientes de los laboratorios de docencia de la universidad Colegio Mayor de

Cundinamarca.

- Se suspendié en 5 mL de medio mineral en vasos de precipitado de 50 mL

previamente esterilizados.

- Se agito, y se dejo reposar para sedimentar. El sobrenadante es considerado

como el inoculo.

- Del sobrenadante de la suspension se agreg6 0,2 mL en biorreactores (frasco
tapa rosca azul, vidrio blanco, autoclavable hasta 140°C con capacidad de 250
mL), los cuales contenian 20mL de medio mineral liquido (MSM), (Anexo 1).
Previamente a estos biorreactores se les agrego del residuo peligroso 2mL
(residuos colectados). Asimismo, se realizé un montaje de cada residuo peligroso
adicionando 2 mL de glucosa como fuente de carbono. (ver tabla 10)

- Se realiz6 control sin inéculo, el cual contenia 20 mL de medio mineral liquido y 2

mL del contaminante

- Se incubo en agitacién constante a 100 rpm durante un periodo de tiempo de 24-
48 horas y a una temperatura de 25°C.

- Se realiz6 lectura de densidad Optica a 600 nm, utilizando el espectrofotémetro
marca Jenway y se midi6 pH, utlizando el potencibmetro marca Hanna

instruments.

- Se seleccionaron los biorreactores donde se presenté mayor densidad Optica y
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cambio en el pH, para el siguiente proceso®®.

El disefio metodoldgico se presenta en la Tabla 10.

Células (inoculo)

MSM + Contaminante (residuos basicos, residuos de
colorantes, Cristal violeta (50mg/l), Residuos acidos,

residuos hipoclorito de sodio) + Glucosa.

MSM + Contaminante (residuos basicos, residuos de
colorantes, Cristal violeta (50mg/l), Residuos acidos,

residuos hipoclorito de sodio) + Glucosa.

Controles

Sin células (sin

inoculo)

MSM + Contaminante (residuos basicos, residuos de
colorantes, Cristal violeta(50mg/l), Residuos acidos,

residuos hipoclorito de sodio) + Glucosa.

MSM + Contaminante (residuos basicos, residuos de
colorantes, Cristal violeta(50mg/l), Residuos acidos,

residuos hipoclorito de sodio) + Glucosa.

Tabla 10 Disefio metodologico®®.

3.3.2.2 Aislamiento de microorganismos.

- De los biorreactores seleccionados se realizaron diluciones 1:100 y 1:1000 los

cuales se sembraron en medio solido enriquecido agar tripticasa de soya,

asimismo se realizé una siembra directa del biorreactor.

- Se dejé en incubacion a una temperatura de 30°C de 24 a 48 horas para

bacterias y para hongos por 8 dias a la misma temperatura.

- Se realizé caracterizacibn macroscopica y microscopica de los microrganismos

nativos aislados. Para la identificacion microscopica de bacterias se utilizé tincion

de Gram y para la identificacion de hongos se realizé un directo de azul de

lactofenol.
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- Se realiz6 repiques de las bacterias aisladas en agar sangre, el cual es un medio
de cultivo sdlido enriquecido y en un medio selectivo de agar Mac Conkey. En el

caso de los hongos se realizaron repiques en agar PDA.

- Se dej6 en incubacion a temperatura de 30°C de 24 a 48 horas para las bacterias

y los hongos por 8 dias a la misma temperatura.

- Se realiz6 identificacion de los microorganismos por medio de caracterizacion
macroscopica y microscopica para hongos y bacterias y adicionalmente, se

realizaron pruebas bioquimicas (catalasa y oxidasa) y BBL Crystal para bacterias.

- Se realizé siembra de las bacterias y hongos seleccionados e identificados en un
medio que contenia el colorante cristal violeta a una concentracion de 50mg/L, en
el caso de las bacterias se adiciono cristal violeta en medio agar nutritivo y para

hongos al agar PDA®’.
- Se realizaron pruebas de antagonismo de los microrganismos seleccionados.

- Se inocularon los microorganismos utilizando el método de Kirby Bauer y boton
estéril por triplicado de cada uno de los microorganismos seleccionados y se
incubaron a las mismas condiciones previamente mencionadas para bacterias y
hongos. Se utiliz6 como control para las bacterias la Pseudomona aeruginosa

ATCC 9027, suministrada por el Cepario de la Universidad.

- Se procedi6 a medir los halos de decoloracion para seleccionar los

microorganismos que tienen un valor mayor o igual valor en mm del halo de
decoloracién que da el microorganismo utilizado como control®’.
- Los microorganismos seleccionados se utilizaron para los siguientes procesos.

3.3.3 Fase 3. Biorremediacién de los residuos generados

utilizando diferentes métodos.
3.3.3.1 Inmovilizacion de biomasa fungica en espuma de poliuretano.
Fase 1:

- Se verifico la pureza del cultivo por medio de un directo de azul de lactofenol
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para evidenciar la presencia de hongos.
- De la cepa obtenida se retir6 un disco de agar con el hongo.

- Se realiz6 inoculo del hongo en agar extracto de salvado de trigo el cual es un

medio de enriquecimiento. Se Incubo por 8 dias a 30°C°®’.

Fase 2:

- Se realiz6 prueba de pureza, caracterizacion macroscopica y microscopica.
- Se retiraron 10 discos del agar con el hongo crecido de la zona periférica.

- Se inoculo en un Erlenmeyer con 50 ml de extracto de salvado de trigo en medio
liquido.

- Se Agrego6 8 cubos de espuma de poliuretano de 1cma3 estéril para inmovilizacion
del hongo en esta. Se Incubo por 8 dias a 30 °C a 150 rpm en oscuridad®®.

Fase 3:

- Se realizo6 prueba de pureza.

- Se retir6 las espumas del medio y se determiné crecimiento de biomasa atrapada
en cada uno de los cubos por medio de peso seco, teniendo en cuenta el peso

inicial del soporte

- Antes de inocular se ejecutd una lectura inicial en cuanto a absorbancia a los

biorreactores a los cuales se les iba a realizar el ensayo.

- Se Tomaron 5 cubos de espuma colonizados y se agregaron a un biorreactor de
250 mL el cual contenia 50 mL de colorante cristal violeta en una concentracion de
50mg/L y biorreactores que contenian 50 mL de los residuos peligrosos,
realizando el ensayo por triplicado. Se Incubo por 8 dias a 30°C en agitacion

continua a 150 rpm°®’.
Lectura:

- Pasados 8 dias se retiraron los cubos de espuma de poliuretano y se tomé una

muestra de 5 mL la cual se centrifugo a 2500 rpm por 10 min separando el
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sobrenadante.

- Se realiz6 la ultima lectura de absorbancia de 450 nm y se procedio a realizar la

férmula de unidades de color (absorbancia x 500/ 0.132).
- Se realiz6 de igual manera la lectura del blanco (colorante sin tratamiento).

- Se realiz6 comparacion de las mediciones del colorante sin tratamiento y

después de este®’.
3.3.3.2 Microencapsulacion por medio de perlas de alginato de sodio.
Fase 1:

- A los microorganismos seleccionados: Staphylococcus sciuri, Burkhloderia
cepacia, y Aeromonas hydrophila (potencial de decoloracién) se les realizé una
comparacion con el estandar de la escala de Macfarland 3 con el fin de tener una

suspension bacterioldégica como referencia.
- Se homogeneizaron las 3 suspensiones de microorganismos™®.
Fase 2:

- Se adiciono 25 mL de las suspensiones con 0.5g de alginato de sodio a un vaso

de precipitado de 250 mL y se homogenizo por cinco minutos.

- Se utiliz6 una jeringa de 20 mL y se succiono sin aguja una alicuota de la mezcla
de microorganismos y se descartd por goteo en un vaso de precipitado con cloruro
de calcio al 0.05M, previamente refrigerado a 4°C. Esta mezcla se mantuvo en

agitacion lenta favoreciendo la formacion de perlas de alginato.

- Se separo las perlas mediante un proceso de filtracion usando gasa estéril para

retener las perlas®.

- Se realiz6 un medio el cual contenia 100 mL de medio mineral con cristal violeta
a una concentracion de 50mg/L con perlas de alginato sin suspensién bacteriana

para control. Este ensayo se realiz6 por triplicado.

- Se utilizaron biorreactores con 100 mL de medio mineral con cristal violeta a
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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 y se inocularon en cada biorreactor.

- Se incubo a 25°C y se mantuvo en agitacion constante a 100 rpm por un tiempo
de 192 horas™.

Fase 3:

- Completado el tiempo de incubacion, se tomé lectura de las absorbancias a 590
nm para Cristal violeta y residuo de colorantes y 550 nm para los otros residuos en
un tiempo de 2, 4, 24 y 192 horas.

- Se determiné el porcentaje de biorremediacidn a través de la siguiente formula:
Biorremediacion (%) = [(Absorbancia
en t0) - (Absorbancia en t1)] / (Absorbancia en t0) x 100]*% .
3.3.3.3 Biorremediacion usando un consorcio bacteriano.
Fase 1:

- Se tomaron los microorganismos Staphylococcus sciuri, Burkhloderia cepacia, y

Aeromonas hydrophila, se llevaron a una escala de McFarland 3 en medio MSM.

-Se realizé el consorcio  bacteriano, tomando partes iguales de

cada microorganismo para posterior homogenizacion en un Erlenmeyer.
Fase 2:

- Se utilizaron 15 biorreactores con 100 ml medio mineral (MSM) y cristal violeta a

una concentracién de 50mg/L®.

- Se utilizaron 9 biorreactores con 100 ml de los 3 tipos de residuos peligrosos por

triplicado.

- Se tom6 4 mL de cada microorganismo preparado en la fase 1 para ensayos en
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células libres y 4 mL del consorcio preparado también en esta fase. Se
adicionaron a los biorreactores preparados previamente logrando una

concentracion de 4% (v/v).

- Se tom6 una absorbancia a 590 nm del control cristal violeta sin inoculo, como

control por triplicado.

- Los biorreactores se llevaron a agitacion a 100 rpm a temperatura ambiente 25°C

por un tiempo de 192 horas®.

- Se tomo 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. Las
lecturas se realizaron a las 2, 4, 6, 24 y 192 horas.

- Se realiz6 la determinacion del porcentaje de biorremediacion con la siguiente

formula:
Biorremediacion (%) = [(Absorbancia
en t0) - (Absorbancia en t1)] / (Absorbancia en t0) x 100]*% ®°.
3.3.3.4 Tratamiento estadistico.

Las diferencias entre tratamientos fueron evidenciadas mediante un analisis de

varianza ANOVA (95% de confianza), utilizando el programa Excel 2013.
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4. RESULTADOS.

4.1 Fase 1. Diagnostico sobre la generacion de residuos en los laboratorios

de docencia de la universidad colegio mayor de Cundinamarca.

El diagndstico se realiza mediante una observacion directa de los 12 laboratorios
de docencia de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca, donde se
encuentra los residuos dispuestos segun cédigo de colores en canecas roja, verde
y gris. Ademas, dependiendo del laboratorio se encuentran contenedores plasticos
identificados con capacidades de 20 y 40 litros para la disposicion de residuos
bésicos, &cidos, solventes, colorantes, hipoclorito de sodio y residuos de
materiales donde se deposita vidrio, baja lenguas e hisopos, cumpliendo el
decreto 4741 de 2005%. De este mismo modo se encuentran guardianes
identificados para el deposito de material corto punzante (Ver figura 11). La matriz

diligenciada se encuentra en Anexo 2.

Cada recipiente se encuentra correctamente identificado con el tipo de residuo que
contiene, con su respectivo pictograma y simbolo de riesgo, indicando qué
residuos deben ser depositados alli para evitar accidentes y darles un correcto
manejo. Se realizé una tabla donde se encuentra la relacion entre los laboratorios,

sus componentes tematicos y residuos generados (Ver tabla 11).

En los laboratorios 1,2 y 10 donde se realiza investigacion no se tomo6 muestra ya
qgue alli no habia contenedores para la disposicién de residuos basicos, acidos,

solventes, colorantes e hipoclorito de sodio.

LABORA RESIDUOS
TORIO | cOMPONENTES TEMATICOS PELIGROSOS
#3 Microbiologia industrial,  microbiologia | Residuos de
ambiental y aguas. hipoclorito de sodio y
residuos de
colorantes.

69



#4 Bioquimica, diagndstico clinicoy Residuos de
microbiologia industrial Il. hipoclorito de sodio y
residuos de
colorantes.
#5 Quimica l, guimica ll, toxicologia | Residuos de
y bioquimica. hipoclorito de sodio,
acidos, basicos vy
solventes.
#6 Microbiologia, bacteriologia l, | Residuos de
bacteriologia Il y biotecnologia. colorantes e hipoclorito
de sodio.
#7 Microbiologia Il, veterinaria, bacteriologia | Residuos  de
[, bacteriologia Il 'y microbiologia | colorantes e hipoclorito
industrial. de sodio.
#8 Genética, banco de sangre, virologia y | Residuos de
biologia molecular. hipoclorito de sodio.
#9 Inmunologia |, inmunologia Il y banco de | Residuos de
sangre. colorantes, solventes
hipoclorito de sodio.
#11 Hematologia l,hematologia Il y | Residuos de
morfofisiologia colorantes e hipoclorito
de sodio.
#12 Parasitologia, micologia, bacteriologia |, | Residuos  de

veterinaria y microbiologia ambiental

colorantes e hipoclorito

de sodio.

Tabla 11 Laboratorios de docencia, componentes tematicos y residuos generados.

Elaborado por los autores.
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Cada laboratorio de docencia contiene colectores especificos para la recoleccion
de diferentes residuos peligrosos usados, alli se evidencia que cada colector
contiene su respectiva etiqueta donde se incluye la identificacién de los residuos
generados etiqueta de la NFPA, ONU®’ y su nimero como lo sugiere el decreto
4741 de 2005%. En los laboratorios hay colectores con diferentes capacidades, de
20 y 40 litros (Ver figura 11), ninguno sin exceder la capacidad para prevenir que

el personal que realiza el transporte y disposicion se vea afectado.

Figura 11 Guardianes y contenedores de 40y 20 L.
Elaborado por los autores.

Los residuos generados se monitorean en el primer periodo del 2018 para
establecer la cantidad generada de los residuos, que segun la legislacion se
pueden considerar residuos peligrosos CRETII®. Los residuos seleccionados son
de residuos de hipoclorito de sodio, residuos de colorantes, residuos de acidos,
basicos y residuos de solventes. Este tipo de residuos puede contener diferentes
sustancias (Ver tabla 12 y Anexo 10).

Residuos peligrosos Caracteristicas de
peligrosidad NFPAY’

Acido clorhidrico Corrosivo
Acido sulfdrico Corrosivo
Hidréxido de sodio Corrosivo
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Hidroxido de potasio

Corrosivo, reactivo

Lugol, solucién de yodo

Corrosivo

Azul de metileno

Inflamable, Corrosivo

Cristal violeta

Toéxico, corrosive

Verde malaquita

Reactivo, Corrosivo

Alcohol acetona Reactivo Inflamable
Corrosivo

Colorante de Giemsa Inflamable

Fucsina basica | Corrosivo

coloracion de Gram

Azul de cresil brillante Corrosivo

Hipoclorito de sodio Corrosivo

Tabla 12 Caracteristicas de peligrosidad de los principales residuos generados en

Los tres monitoreos se realizaron los dias 12 de febrero de 2018, 22 de marzo de
2018, 12 abril de 2018 y 10 de mayo de 2018, resultados que pueden ser
observados en la Tabla 13 donde se observd los residuos por laboratorios de
docencia y se determin6 aproximadamente la cantidad generada de cada residuo

peligroso. Todos los muestreos se realizaron, tomando un total de 5 muestras de

la universidad colegio mayor de Cundinamarca.

Elaborado por los autores.

los laboratorios 3, 4, 5,6, 7y 12.

LABOR
ATORIO

RESIDUOS CAPACIDAD
GENERADOS DEL
12 22
CONTENEDOR
Feb | Mar

CANTIDAD (LITROS)

12

Abr

10

May
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2018 | 2018 | 2018 | 2018

#3 Residuos de 20 Litros 5 10 15 18

hipoclorito de

sodio

Residuos de | 20 Litros 4 10 10 14

colorantes

Residuos acidos 40 Litros 4 4 6 4
#4 Residuos de 20 Litros 2 6 10 10

hipoclorito de

sodio

Residuos de 20 Litros 4 10 10 14

colorantes

Residuos acidos 40 Litros 4 4 6 8
#5 Residuos 40 Litros 2 4 4 8

hipoclorito de

sodio

Residuos de | 40 Litros 2 4 4 6

solventes

Residuos de | 20 Litros 2 8 16 20

acidos

Residuos de | 20 Litros 2 5 8 16

basicos
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#6 Residuos 60 Litros 28 38 56 60
hipoclorito de | (2 contenedores)
sodio
Residuos de | 20 Litros 3 6 8 18
colorantes

#7 Residuos 60 Litros 22 36 50 60
hipoclorito de | (2 Contenedores
sodio )
Residuos de | 40 Litros 12 28 36 40
colorantes ( 2 contenedores

)

#8 Residuos 40 Litros 10 20 28 3
hipoclorito de
sodio

#9 Residuos 60 Litros 7 20 40 52
hipoclorito de | (2 contenedores )
sodio
Residuos de | 20 Litros 0.5 1 2 4
solvents
Residuos de | 20 Litros 0.5 1 3 4
colorantes

#11 Residuos 40 Litros 4 20 28 30
hipoclorito de
sodio
Residuos de | 20 Litros 1 2 3 3
colorantes
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#12 Residuos de 40 Litros 8 18 28 32
hipoclorito de
sodio
Residuos de 20 Litros 5 10 17 19
colorantes

Tabla 13 Cantidad en litros de residuos peligrosos generados en los laboratorios

de docencia.
Elaborado por los autores.

Las cantidades generadas de residuos se estimaron por litros, mediante el
diligenciamiento del formulario RH1, fuentes de generacion y clases de residuos
expedida por el Ministerio del Medio Ambiente (ver anexo 2), en su respectivo
orden de mayor a menor tipo de residuos generados se obtuvieron: residuos de
hipoclorito de sodio 302 litros, residuos de colorantes 112 litros, residuos de &cidos

32 litros, residuos de solventes 10 litros y residuos béasicos 16 litros.

Los contenedores se encontraban rotulados de la manera correcta sin exceder la
capacidad de los mismos, sin embargo, en los laboratorios 6, 7 y 9 se encontraban
mas de dos contenedores, rotulados de la siguiente manera: En el laboratorio 6 se
encontraban 2 contenedores, uno de 20 litros y otro de 40 litros para la disposicién
de residuos de hipoclorito de sodio con una produccion total de 60 litros, en el
laboratorio 7 se encontraban 2 contenedores para residuos de hipoclorito de sodio
uno de 20 litros y otro de 40 litros con una produccién total de 60 litros y 2
contenedores para colorantes de 20 litros con una produccion total de 40 litros, en
el laboratorio 9 se encontraban 2 contenedores uno de 20 litros y otro de 40 litros
para la disposicién de residuos de hipoclorito de sodio con una produccion total de
52 litros. Esta produccion se ve aumentada debido a los componentes tematicos
gue se dictaban alli como bacteriologia, microbiologia, biotecnologia, veterinaria,

biologia, virologia y banco de sangre.

Los residuos escogidos presentes en los laboratorios de docencia de la
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Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca para la investigacion fueron los
generados en los laboratorios 3, 4, 5, 7 y 12, presentando las siguientes
caracteristicas fisicas y quimicas (Ver tabla 14); no obstante los residuos
peligrosos no pueden ser definidos bajo un pH Unico debido a que pueden tener
(debido a los diferentes espacios académicos dictados) variabilidad en los
residuos generados en las diferentes précticas de laboratorio de estos; También
se indica que los residuos peligrosos generados por la universidad colegio mayor
de Cundinamarca no deben ser desechados al desagtie segun legislacion 3956 de

2009 debido a que presentan pH de 0.9 a 9.5 (aunque se evidenciaron pH mas

altos en residuos béasicos)®.

Laboratorio Muestra Caracteristicas Presenciade | pH
organolépticas particulas en

Color Olor suspension.

Laboratorio | Residuos Ambar Fuerte No 9.5

3 Basicos

Laboratorio | Residuos Blancuzco Fuerte Si 6.9

4 Hipoclorito

Laboratorio | Residuos Café Fuerte Si 0.9

5 Acidos

Laboratorio | Residuos de | Violeta Alcohdlico | No 6.0

7 colorantes

Laboratorio | Residuos de | Violeta Alcohdlico | Si 6.1

12 colorantes

Tabla 14 Caracteristicas fisicas y quimicas de los residuos peligrosos.

Elaborado por los autores.

La cantidad de residuos generados convierten a la Universidad Colegio Mayor de

Cundinamarca en un mediano generador pues produce mas de 100 kg/mes y
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menos de 1000 kg/mes®. Ademas segln las caracteristicas CRETII propuestas
para la normatividad de RESPEL los residuos generados son peligrosos por lo
cual presentan efectos adversos al medio ambiente y a la salud humana que
pueda presentar un contacto directo y/o indirecto con éstos, de esta manera y para
evitar estos efectos adversos, cada generador debe hacerse responsable de sus

residuos peligrosos®® % %,

Por ende, se escogen los residuos peligrosos
generados que permitan la adaptacion de microorganismos con el fin de inducir
una transformacion y minimizacion de la peligrosidad para su disposicion final,

estos se observan en la figura 12.

Figura 12 Residuos peligrosos.

Elaborado por los autores.

4.2 Fase 2. Aislamiento e identificacion de microorganismos nativos en los

residuos peligrosos generados.

Se realizd6 el aislamiento de los residuos encontrdndose en total 6
microorganismos, 4 bacterias y 2 hongos (Ver tabla 15). En el aislamiento
realizado en los residuos de sustancias acidas no se encontré ningun
microorganismo posiblemente por el pH tan bajo que se encuentra para este tipo
de residuos (85).

Los microorganismos aislados de los residuos de hipoclorito de sodio, colorantes y
residuos basicos en agar tripticasa de soya se les realizo tinciones para observar
sus caracteristicas microscoépicas junto con las caracteristicas macroscopicas,

pruebas bioquimicas y BBL Crystal para su identificacion son observadas en el
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anexo 3.

Bacterias.

Residuo

peligroso

de

hipoclorito de

Residuo
sodio sin
glucosa
(HSG-2)

Residuos de

colorantes

del

laboratorio 7
con glucosa
(7CG-3 y
7CG-2)

Residuos de
colorantes
del
laboratorio 7
con glucosay
sin  glucosa
(7CGy 7SG)

Caracteristicas

microscopicas

Bacilos Gram

positivos

Cocos

Gram

Bacilos

negativos

Caracteristicas

macroscopicas

Pruebas

bioquimicas

Colonias amarillas,

puntiformes y cremosas.

Oxidasa
negativa.
Catalasa

positiva.

Colonias naranjas,

puntiformes y cremosas

Oxidasa
positiva.
Catalasa

positiva.

Colonias blancas,

puntiformes cremosas

Oxidasa
positiva.
Catalasa

positiva.
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Hipoclorito Oxidasa
con glucosa positiva.
(HCG-2) Catalasa
positiva.
) Colonias randes
Bacilos Gram g
_ amarillas, cremosas.
negativos
Hongos.
Residuos NO APLICA
basicos sin
glucosa y
basicos con -
Cabezas conidiales
glucosa o
uniseriadas y
(BCG-3 Y | predominantemente
BSG-2) columnares; estipes
hialinos y lisos; /f
vesicula piriforme. /
Conidios globosos _ _
) ) Colonia  aterciopelada
a ovoides, lisos o
] de color verde,
ligeramente
polvorosa, vellosa, con
rugosos. _
margen blanquecino o
beige.
Residuos de NO APLICA

hipoclorito

con glucosa

(HCG-3)

liso, vesicula con

Conidiéforo corto, y
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fialides,uniseriada,

()

ocupando 2/3 de la |

vesicula.

g ofely &

Colonias

aterciopeladas, blancas
afelpada, vellosa, con
margen blanquecino o

beige

Tabla 15 Caracteristicas microscopicas, macroscoépicas y pruebas bioquimicas de

los microorganismos nativos aislados.
Elaborado por los autores.

Las bacterias fueron repicadas en medios diferenciales y selectivos para
posteriormente ser identificados por medio del BBL Crystal (Ver tabla 16 y Anexo

3). Para hongos se utilizé agar PDA, (Ver figura 13).

Residuo Caracteristicas BBL Crystal

Peligroso microscopicas

Residuos de Corynebacterium

hipoclorito  sin aquaticum 95%

glucosa

(HSG-2)

Colonias oscuras, cremosas.
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Residuos de Staphylococcus  sciuri
colorantes 100%
laboratorio 7
con y sin
glucosa (7CG-
3y 7CG-2) _ ,
Colonias puntiformes, blancas,
cremosas de bordes definidos
Residuos de Burkholderia  cepacea
colorantes 93%
laboratorio 7
con y sin
glucosa (7CG,
7SG)
Colonias pequefias,
puntiformes color crema.
Residuos de Aeromonas hydrophila
hipoclorito con 81%

glucosa

(HCG -2)

Colonias

pequefias,

puntiformes, rosadas

Tabla 16 Microorganismos identificados.

Elaborado por los autores.
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Figura 13 Hongos aislado en agar PDA.

Elaborado por los autores.

Los hongos aislados e identificados fueron: Aspergillus niger y Penicillium spp.
Posteriormente a la identificacion de los microrganismos se procede a realizar la
investigacién con los microrganismos encontrados, los cuales fueron nombrados

dentro del proyecto como se observa en la tabla 17.

Fuente Microorganismo Caddigo

7CG-3 y 7CG-2 | Staphylococcus sciuri M1
(Residuos colorantes)

7CG (Residuos de | Burkholderia cepacia M2

colorantes)

HSG-2 (Hipoclorito De | Corynebacterium aquiaticum M3
Sodio)

HCG-2 (Residuos de | Aeromona hydrophila M4
hipoclorito)

HCG (Residuos de Penicillum spp. H1
hipoclorito)

BSG-2 y BCG-3 | Aspergillus niger H2
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Residuos basicos

Tabla 17 Microorganismos aislados e identificados de los residuos peligrosos.

Elaborado por los autores

4.2.1 Potencial de decoloracién.

V

Figura 14 Medios de agar nutritivo y PDA suplementados con 50 mg/L de cristal

violeta.
Elaborado por los autores.

A continuacién, se muestran los potenciales de biodegradacion, desarrollados por
cada microorganismo individualmente, los cuales fueron obtenidos por los
métodos de siembra en botdn estéril y Kirby Bauer, realizados en diferentes cajas
de agar PDA y nutritivo suplementados con cristal violeta 50 mg/L y pbservados en
la figura 14, este colorante fue utilizado por ser el colorante mas toxico. Los halos

de decoloracion pueden observarse en el anexo 4y 5.
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MEDIA ARITMETICA POR
MICROORGANISMO POR EL METODO DE
SIEMBRA POR BOTON ESTERIL

E 3,5 3,25

c 3

9 25

g 2

% 15 1,4

o -

o 0,5

S 0

;" Staphylococcus  Burkholderia  Corynebacterium  Aeromona Pseudomonas
sciuri cepacia aquiaticum hydrophila aeruginosa

Microorganismos bacterianos

Figura 15 Halos de decoloracién (mm). Método boton estéril.
Elaborado por los autores.

Los microorganismos presentaron halos de decoloracion entre 3.25 mmy 1.4 mm,
el microorganismo que presento mayor halo de decoloracion fue Aeromonas
hydrophila seguido por Burkholderia cepacia, Staphylococcus sciuri y por ultimo
Corynebacterium aquaticum, el control Pseudomonas aeruginosa presento un halo

de decoloracién de 2 mm observado en la figura 15.

2,5 4
2 -
1,5

1 -

Halo de decoloracién (mm)

Penicillium sp. Aspergillus niger

Microorganismos fungicos.

Figura 16 Halos de decoloracién para hongos(mm) método botdn estéril.

Elaborado por los autores
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Los hongos presentaron halos de decoloracion entre 2 mm y 1.3 mm, el

microorganismo que presento mayor halo de decoloracion fue Aspergillus niger y

por ultimo Penicillium sp. Como se puede observar en la figura 16.
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MEDIA ARITMETICA POR MICRORGANISMO
POR EL METODO DE SIEMBRA KIRBY-BAUER

3,33
2,4
1,25 1,17
- . -

Staphylococcus  Burkholderia  Corynebacterium  Aeromona Pseudomonas
sciuri cepacia aquiaticum hydrophila aeruginosa

mlcroorganismos bacterianos

Figura 17 Halos de decoloraciéon (mm) para bacterias. Método Kirby Bauer.
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Elaborado por los autores.

" |

Penicillium sp. Aspergillus niger

Microorganismos fungicos

Figura 18 Halos de decoloracién (mm) para hongos. Método Kirby Bauer.
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Elaborado por los autores.

Debido a su mayor potencial de biodegradacion (figura 17 y figura 15) frente al
control P. aeruginosa se escogieron los microorganismos S. sciuri, B. cepacea, A.
hydrophila para preparacion del consorcio bacteriano y la microencapsulacion con
alginato y el hongo A. niger por su mayor halo de decoloracion frente al hongo
Penicillium sp. para inmovilizacion de masa fungica por presentar el mayor halo de

decoloracion.

Figura 19 Fotografia de halos de decoloracion.

Elaborado por los autores.
4.3 Fase 3. Ensayos de Biorremediacion.
4.3.1 Biorremediacion con inmovilizacion de hongo Aspergillus niger.

En el proceso de inmovilizacion se observé como el hongo invadié todo el material
del poliuretano, obteniendo un excelente crecimiento, lo cual indica que este

inoculo esta listo para ser utilizado en el ensayo de biodegradacion (ver figura 22).

Poliuretano con inoculo del | Poliuretano sin inoculo del hongo
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Figura 20 Hongo inmovilizado en espuma de poliuretano.
Elaborado por los autores.

Los in6culos se pueden observar en la figura 21 donde se pueden observar

también los controles sin inoculo.

Figura 21 Hongo inmovilizado en espuma de poliuretano inoculado en los

biorreactores en los residuos peligrosos.
Elaborado por los autores.

Pasados los 8 dias de incubacion se procedié a tomar las absorbancias de los
biorreactores a los que se les aplico el ensayo por triplicado, hallando de esta
manera el promedio y desviacion estandar del pH y de las absorbancias unidades

de color. (Ver figura 22 y anexo 6).
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pH INMOVILIZACION DE MASA FUNGICA

14 12,53

12 11,4
10
6,6 6,8 6,66
54 5,19
nmihki

Cristal violeta con Residuos colorantes Residuos hipoclorito Residuos basicos
inoculo con inoculo de sodio, con con el inoculo
inoculo

RESIDUOS PELIGROSOS

pH

O N B O

M pH inicial ™ pH final

Figura 22 Cambio de pH en el proceso de biorremediacion de residuos peligrosos

con inmovilizacién de hongo A. niger.
Elaborado por los autores.

Se procede a determinar las unidades de color y porcentaje de biorremediacién de
Aspergillus niger inmovilizado en cada uno de los residuos peligrosos estos

resultados pueden observarse en la tabla 18 y la figura 23.

Cristal violeta con | 2,456 2,224 8420.4 | 8314.3 9.44%
inoculo

Residuos de | 2,158 1,935 7875.1 | 7310.6 10.33%
colorante

Residuos de | 0,089 0,066 |287.87 | 238.63 32.58%
hipoclorito de

sodio

Residuos basicos | 0,462 0,333 |1518.9 | 1117.4 35.06%
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Cristal violeta sin 2.449 | 2,309 9,276 8.746.2 571%

inoculo

Tabla 18 Unidades de color y porcentaje de biorremediacion de residuos

peligrosos usando inmovilizacion fungica.

Elaborado por los autores.

% DE BIORREMEDIACION USANDO
INMOLVILIZACION DE MASA FUNGICA

40
= 32,58 35,06
o I I
2 30
[a'
2 20
9 9,44 10,33
Q 10 ,—x—‘
w
o
X 0

1
RESIDUOS PELIGROSOS

[ Cristal violeta @ Residuos de colorantes

Resiudos de hipoclorito de sodio [ Residuos basicos
Figura 23 Unidades de color y porcentaje de biorremediacién de residuos
peligrosos usando Aspergillus niger inmovilizado.
Elaborado por los autores.

En la figura 23 se puede observar que él porcentaje de biorremediacion fluctué

entre

9.44 y 35.06% obteniéndose resultados mayores de este porcentaje para los

residuos basicos de 35.06% Yy residuos de hipoclorito de sodio de 32.58%
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4.3.2 Biorremediacién de residuos peligrosos generados utilizando un
consorcio bacteriano y microencapsulacién del consorcio bacteriano en

alginato de sodio.

Figura 24 Prueba de antagonismo.
Elaborado por los autores.

Los microorganismos a utilizar en este proceso son Aeromonas hydrophila,
Burkholderia cepacea, Staphylococcus sciuri, porque presentaron los mayos halos
de decoloracién al usar cristal violeta en 50 mg/L. A estos microorganismos se les
realiz6 una prueba de antagonismo (figura 24), donde los microorganismos no se
afectaron el crecimiento entre ellos, por lo cual se procede a realizar el consorcio
como se plante6 en la metodologia y el ensayo con los microrganismos

microencapsulado.

Figura 25 Microcapsulas de alginato de sodio inoculadas en los residuos
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peligrosos.

Elaborado por los autores.

En la figura 25 se observan las microcapsulas obtenidas del consorcio de los

microorganismos Staphylococcus sciuri, Burkholderia cepacea y Aeromonas

hydrophila, estas son utilizadas para biodegradar los contaminantes, se aprecia la

produccion de burbujas evidenciando el desarrollo microbiano optimo en ellas.

A continuacion, en células libres, a las 192 horas las absorbancias obtenidas

(Tabla 19, Anexo 7) nos permite evidenciar que se obtuvieron los siguientes

porcentajes de biorremediacion.

% DE BIORREMEDIACION USANDO CELULAS LIBRES DE
Staphylococcus sciuri, Burkholderia cepacea , Aeromonas
hydrophila

Residuo 2h 4h 6h 24h 192h
Cristal violeta | 5,42% 5,56% 5,69% 7,50% 28,55%
sin inoculo

Cristal violeta | 2,51% 6,45% 12,10% 13,03% 34,60%
con M1

Cristal violeta | 3,21% 18,04% 27,21% 27,63% 34,54%
con M2

Cristal 2,87% 4,61% 5,61% 8,48% 58,42%
violeta con M4

Tabla 19 Porcentajes de biorremediacion usando células libres de Staphylococcus

sciuri (M1), Burkholderia cepacea (M2), Aeromona hydrophila (M4).

Elaborado por los autores.

Se procede a realizar el inoculo de las células libres del consorcio con los 3
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microorganismos ensayados anteriormente para degradar los residuos peligrosos,
calculandose el porcentaje de biorremediacion, a las 2h, 4h, 6h, 24h y 192h horas.
(Ver tabla 20 y anexo 8)

Ensayos % de biorremediacidon del consorcio bacteriano

RESIDUOS

2h

4h

6h

24h

192h

Cristal violeta

con

consorcio

4,14%

5,85%

10,59%

12,72%

72,78%

Residuos
colorantes

consorcio

3,17%

8,28%

8,88%

9,53%

32,78%

Residuos
basicos

consorcio

10,93%

27,79%

29,47%

30,75%

32,68%

Residuos
hipoclorito

consorcio

15,06%

43,83%

100%

100%

100%

Tabla 20 Porcentajes de biorremediacion de los residuos peligrosos utilizando

consorcio bacteriano.

Elaborado por los autores.
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% DE BIOREMEDIACION USANDO CELULAS LIBRES Y
CONSORCIO

90%
80%
70% i
60%
50%
40%

30% e =T
20% H H
10% - wim = = -=
0% (TR =0 DD = = IZID ﬂ Ll D,

Cristal Cristal Cristal Cristal Cristal Residuos Residuos  Residuos
violeta sin violeta con violeta con violeta con violeta con Colorantes Bdasicos hipoclorito
inoculo M1 M2 M4 consorcio Consorcio Consorcio de sodio

consorcio

EH2h @4h @eh CO24h BE192h

Figura 26 Ensayos de biorremediacion en células libres y consorcio bacteriano.
Elaborado por los autores.

En la figura 26 se observa la comparacién entre el porcentaje de biorremediacién
de residuos peligrosos utilizando células libres y consorcio bacteriano, se observa
gue el residuo de hipoclorito con consorcio, presentaron el mejor porcentaje de

biorremediacion desde las 6h seguido por el residuo de cristal violeta utilizando el

consorcio bacteriano a las 192h, seguido por cristal violeta con M4 a las 192h.

En la siguiente tabla se realiza el inoculo de las microcapsulas de alginato de
sodio con el consorcio bacteriano y se establece su potencial de biorremediacién a
las 192 horas (Tabla 21, Anexo 9).

% De biorremediacion usando microencapsulados de consorcio

bacteriano

RESIDUOS 2h 4h 24h 192h

Cristal violeta 200 perlas 9,19% | 19,12% |22,79%% | 32,09%

Residuos colorantes 1,69% |10,43% | 13.95% 26,09%
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Residuos basicos 5,14% | 18,15% | 41,19% 45,52%
Residuos hipoclorito de 454% | 15,15% | 65,15% 100%
sodio

Cristal violeta perlas sin 1.47% | 3.36% 7.51% 12.7%
inoculo

Tabla 21 Porcentajes de biorremediacion usando microencapsulados de consorcio

bacteriano.

Elaborado por los autores.

% DE BIORREMEDIACION USANDO
MICROENCAPSULACION DEL CONSORCIO
100% n
80%
60%
40%

I
* ==
0% -- ___; _- *-

Cristal violeta 200 Residuos colorantes Residuos basicos Residuos hipoclorito
perlas

H2h ®m4h m24h ®192h

Figura 27 Porcentajes de biorremediacion de residuos peligrosos con el consorcio

bacteriano microencapsulado.
Elaborado por los autores.

Con la técnica de consorcio bacteriano microencapsulado el mejor resultado se
evidencio en residuo de hipoclorito de sodio a las 24h con un valor de 100%,
seguido por residuos basicos a las 192h con un valor de % de biorremediacion de
45.52%, se utiliza como control cristal violeta con perlas de alginato de calcio

sininoculo.
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En la tabla 22 se presenta un resumen de los ensayos de biorremediacion

realizados para los residuos peligrosos:

Muestra Inmovilizacién Consorcio Microencapsulado
fungica (% de bacteriano en de consorcio

biorremediacion) células libres (% bacteriano (%

de de

biorremediacion) | biorremediacidn)

Cristal violeta 9,44% 72,78% 32.09%
Residuos de 10,33% 32,78% 26.09%
colorantes
Residuos 35,06% 32,68% 45.52%
basicos
Residuos de 32,58% 100% 100%

Hipoclorito de

sodio

Tabla 22 Porcentajes de biorremediacion obtenida durante los diferentes

tratamientos a las 192 horas.
Elaborado por los autores.

Al realizar el ANOVA (95%) no se encontraron diferencias significativas entre los

tratamientos de biorremediacion realizados (F= 1,941; P=0,199; gl=2) (Anexo 11).

Como ya se mencioné los datos nos demuestran que no hay diferencias
significativas en los tres tipos de tratamiento utilizados de biorremediacion para los
residuos peligrosos generados en los laboratorios de docencia por lo cual
podemos rechazar la hipotesis alterna y quedarnos con la hipotesis nula, esto es

debido a dos resultados importantes.

Si F es mayor que Valor critico para F, se rechaza la hipotesis nula, en este caso,
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F es menor que el Valor critico para F, por lo cual podemos decir que la hipotesis

nula puede ser utilizada™.

Si P es menor que 0,05 significa que existe una diferencia significativa en algun
tratamiento utilizado es decir las variables estan asociadas; pero como P dio
mayor que 0,05 podemos decir que la hipétesis alterna es rechazada y utilizar la
hipétesis nula es decir las variables no estan asociadas’.
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5. DISCUSION.

En el diagnostico realizado sobre la generacion de residuos en los laboratorios de
docencia de la Universidad en el primer periodo del 2018, se establece que se
utiliza el cédigo de colores: rojo, gris y verde, asi como se dispone de
contenedores rigidos con capacidad de 20L a 40L debidamente etiquetados, con
el nombre del residuo a depositar y los pictogramas de riesgo correspondiente tal
y como lo exige la legislacion®® ¢ % % | os residuos tenidos en cuenta para este
estudio fueron, con su respectiva cantidad en litros en promedio los residuos
acidos con 32L, residuos bésicos con 16L, residuos de colorantes con 112L y
residuos de hipoclorito de sodio con 302L, los cuales, de acuerdo al decreto 4741
del 30 de diciembre de 2005 son considerados peligrosos ya que presentan

propiedades corrosivas, reactivas, toxicas, inflamables e infecciosas, CRETII®,

En los residuos acidos se encuentran como alguno de los posibles residuos
presentes acido sulftrico (H,SO,), acido clorhidrico (HCI) y &cido fosférico (H3PO4)
a diferentes concentraciones, que segun su ficha técnica son considerados por su
pH tan bajo como corrosivos, reactivos y toxicos®* °" %8, Estos residuos &cidos son
generados en componentes tematicos practicos de bacteriologia, microbiologia,
micologia y toxicologia, donde se disponen en contenedores rigidos debidamente

rotulados, segun el plan de gestién integral de manejo de residuos’® °" %8,

En los residuos basicos se encuentran como algunos de los posibles residuos,
hidroxido de sodio (NaOH) e hidréxido de potasio (KOH) a diferentes
concentraciones, que segun su ficha técnica son considerados por su pH tan alto
como residuos corrosivos®. Los residuos béasicos son generados en los
componentes tematicos de bacteriologia, toxicologia, microbiologia, micologia,
qguimica y bioguimica donde se disponen en contenedores rigidos debidamente

rotulados cumpliendo el plan de gestién integral de manejo de residuos’.

En los residuos de colorantes se encuentran como algunos de los posibles
residuos cristal violeta, safranina, lugol, verde de malaquita, azul de lactofenal,

azul de cresil brillante y eosina, a diferentes concentraciones, que segun su ficha

97



técnica son considerados residuos corrosivos, reactivos, toxicos e inflamable®.
Los residuos de colorantes son generados en componentes tematicos practicos de
bacteriologia, microbiologia, hematologia, micologia, toxicologia, bioquimica,
donde se disponen en contenedores rigidos debidamente rotulados segun, el plan

de gestion integral de manejo de residuos’.

Los residuos de hipoclorito de sodio presentan como posible residuo, el hipoclorito
de sodio a 5000 ppm (0,5mg/L), que segun su ficha técnica es considerado como
residuos reactivo®. El hipoclorito de sodio es generado en los componentes
tematicos donde se utiliza para desinfeccion, donde se disponen en contenedores
rigidos debidamente rotulados cumpliendo el plan de gestién integral de manejo

de residuos’>.

Al comparar las cantidades generadas se encontré que los residuos peligrosos
mas generados en los laboratorios de docencia de la Universidad son los residuos
de hipoclorito de sodio con una cantidad de 302 L, en promedio, durante el periodo
de estudio, debido a su uso en los componentes tematicos practicos donde se

manejan muestras y fluidos bioldgicos infecciosos.

Los microorganismos aislados de los residuos peligrosos fueron de los residuos
basicos el Aspergillus niger; de los residuos de colorantes Burkholderia cepacea y
Staphylococcus sciuri; de los residuos de hipoclorito de sodio las bacterias
Aeromonas hydrophila, Corynebacterium aquaticum y el hongo Penicillium spp; de
los residuos &cidos no se pudo aislar ningin microorganismo, debido a que
presentaron un valor de pH de 0,9, el cual no es adecuado para el crecimiento de
microorganismos, ya que el pH ideal es el cercano a la neutralidad, 7, de esta
manera se argumenta que pHs distintos al rango donde estan adaptados los
microorganismos pueden dafiar su membrana plasmatica siendo nocivos para

estos’*,

La P. aeruginosa, ha demostrado ser uno de los microorganismos mas resistentes
y que pueden degradar colorantes en ambientes sumamente téxicos, un ejemplo

de ello es la investigacion realizada por Magbool et al., en el afio 2016, donde se
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describe la actividad de algunas enzimas importantes en la degradacion, como
son la azoreductasa, lacasas, tirosinasa y NADH-DCIP reductasa, la cuales son
producidas por la bacteria en distintas concentraciones dependientes de la
concentracion ce colorantes y metales pesados, alcanzando un porcentaje de
biorremediacion de 51,9 y 91.1% y una eliminacion del cromo entre un 76.6 y
98.7%, en 180 horas de incubacién sobre colorante rojo reactivo 120"°, o también
la investigacion planteada por Jing et al. en el afio 2018, donde obtuvieron
porcentajes de biorremediacion superiores del 90% de los colorantes negro
reactivo 5, rojo congo y azul directo 6, en concentraciones menores de 40 mg/L,
donde también se observan las mejores condiciones de biorremediacién, que

fueron un pH 7.0, temperatura de 35°C y 120 rpm, en un tiempo de 12 horas’®.

Se resalta que la cepa P. aeruginosa ATCC 9027 utilizada en este proyecto, fue
suministrada por el cepario de la Universidad, donde se le hizo la caracterizacion
genética y se esta realizando la documentacién para la acreditacion ante la ANLA,

Agencia Nacional de Licencias Ambientales.

Se establecieron como mejores bacterias para el proceso de biorremediacion el
Staphylococcus sciuri (M1) con halos de decoloraciéon de 1,8 mm en botén estéril y
2,4mm en Kirby Bauer; Burkholderia cepacea (M2) con halos de decoloracién de
2,6 mm en boton estéril y 1,25mm en Kirby Bauer; Aeromonas hydrophila (M4) con
halos de decoloracion de 3,25 mm en botén estéril y 1,17mm en Kirby Bauer. El
Corynebacterium aquaticum (M3) presento halos de decoloracion de 1,4mm en
botén estéril y 0,75mm en kirby Bauer, pero debido a que no supero el valor de
halos de decoloracion de la cepa utilizada como control de P. aeruginosa con
halos de decoloracion de 2 mm en botén estéril y 3,33mm en Kirby Bauer, ademas
de que en algunas pruebas no logro formar un halo de decoloracion no se utilizé

en los procesos de biorremediacion.

En el afio 2011 Aftab et al., aisl6 bacterias del género Corynebacterium spp.
estableciendo las condiciones propicias para la degradacion del colorante a

concentraciones de 100 ug/ml de negro reactivo 5 y amarillo reactivo 15,
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obteniendo porcentajes de biorremediacion de 68% y 80%, respectivamente en 4
dias de tratamiento, a una temperatura de 37°C y pH 7.0”". Lo cual indica que el
microorganismo aislado en esta investigacion si sirve para biorremediar residuos
peligrosos como los colorantes, pero por su baja actividad no se selecciona para
usarlo en el consorcio bacteriano, también se decide no inocular este
microorganismo debido al riesgo de que pueda competir por los pocos nutrientes,
no realizar la degradacion del colorante y/o tener consecuencias en la degradacion

de las demas bacterias.

Se establecié como mejor hongo para procesos de biorremediacion el Aspergillus
niger (H2) con una media en sus halos de decoloracion de 2 mm en botdn estéril y

5mm en Kirby Bauer.

El hongo Penicillium spp. (H1) con una media en sus halos de decoloracion de
2mm en boton estéril y 3,33mm en Kirby Bauer frente a los valores obtenidos para
A. niger es menor su valor, pero sirve para biorremediar este tipo de residuos
porque en estudios reportados el Penicillium spp, tiene la capacidad de degradar
colorantes, como negro reactivo 5 a concentraciones de 50 y 100 ppm, a una
temperatura de 25°C y/o temperatura ambiente, logrando porcentajes de
biorremediacion mayores al 75%, en un tiempo de 7 a 10 dias™. Se decide
escoger el hongo Aspergillus niger debido a que su valor de halo de decoloracién

fue mayor al obtenido por el obtenido en los ensayos con el Penicillium spp.

Las técnicas utilizadas para ensayos de biorremediacién fueron células libres,

consorcio, inmovilizacién de masa fungica y microencapsulacion de consorcio.

Se evaluaron cada uno de los microorganismos en células libres usando como
sustrato cristal violeta, contra un control de cristal violeta sin inoculo obteniendo

como resultado un porcentaje de biorremediacion de 28.55% a las 192h.

Staphylococcus sciuri, biorremedio en un 34.60% a las 192h cristal violeta. Este
microorganismo se caracteriza por colonias blanquecinas a cremas, translucidas,

circulares, convexas con margen completo, anaerobio facultativo, no formadora de
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esporas, esférico, Gram positivo, inmovil, facultativo, dispuesto individual o en
racimos, el cual ha sido usado en biorremediacion gracias a sus propiedades de
bioadsorcién de metales pesados téxicos como el cobre, ya que puede adsorber
los iones de este metal por medio de grupos funcionales (hidroxilo, carboxilo,
amino entre otros) presentes en su membrana celular, en un proceso llamada

bioadsorcion’®.

El Staphylococcus sciuri es una bacteria resistente a metales pesados debido a
gue ha sido aislada del embalse de la reserva del rio Marindugue en Filipinas el
cual fue contaminado con residuos de la mineria. La remocion del cobre fue mejor
a un pH de 2 a 4 debido a la desprotonacién del fosfato donde los grupos
funcionales de su membrana tienden a perder hidrogeniones y a captar cationes
de cobre con los cuales competian’®. En este proyecto fue aislado de residuos de
colorantes, donde se encontr6 en un pH entre 3 a 3.5, demostrando ser un

microorganismo tolerante a ambientes toxicos.

Burkholderia cepacea biorremedié en un 34.54% a las 192h cristal violeta. Es un
bacilo aerdbico Gram negativo no fermentador que produce unidades formadoras
de colonias traslucidas, brillantes, de consistencia blanda, con bordes definidos y

lisos, algunas con produccién de pigmento amarillo”’.

Este microorganismo también puede bioadsorber y biorremediar colorantes y/o
metales pesados como en el estudio donde se inmovilizo en Eucalipto vivo,
usando hojas molidas, las cuales se inocularon con Burkholderia cepacea al 5%
(v/v) mediante centrifugacion, las cuales se consideraron inmovilizadas al estar
dentro o en la superficie del eucalipto vivo, estos fueron inoculados en verde de
malaquita en concentraciones de 60 mg/l y cromo en concentraciones de 20 mg/l,
demostrando que podia biorremediar el 94.8% de verde de malaquita y el 71,9%

de Cr en 36 horas’®.

Estos porcentajes de biorremediacion fueron mas altos que cuando se usoO en
forma individual obteniendo para el verde de malaquita una biorremediaciéon del

90,7% y para el cromo de 55,7%. Usando células libres de este microorganismo
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se obtuvo una biorremediacion del 26.2% para verde de malaquita y 24.2% para
Cr. En este estudio se observa la ventaja de inmovilizar microorganismos usando
un material encapsulante. No se encontraron compuestos intermedios de la
biodegradacion como 4-dimethylamino benzofenona entre otros productos de

procesos de dimetilizacién y hidroxilacion’®.

Aeromonas hydrophila biorremedi6 en un 58.42% a las 192h el cristal violeta. Este
microorganismo se caracteriza por ser un bacilo Gram negativo, motil, en forma
de barra, oxidasa positiva, fermentador de glucosa e indol negativo, el cual puede
causar infecciones en el ser humano debido a que puede residir dentro del
pescado’®, Puede ser encontrado también en plantas de tratamiento de aguas
residuales de la industria textil donde se ha demostrado que existen cepas de este
microorganismo que pueden degradar colorantes en concentraciones de 50 mg/I
hasta en un 90% de biorremediacion en 10 horas, para esto se aisl6 e identifico
una cepa (SJ4) que fue inoculada al 1% (v/v) en 100 ml de MSM con 100 mg/l de
colorante cristal violeta donde se tomaron muestras de absorbancia a 620 nm para
medir el crecimiento de la bacteria y después de centrifugada a 590 nm para

después ser expresada en porcentaje de biorremediacién®.

Se obtuvieron lecturas a las 2,4,6 y 8 horas obteniendo un porcentaje de
biorremediacion del 99% a un pH de 7, y un porcentaje de biorremediacion del 9%
a un pH de 5%. La temperatura donde se alcanzé el porcentaje de biorremediacion
del 97% fue a 35 °C, y la biorremediacion del 83% se obtuvo a una temperatura de
30°C, donde esta ultima es la mas cercana a la usada en este trabajo de
investigacién siendo 20 a 25°C, Ademas se expone que a altas concentraciones
(mayor a 200 mg/l) debido a la toxicidad del cristal violeta las bacterias pierden la
capacidad de degradar los colorantes debido a la toxicidad de las moléculas del
colorante o el bloqueo de los sitios activos de las enzimas, al final se demuestra
que Aeromonas hydrophila también es capaz de reducir la toxicidad del cristal
violeta.®®, también se puede destacar a Cherriaa et. al. en el afio 2012 aislando el

microorganismo de lodo activado y posteriormente realizando pruebas de
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biorremediacion de cristal violeta y verde de malaquita obteniendo entre el 91-99%

de biorremediacion en 2h. de tratamiento®.

Ademas de establecer cuales microorganismos tienen mayor porcentaje de
biorremediacion, para la realizacion de un consorcio bacteriano, se realizaron
pruebas de antagonismo, donde no se observo inhibicidn, deterioro o muerte de
algunas de las bacterias por accion de otra indicando que si se pueden usar en un

consorcio.

El consorcio disefiado en este trabajo conformado por S. sciuri, B. cepacea y
A. hydrophila, al ser usado para biorremediar los residuos peligrosos presento
como porcentajes de biorremediacion de cristal violeta un 72,78% en 192h, de
residuos de colorantes un 32,78% en 192h, de residuos basicos un 32,68% en
192h y de residuos de hipoclorito de sodio el 100% en 192 h. Estableciéndose que
el uso del consorcio bacteriano tiene la capacidad de biorremediar los residuos
peligrosos, con valores entre 70% hasta 100% de biorremediacion.

El hipoclorito de sodio es un compuesto quimico fuertemente oxidante que
contiene un compuesto activo en forma de acido hipocloroso el cual actia como
agente desinfectante, como se puede ver en el trabajo desarrollado por Cote C. en
el afo 2006, donde describe la existencia de microorganismos cloro resistentes
como A. hydrophila, la cual resistia concentraciones de hasta 2mg/L de hipoclorito
de sodio en un tiempo de 10 minutos, demostrandonos de esta manera que esta
bacteria se adapta a las condiciones de estos residuos donde en su gran mayoria
existe la sustancia de hipoclorito de sodio en concentraciones de 5000 ppm es
decir 0.5mg/L, por lo cual puede ser aislada de estos residuos, tal y como lo
demostré este proyecto®, ademas al ser combinada con S. sciuri y B. cepacea
mejora su accion, ya que se combinan metabolismos y se estimula la accién de

enzimas para degradar este contaminante.

Con el consorcio bacteriano microencapsulado en alginato de calcio se encontro
gue hay un porcentaje de biorremediacion de hipoclorito de sodio del 100% en

192h, igual al porcentaje de biorremediacién obtenido cuando se uso el consorcio
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bacteriano en células libres, proceso que ocurre por la combinacion de
metabolismos y enzimas y la proteccion dada por la microencapsulacion en
alginato de calcio, protegiéndolos de las condiciones ambientales adversas dados
por el hipoclorito de sodio. La microencapsulacion y el consorcio permite a los
microorganismos aumentar su promedio de viabilidad y mantenerse en

condiciones donde normalmente existiria una muerte celular® &.

La microencapsulacion en alginato de calcio presento un porcentaje de
biorremedacion para el cristal violeta del 32.09% en 192h, para los residuos de
colorantes del 26.09% en 192h y para los residuos basicos del 45.52% en 192h,
aunque es usado el mismo consorcio bacteriano en las mismas condiciones y
tiempo, se pudo observar que el consorcio bacteriano en células libres obtuvo

mejores porcentajes de biorremediacion.

Esto es debido principalmente a que el alginato de calcio es un material
encapsulante muy poroso, de baja durabilidad quimica y que en pH bajos puede
tener muy poca estabilidad fisica, debido a que estos pHs acidos reducen el peso

83,84 ademas

molecular del alginato causando su degradacion y produciendo fugas
de que en concentraciones inferiores a 3% puede llegar a tener formas irregulares
y que por su porosidad pueden obtenerse concentraciones inferiores de células
libres del consorcio, por lo cual las células libres pueden estar siendo liberadas en

cantidades ineficientes al medio contaminante®.

Una de las desventajas mas grandes de la microencapsulacion en alginato de
calcio, es su limitacion en cuanto a la cantidad de degradacién permitida, esto es
debido a que los microorganismos no estan en contacto directo con el medio
exterior, por lo cual el tamafio del poro tiende a limitarlos en la cantidad de
residuos que pueden entrar y la cantidad de enzimas producidas que pueden salir,
dividiendo de esta manera la biodegradacion en dos partes, una interna y otra
externa®®, este tamarfio puede ser influenciado por factores como, la concentracion
del alginato, la concentracion del cloruro de calcio, el tamafio de poro de la jeringa

utilizada, el pH y la temperatura®.
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Por estas razones se ha decidido recubrir al alginato de calcio en materiales como
quitosano o poliuretano entre otros desarrollando mezclas binarias, con el fin de
controlar un poco mas el contacto de los microorganismos encapsulados con el

medio exterior®® 84

, un ejemplo importante de una mejor resistencia en ambientes
de pH bajo por parte de la microencapsulacion con alginato de sodio es
adicionando, gel de acilo, donde se pudo mantener a Lactobacillus delbrueckii en
un 57% de viabilidad en ambientes simulados de jugos gastricos de pH 1.2y 1.5 a
un tiempo de exposicion de 180 minutos, de esta manera eliminando las
desventajas del uso del alginato de calcio por si solo®. Se necesitan estudios
moleculares para la identificacibn de cepas que tengan mejores porcentajes de

biorremediacion frente a sus homologas del mismo género y/o especie.

En este estudio realizado se estableciéo que la microencapsulacion del consorcio
bacteriano sirvi6 para biorremediar los residuos peligrosos generados en los
laboratorios de docencia de la universidad con valores entre 26.09% y un 100%,
siendo mejor el resultado para los residuos béasicos y los residuos de hipoclorito de

sodio.

El método de inmovilizaciéon de biomasa fungica, utilizando A. niger presento un
porcentaje de biorremediacion para cristal violeta de 9,44% en 192h, para los
residuos de colorantes de un 26,09% en 192h y para los residuos basicos 35,06%
en 192h, obteniéndose el mayor valor de porcentaje de biorremediacion en el
tratamiento de residuos basicos, esto debido a que el A. niger fue aislado de estos
mismos residuos y se podria establecer que estaba adaptado para este ambiente

y sus condiciones.

El A. niger, fue escogido por su potencial en biorremediacién y se trabajé solo en
la inmovilizacion fungica. Al principio tiende a tener una coloracion blancuzca, pero
con el tiempo puede ponerse de color carmelita oscuro o negro, de textura
granulenta plana y granular; microscopicamente con cabezas conidiales radiadas,
con conidiéforos lisos, hialinos y vesiculas globosas o casi globosas que

producian fialides alrededor ademas de conidios globosos oscuros de color
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marrén o negros®’, caracteristicas observadas en el hongo aislado en esta

investigacion.

El A. niger se ha utilizado para fines biotecnolégicos debido a su gran produccion
de enzimas, las cuales son usadas para biorremediacion de colorantes tipo azo*®.
Con este tratamiento el porcentaje de biorremediacion para cristal violeta y
residuos de colorantes fue de menos del 10%, debido al pH de 3 a 3.5, resultados
gue se relacionan con la investigacion realizada por Pefia C y Tobon YV (2006),
donde Aspergillus spp. fue capaz de adaptarse hasta un pH de 3.83%, de tal
manera podemos inferir que esta inmovilizacion del hongo en el soporte inerte de
poliuretano permitié al hongo adaptar su micelio al material encapsulante, pero por
ser poroso no lo protegié de una manera efectiva frente a los ambientes tdxicos
con estos pH bajos, pero aun asi permiti6 que existiera una biorremediacién del

colorante®,

También se destaca el uso de este género como A. fumigatus en el 2017 por
Kalyane P. et al, quienes demostraron su capacidad para biorremediar colorantes
como el verde de malaquita en un 60% Yy rojo Congo en un 90% después de 5 dias
de incubacién a una temperatura de 35°C, observandose un incremento en el

porcentaje de biorremediacién en un pH de 7 a 9%°.

Al comparar los resultados obtenidos en el uso de los métodos de biorremediacion
utilizados en este trabajo podemos concluir que el mejor tratamiento para
biorremediar residuos de pH bajo como cristal violeta y residuos de colorantes, es
el consorcio bacteriano, debido a su contacto directo y a la capacidad de una
combinacion de metabolismos que desarrollan una producciéon multienzimatica y
de esta manera logran biorremediar mejor estos residuos, destacandose que dos
de las tres bacterias que conforman el consorcio bacteriano se aislaron de los
residuos tratados, es decir que estaban adaptadas a las condiciones y ambientes
toxicos, como las de los residuos de hipoclorito de sodio los cuales fueron
biorremediados en un 100% por los métodos realizados por el consorcio

bacteriano en células libres y microencapsulado. También se observo que en pHs
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altos también biorremedié los residuos basicos en un 45%, usando la

microencapsulacion de consorcio.

Por lo cual se propone el consorcio bacteriano para tratar residuos acidos y
residuos basicos y el consorcio microencapsulado para tratar residuos basicos,
como la mejor alternativa para biorremediar. Adicionalmente se requiere seguir
estudiando los microorganismos aislados e identificados en esta investigacion
implementando otros materiales de microencapsulacion e inmovilizacion para
aumentar los porcentajes de biorremediacion de los microorganismos sobre los
residuos, con el fin de desarrollar un producto que pueda ser utilizado en la
realizacion de un pretratamiento de los residuos peligrosos generados en los

laboratorios de docencia de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca.
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6. CONCLUSIONES.

1- El diagndstico realizado en los laboratorios de docencia donde se generan
residuos peligrosos para el primer periodo de 2018, evidencié, que los
contenedores con una mayor cantidad de residuos producidos son los
contenedores con los residuos &cidos con valor de 32 Litros, residuos de
colorantes 112 Litros, residuos de hipoclorito de sodio 302 Litros y residuos
basicos 10 Litros. Los residuos se consideran peligrosos porque cumplen con las
caracteristicas de corrosivo, reactivo, explosivo, toxico, inflamable e infeccioso
(CRETII) y ejemplifican la gran cantidad de residuos generados y la necesidad de

la realizacion de un pre-tratamiento efectivo y menos costoso como el planteado

2- Se aislaron e identificaron 5 microorganismos de los residuos peligrosos de los
cuales se obtuvieron cuatro bacterias, Staphylococcus sciuri, Corynebacterium
aguaticum, Aeromonas hydrophila y Burkhloderia cepacia, y se obtuvieron dos
hongos Aspergillus niger y Penicillium spp, estos microorganismos se adaptan a
las condiciones toxicas y presentan un potencial de biorremediacion frente a los

residuos peligrosos.

3- Las células libres de Aeromonas hydrophila presentaron un 58,42% de
biorremediacion de cristal violeta, el consorcio bacteriano en células libres
presentd un 72,78% de biorremediacién de este colorante a las 192 horas, estas
presentan un mejor desempefio biorremediando los residuos peligrosos de
caracteristicas acidas. El ensayo de biorremediacion con microcapsulas del
consorcio bacteriano conformado por Staphylococcus sciuri, Aeromonas
hydrophila y Burkhloderia cepacia, obtuvo un 45,52% de biorremediacion de
residuos basicos, a las 192 horas por lo cual se establece que el alginato si
confiere una proteccién adicional al consorcio obteniendo un mayor porcentaje de
biorremedacion de residuos basicos ademas de demostrar el uso 6ptimo del
alginato y su estabilidad en residuos peligrosos de caracteristicas neutras y

bésicas.

4- El Aspergillus niger inmovilizado presento un 35.06% de biorremediacion de los
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residuos bésicos a las 192h y del hipoclorito de sodio el 100% por medio de la
microencapsulacion en alginato de calcio del consorcio y el consorcio bacteriano a
las 192 horas, por lo cual se deduce gque los microorganismos nativos logran una
mejor adaptacion a las condiciones toxicas de los residuos peligrosos y los

biorremedian.

5- Se realiz6 el proceso de biorremediacion con los microorganismos aislados e
identificados de los residuos peligrosos generados en los laboratorios de docencia
observandose segun el ANOVA (95%) realizado que no se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos de biorremediacién ensayados (F= 1,941; P=
0,199; gl=2), por lo cual se pueden utlizar células libres de estos
microorganismos, el consorcio bacteriano, el inmovilizado del hongo y las
microcapsulas del consorcio bacteriano para lograr la biorremediacion de residuos

peligrosos generados en los laboratorios de docencia de la universidad.
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7. RECOMENDACIONES

1- Implementar el consorcio bacteriano en células libres, el microencapsulado
bacteriano y el hongo inmovilizado para biorremediar los residuos generados en
los laboratorios de docencia y laboratorios similares donde se generen este tipo de

residuos.

2- Realizar la caracterizacion genética de los microorganismos aislados para

confirmar su género y especie.

3- Hacer analisis cromatografico de los metabolitos generados en el proceso de

biorremediacion.
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9. ANEXOS.

Anexo 1 Compsicion del medio mineral.

El medio liquido fue preparado manteniendo un pH de 7.5, esterilizado a 120 °C

en autoclave y siguiendo los componentes de la siguiente tabla.

Componentes Gramos por litro de
agua destilada
MgSO4 0.1g/L
(NH4)2504 0.6 g/L
NacCl 0.5g/L
K2HPO4 1.36 g/L
CaCl2 0.02 g/L
MnSO4 1.1 mg/L
ZnS0O4 0.2 mg/L
CuS0O4 0.2 mg/L
FeSO4 0.14 mg/L

Anexo 2 Formulario RH1, fuentes de generacién y clases de residuos.
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FORMULARIO RH1
FUENTES DE GENERACION Y CLASES DE RESIDUOS

NOMBRE DE LA INSTITUCION:
DIRECCION:

TELEFONO:

CIUDAD:
NIVEL:

NUMERO DE CAMAS:
PROFESIONAL RESPONSABLE:

CARGO:
NIVEL DE ATENCION:

TIPD DE RESOUCS

et 1o Pebroses Fewns Peigosos
INFECCIOS06 O DE RIESGO BIOLOGICO OUIACOS RADUACTIVOS

Dia | Biodegradables ig) | Recdaties | Ineries g} s " 31 | Anmmes | Famacos (ig) | Ciotimcos (i) | Meties pesados | Peacives Coneredores. | Acedes ussos | Fueres F
() Lt [rg) presunzados fig) vtz comdn

Fuente: manual de procedimientos para la gestion integral de residuos
hospitalarios y similares en colombia mpgir.nMinisterio de Salud y Ministerio de

Medio Ambiente. 2002.

Anexo 3 BBL Crystal.

Técnica realizada por BBL Crystal para identificacion de bacterias Gram positivas
y Gram negativas, a continuacion, se observan las bioquimicas que se

identificaron para cada microorganismo en este equipo.
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Anexo 4 Método de siembra por boton estéril.

Cajas agar nutritivo método de siembra por botén estéril.

Caja 1 agar | Resultado de | Promedio | Desviacion
nutritive decoloracion  en estandar

mm

Caa 1 agar|?2 2 0
Nutritivo M1
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Caja 1 agar | 2 2 0

Nutritivo M2

Caja 1 agar | 2 2 0

Nutritivo M3

Control 2 2,00 0,00

P. Aeruginosa

Control 2

P. Aeruginosa

Control

P. Aeruginosa 2

Caja 2 agar | Resultado de | Media Desviacion

nutritivo decoloracion  en | aritmética | estandar
Mm

Caja 2 agar|?2 1,66 0,47

Nutritivo M1

Caja 2 agar

Nutritivo M1 1

Caja 2 agar

Nutritivo M1 >

Caja 2 agar|?2 2,3 0,47

Nutritivo M2

Caja 2 agar | 3

Nutritivo M2
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Caja 2 agar |2

nutritivo M2

Caja 3 agar | Resultado de | Media Desviacion

nutritivo decoloracion  en | aritmética | estandar
Mm

Caja 3 agar|l 1,33 0,47

Nutritivo M3

Caja 3 agar|l

Nutritivo M3

Caja 3 agar

Nutritivo M3 2

Caja 3 agar | 4 3,66 0,47

Nutritivo M4

Caja 3 agar | 3

Nutritivo M4

Caja 3 agar | 4

Nutritivo M4

Caja 4 agar | Resultado de | Media Desviacion

nutritivo decoloracion  en | aritmética | estandar
Mm

Caja 4 agar | 2 2 0

Nutritivo M1

Caja 4 agar | 4 4 0

Nutritivo M2

Caja 4 agar | 1 1 0
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Nutritivo M3

Caja 4 agar|2 2 0
Nutritivo M4

Cajas agar PDA método de siembra por boton estéril.

Caja 1
Agar pda

Resultado de

decoloracion En mm

Media

aritmetica

Desviacion estandar

Caja 1

H1

Agar pda

1

Caja 1

H1

Agar pda

Caja 1

H1

Agar pda

1,3

0,47

Caja 2
Agar pda

Resultado de

decoloracion En mm

Media

aritmetica

Desviacion estandar

Caja 1

H2

Agar pda

2

caja 2
agar PDA
H2

caja 2

2
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agar PDA
H2

Anexo 5 Método de siembra por Kirby Bauer.

Cajas agar nutritivo método de siembra por Kirby Bauer.

Halo de decoloracion de bacterias. Método de siembra kirby-bauer

M1 HALO DE | PROMEDIO DESVIACION
DECOLORACION ESTANDAR
(mm)

Caja 1 Agar |3

nutritivo

Caja 1 Agar |2

nutritivo

Caja 1 Agar |3

nutritivo

Caja 3 Agar |2

Nutritivo

Caja 4 Agar |2

Nutritive

Caja 4 Agar |2

nutritivo 240 0,49

Caja 4 Agar |2

Nutritivo

M2 Halo de decoloracion Media Desviacion
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(mm) aritmetica estandar

Caja 1 Agar |2

nutritivo

Caja 1 Agar |1

nutritivo

Caja 1 Agar |1

nutritivo

Caja 3 Agar |1 1,25 0,43

nutritivo

M3 Halo de decoloracion Media Desviacion
(mm) Aritmetica Estandar

Caja 2 Agar |1

nutritivo

Caja 2 Agar |1

Nutritivo

Caja 2 Agar |1

nutritivo

Caja 3 Agar |O 0,75 0,43

Nutritivo

M4 Halo de decoloracion Media Desviacion
(mm) aritmetica estandar

Caja 2 Agar |1

nutritivo
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Caja 2 Agar |2

nutritivo 1,17 0,37
Caja 2 Agar |1

nutritivo

Caja 3 Agar

nutritivo 1

Caja 3 Agar |1

Nutritivo

Caja 3 Agar |1

nutritivo

CONTROL Halo de decoloracion | Media Desviacion
P. aeruginosa (mm) aritmetica estandar
Caja 4 Agar |6

Nutritivo

Caja 4 Agar |2 333 1.88
nutritivo

Caja 4 Agar |2

Nutritivo

Cajas de agar PDA por método de siembra de Kirby Bauer.

Halos de decoloracion para hongos. Método kirby- bauer

Caja 1

Agar pda

Halo de decoloracion

(mm)

Promedio

Desviacion estandar
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Cajalagar |2
pda H1

Caja lagar |2

pda H1
2.00 0.00

Cajalagar |2
pda H1

Caja 2 | Halo de decoloracion | Media Desviacion estandar
AGAR PDA | (mm) aritmetica

Caja2agar |5
pda H2

Caja2 agar | 6

pda H2
5,00 0,82

Caja 2 agar | 4
pda H2

Anexo 6 Absorbancia y pH de los biorreactores que contenian residuos peligrosos

con el hongo inoculado en espuma de poliuretano.

MUESTRA ABSORBANCIA | ABSORBANCI A | X Abs | DS Abs f
INICIAL EINAL f
2,247
Cristal violeta 2,198
con inoculo 2 456 2.226 2,224 {0,020
Residuos 1,900
colorantes 1970
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con inoculo 2.158 1,936 1,935 | 0,029

Residuos 0,068
hipoclorito 0.08
de
. 0,041
sodio, con
Inoculo 0.089 0,06 0,016
Residuos 0,297
Basicos con 0.318
el inoculo
0.462 0,27 0,30 0,020
Cristal violeta 2,278 2,309
sin inoculo 2340 0,031
2.449 2,320

- pH inicial y final de los residuos peligrosos en 192 horas.

Residuos pH inicial pH final Promedio Ds
Cristal 4.2 4.82 4.86 0,05
violeta con 485
inoculo

4.92
Residuos 6.6 3.45 3.39 0.06
colorantes 331
con inoculo

3.42
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Residuos 6.8 6.55 6.66 0.09
hipoclorito 6.77
de sodio,
6.67
con
inoculo
Residuos 11.4 12.66 12.53 0.11
béasicos con 12.4
el inoculo
12.54
Cristal 4.1 4.25 4,28 0,03
violeta sin 428
inoculo
4.32

Anexo 7 Absorbancia de los residuos peligrosos usando células libres.

Tiempo

MUESTRA Cero 2h 4h 6h 24h | 192h

1,497 1,402 |1,418 | 1,407 | 1,386 | 1,049

Cristalvioletasin - ['1 486 | 1,415 | 1,400 | 1,402 | 1.372 | 0,838

noculo 1,492 | 1,417 |1,409 | 1,411 | 1,383 | 1,311

Promedio 1,492 1,411 | 1,409 | 1,407 | 1,380 | 1,066

Desviacion

Estandar 0,004 |0,007 |0,007 | 0,004 | 0,006 | 0,193
Tiempo

MUESTRA cero 2h 4h 6h  |[24h |[192h
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1,592 | 1584 |1512 |1.428 1,424 | 1,263
Cristal violeta con -gee™ 71592 | 1506 | 1.408 | 1.402 | 0,976
M1

1,605 |1,583 | 1,547 | 1,455 | 1,418 | 0,952
Promedio 1,627 |1586 |1,522 | 1,430 | 1,415 | 1,064
Desviacion
Estandar 0,041 |0,004 |0,018 |0,02 |0,009 | 0,141
Tiempo
MUESTRA Cero  bp Ah 6h 24h  [192h
1,666 [1.422 1,373 [1,248 [1,238 [1,224
Cristal violeta con1 598 [1,560 [1.393 [1,211 [1,203 [0,936
M2 1,772 [1,893 [1,362 [1,207 [1,204 [1,137
Promedio 1,679 [1.625 [1,376 [1,222 [1,215 1,099
Desviacion
Estandar 0,072 10,198 0,013 (0,018 0,016 (0,121
Tiempo
MUESTRA Cero  bp 4Ah 6h 24h  [192h
1454 [1,539 [1,316 [1.417 [1,358 [1,045
Cristal violeta con1,478 1,369 (1,338 (1,415 (1,353 |0,446
M4 1556 [1,452 [1,396 [1.405 [1,397 [0,375
Promedio 1496 [1,453 [1.350 [1,412 [1,369 [0,622
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Desviacion

Estandar 0,044 0,069 (0,034 |0,005 (0,020 (0,301

Anexo 8 Absorbancia de los residuos peligrosos usando consorcio bacteriano.

MUESTRA Tiempo | 2h 4h 6h 24h 192h

cero

Cristal violeta | 1,693 1.538 | 1.537 | 1.424 | 1.367 | 0,219

con 1,688 | 1.640 |1.610 | 1.580 | 1.530 | 0,898
consorcio
1,689 1.683 | 1.627 | 1.530 | 1.528 | 0,262
Promedio 1,690 1.620 |1.591 | 1511 | 1475 |0.46
Desviacion 0,002 61 39 65,04 | 76 0,31
estandar
Tiempo
MUESTRA Cero 2h 4h 6h 24h | 192h

Residuos de | 2,230 2,108 |1,985 1,998 | 1,970 | 1,505

colorantes  con 2.193 2,150 |2,001 | 1,970 | 1,960 | 1,436

consorcio

2,092 2,050 |1,990 | 1,968 | 1,964 | 1,440
Promedio 2,172 2,103 |1,992 | 1,979 | 1,965 | 1,460
Desviacion
Estandar 0,06 0,04 [0,01 (0,01 [0,00 |[0,03

Tiempo
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MUESTRA Cero 2h 4h 6h 24h 192h

Residuos basicos | 0,815 0,718 | 0,603 | 0,601 | 0,597 | 0,578

con consorcio 0,774 0,678 |0,505 | 0,503 | 0,500 | 0,490

0,743 0,680 |0,576 | 0,540 | 0,517 | 0,500

Promedio 0,777 0,692 |0,561 | 0,548 | 0,538 | 0,523

Desviacion

Estandar 0,029 |0,018 | 0,041 | 0,040 | 0,042 | 0,039

Tiempo
MUESTRA Cero |5 anh |6h | 24n | 192h
Residuos de | 0,071 0,062 0,024 | 0O 0 0
hipoclorito  con I0ea™10.045 10,037 | 0 0 0
consorcio

0,080 0,078 |0,061 |0 0 0
Promedio 0,073 0,062 0,041 | 0,000 | 0,000 | 0,000
Desviacion
Estandar

0,005 0,013 | 0,015 | 0,000 | 0,000 | 0,000

Anexo 9 Absorbancias de los residuos peligrosos en microencapsulacion del
consorcio bacteriano en alginato de sodio.

MUESTRA Tiempo | 2h 4h 6h 24h 192h

cero
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Cristal violeta con

Cconsorcio

1,882 1,709 | 1,522 1,453 | 1,278 | 1,109
microencapsulado
PROMEDIO 1,882 1,709 | 1,522 1,453 | 1,278 | 1,109
DESVIACION 0 0 0 0 0 0
ESTANDAR
MUESTRA Tiempo | 2h 4h 6h 24h 192h
cero
Residuos 0,810 0,81 0,707 [ 0,638 | 0,645 | 0,572
colorantes  con 33355812 | 0.717 | 0,713 | 0.653 | 0,502
CoNnsorcio
) 0,824 0,807 | 0,789 | 0,776 | 0,528 | 0,556
microencapsulado
Promedio 0,824 0,810 | 0,738 | 0,709 | 0,609 | 0,543
Desviacion 0,01 0,002 | 0,037 | 0,056 | 0,057 | 0,03
estandar
MUESTRA Tiempo | 2h 4h 6h 24h 192h
cero
Residuos basicos | 0,782 0,897 | 0,555 | 0,465 | 0,470 | 0,367
con CONSOrclo "5 723~ 0,592 | 0,647 | 0,417 | 0,320 | 0,370
microencapsulado
0,710 0,611 | 0,609 | 0,421 | 0,415 | 0,402
Promedio 0,738 0,700 | 0,604 | 0,434 | 0,402 | 0,380
Desviacion 0,031 0,140 | 0,038 | 0,022 | 0,062 | 0,016
estandar
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MUESTRA Tiempo | 2h 4h 6h 24h 192h
cero

Residuos de 0,124 0,117 |0,103 0,031 |0 0

hipoclorito  con F5925""15124 (0112 |0,029 |0 0

consorcio

) 0,139 0,136 [ 0,12 |0,078 |0 0

microencapsulado.

Promedio 0,132 0,126 | 0,112 | 0,046 | 0,000 | 0,000

Desviacion 0,006 0,008 | 0,007 | 0,023 | 0,000 | 0,000

estandar

MUESTRA Tiempo | 2h 4h 6h 24h 192h
cero

Cristal violeta | 1.895 1,865 | 1,845 | 1,750 | 1,655 | 1,475

perlas sininoculo 399171870 [1.852 | 1.763 | 1.645 | 1.460
1.915 1,890 | 1,820 | 1,769 | 1,680 | 1,490

Promedio 1.903 1,875 |1,839 {1,760 | 1,66 |1,477

Desviacion 0,010 0,014 | 0,016 | 0,009 | 0,018 | 0,016

estandar

Anexo 10 Caracteristicas de peligrosidad de los residuos peligrosos

97, 98

Posibles Pictograma
residuos Grados de
NFPA

Efectos peligrosos
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Acido Corrosivo Efectos peligrosos para la salud: En
clorhidrico contacto con la piel: irritaciones leves

Por contacto ocular: irritaciones leves

Acido Corrosivo Riesgo por reactividad

sulfdrico Materias que deben evitarse:
Metales
Efectos peligrosos paralasalud:

Tras contactos prolongados con el

producto: dermatitis. Irritaciones en

piel y mucosas.

Hidroxido Corrosivo Riesgo por reactividad

de sodio Materias que deben evitarse: Metales

ligeros, formacion de hidrégeno (riesgo
de explosién), Metales alcalinotérreos
en polvo, Compuestos amoniacales,

Cianuros, Magnesio

Efectos peligrosos para la salud: Por
contacto directo: quemaduras en
mucosas, piel, y ojos. Por ingestion:

Irritaciones en mucosas

de la boca, garganta, eséfago y tracto

intestinal.
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Hidréxido

de potasio

Corrosivo

Reactivo

Efectos peligrosos para la salud:

quemaduras Por contacto, Por
ingestion: Irritaciones en mucosas de

la boca, garganta, esofago y

tracto intestinal. Riesgo de perforacion
intestinal y de eséfago.

Riesgo por reactividad

Materias que deben evitarse: Metales
ligeros Formacion de hidrégeno (riesgo
de explosién), Metales alcalinotérreos
en polvo. Compuestos amoniacales,
Compuestos organicos de nitrégeno.
Compuestos organicos. Halégenos.

Halogenuros de halégeno.

Hidrocarburos halogenados.

Oxihalogenuros no metalicos.

Halogendxidos. Fésforo, Anhidridos

Lugol
solucién
yodo/

yoduro de

Gram

Corrosivo

Efectos peligrosos para la salud: En
contacto con la piel: Absorcion. Por
leves,

contacto ocular: irritaciones

trastornos musculares vomitos,

ansiedad,reaccion, alérgica

Azul de

metileno

Inflamable

Corrosivo

Efectos peligrosos para la salud: Por

ingestion de grandes cantidades:

Irritaciones en vias urinarias.

En caso de incendio posible formacion

de gases de combustibn o vapores
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peligrosos

Cristal Toxico. Efectos peligrosos para la salud:
violeta Corrosivo Irritaciones en mucosas por inhalacion,
tos. Por ingestion: vomitos, dolores de
cabeza, vértigo, trastornos

gastrointestinales. Cancerigeno

en ensayos sobre animales.

No hay conclusiones definitivas sobre
el efecto cancerigeno de esta

sustancia en las personas.

Verde Reactivo Efectos peligrosos para la salud: Por
malaquita Corrosivo inhalacién del polvo: Irritaciones en
vias respiratorias, irritacion ocular y en
la piel por contacto. Por ingestion:

Irritaciones enmucosas

de la boca, garganta, es6fago y tracto

gastro intestinal
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Alcohol Riesgo por reactividad
acetona Reactivo Materias que deben evitarse: Metales
Inflamable. alcalinos. Oxidos alcalinos. Agentes
Corrosivo oxidantes fuertes

Efectos peligrosos para la salud: Por
inhalacion de vapores: Irritaciones en
mucosas Riesgo de  absorcidn
cutdnea, Por ingestion:  Puede
provocar nauseas, vOmitos Efectos
sistémicos: embriaguez vértigo,
pardlisis respiratoria
Evitar Temperaturas elevadas.

Colorante Inflamable. | Efectos peligrosos para la salud: No se

de Giemsa conocen datos concretos de esta
sustancia sobre efectos por sobredosis
en el hombre. Irritacién por contacto en
tiempo prolongado

Fucsina Corrosivo Se deben observar las precauciones

basica usuales de manipulacion de cualquier

coloracion producto quimico

de Gram

Azul de Corrosivo Se deben observar las precauciones

cresil usuales de manipulacion de cualquier

brillante producto quimico
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Acrile - Corrosivo Se deben observar las precauciones

Nankin usuales de manipulacion de cualquier

(Tinta producto quimico

China)

Hipoclorito | Corrosivo Efectos peligrosos para la salud:

5000 pm Irritaciones en contacto ocular, con la
piel, mucosas Por ingestion:
Irritaciones en mucosas de la boca,
garganta, eséfago y tracto intestinal.

Anexo 11 ANOVA (95% DE CONFIANZA).

¢ Existe alguna diferencia significativa en el porcentaje de decoloracion de alguna

de los 3 tratamientos?

Variable dependiente: Promedio de degradacion a las 192 horas de residuos
peligrosos Hipotesis nula: No existe diferencia significativa en los diferentes

tratamientos con un porcentaje de confiabilidad de 95%

Hipotesis alterna: En al menos uno de los tratamientos existe diferencia

significativa con un porcentaje de confiabilidad de 95%

Se rechaza la hipotesis alterna, y se elige la hipotesis nula, no existe diferencia
significativa en los diferentes tratamientos con un porcentaje de confiabilidad de
95%. (P=0.199, F= 1.94 y al =2)
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Analisis de varianza de un factor

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio  Varianza
Columna 1 4 8741 21,8525 192,118492
Columna 2 4 238,24 59,56 1083,28827
Columna 3 4 203,7 50,925 1136,36803

ANALISIS DE VARIANZA |

1 de las variana de cuadrandos de libertiio de los cua F Probabilidad|or critico para F
Entre grupos 3122,17205 2 1561,08603 1,94183059 0,19902813 4,25649473
Dentro de lo  7235,32438 9 803,524531

Total 10357,4964 11
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