AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE MICROORGANISMOS DEGRADADORES
DE CIANURO

TATIANA COLEY BENJUMEA
DIANA PAULINA ZAPATA ZULUAGA

UNIVERSIDAD EAFIT
ESCUELA DE INGENIERIA
DEPARTAMENTO DE INGENIERIA DE PROCESOS
MEDELLIN
2006



AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE MICROORGANISMOS DEGRADADORES
DE CIANURO

TATIANA COLEY BENJUMEA

DIANA PAULINA ZAPATA ZULUAGA

Proyecto de Grado para optar el titulo de Ingeniero de Procesos

Asesor:

CATALINA GIRALDO ESTRADA
Ingeniera de Procesos

UNIVERSIDAD EAFIT
ESCUELA DE INGENIERIA
DEPARTAMENTO DE INGENIERIA DE PROCESOS
MEDELLIN
2006



Nota de aceptacion:

Firma del presidente del jurado

Firma del jurado

Firma del jurado

Medellin, 12 de Octubre de 2006



He aqui el reflejo de nuestro esfuerzo,
compromiso y dedicacion; que no hubiese

sido posible sin la voluntad de Dios,

el apoyo incondicional de nuestros padres

y la valiosa colaboracion de Catalina Giraldo,
guien nos brind6 siempre su ayuda y motivacion

parala ejecucion de este proyecto.

A todas las personas que creyeron en él
y de una u otra forma contribuyeron a su

realizacion.



AGRADECIMIENTOS

Los autores expresan sus agradecimientos a todas las personas que colaboraron

en la realizacion de este proyecto:

Catalina Giraldo E., Ingeniera de Procesos. Profesora Universidad EAFIT. Aspirante al
MSc en Biotecnologia

Olga Inés Montoya C., MSc Microbiologia. Profesora Universidad Nacional de

Colombia sede Medellin.

Sandra Marcela Porras A., Bacteridloga. Investigadora Universidad Eafit. Aspirante al

MSc en Biotecnologia
Personal de los laboratorios de Ingenieria de Procesos, Edgar Arbelaez, Jhon Jairo
Estrada y especialmente Sigifredo Cardenas encargado del laboratorio de

Biotecnologia.

Marleny Gallego, Bacteridloga. Universidad de Antioquia



CONTENIDO

INTRODUCCION

OBJETIVOS

1. REVISION DE LITERATURA

1.1 EL CIANURO

1.1.1 Localizacion del cianuro

1.1.2 Usos del cianuro

1.1.3 Exposicion de los seres humanos al cianuro

1.1.4 Toxicidad y epidemiologia de los seres humanos al cianuro

1.2 ALTERNATIVAS DE DEGRADACION DEL CIANURO

1.2.1 Alternativas Quimicas

1.2.1.1 Diéxido de Sulfuro / aire

1.2.1.2 Peroxido de hidrogeno

1.2.1.3 Cloracion alcalina

Pag.

10

10

11

12

12

12

13



1.2.2 Alternativas Bioldgicas

1.3 TIPOS DE MICROORGANISMOS

1.3.1 Bacterias

1.3.1.1 Crecimiento

1.3.1.2 Clasificacion morfologica de las bacterias

1.3.1.2.1 Cocos

1.3.1.2.2 Bacilos

1.3.2 Hongos

1.3.2.1 Crecimiento

1.3.2.2. Clasificacion de los hongos

1.3.2.3 Estructura Fungica

1.3.2.4 Moho dematiaceo Exophiala spp

1.3.3 Levaduras

1.3.3.1 Formacion de hifas, plastoconidias, clamidiosporas y artrosporas

en las levaduras

1.3.3.2 Rodhotorula mucilaginosa

13

18

18

19

20

20

20

20

21

22

22

23

24

28



1.4 PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA LA IDENTIFICACION DE

MICROORGANISMOS

1.4.1 Bacterias

1.4.1.1 Tincion de gram

1.4.1.2 Prueba de la oxidasa

1.4.1.3 Agar Mc Conkey

1.4.1.4 Agar cetrimide

1.4.1.5 Produccion de pigmentos

1.4.1.5.1 Agar king Ay king B

1.4.1.6 Prueba de la catalasa

1.4.1.7 Baird Parker medio base

1.4.1.8 Agar manitol salado

1.4.2 Hongos

1.4.2.1 Tincién en fresco

1.4.2.2 Sistema semiautomatico 20C AUX

2. METODOLOGIA

29

29

29

30

30

30

31

31

31

32

32

32

32

33

34



2.1 MICROORGANISMO

2.2 MEDIO DE CULTIVO

2.3 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL PARA EL AISLAMIENTO,
ADAPATACION Y PURIFICACION DE MICROORGANISMOS

DEGRADADORES DE CIANURO

2.4 SELECCION DE LOS MICROORGANISMOS CON MAYOR POTENCIAL
DE DEGRADACION DE CIANURO

2.5 CINETICAS DE CRECIMIENTO Y DEGRADACION DE CIANURO
DE LOS MICROORGANISMOS SELECCIONADOS

2.6 MEDICION DE LA BIOMASA

2.7 MEDICION DEL CONSUMO DE GLUCOSA

2.8 MEDICION DEL CIANURO

2.9 IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE LOS

MICROORGANISMOS QUE CRECIERON A LA MAXIMA

CONCENTRACION DE CIANURO.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE MICROORGANISMOS
DEGRADADORES DE CIANURO

34

34

35

36

37

39

39

40

40

42

42



3.2 ENSAYO PRELIMINAR DE SELECCION DE LOS MICROORGANISMOS
CON MAYORES VELOCIDADES DE DEGRADACION

3.3 CONSUMO DE CIANURO

3.4 CINETICAS DE CRECIMIENTO CELULAR Y DEGRADACION DE
CIANURO DE LOS MICROORGANISMOS SELECCIONADOS.

3.4.1 Analisis de varianza para la variable respuesta concentracion

de cianuro

3.5 PARAMETROS CINETICOS DE LOS MICROORGANISMOS
SELECCIONADOS

3.6 VELOCIDADES DE DEGRADACION DE CIANURO PARA CADA
MICROORGANISMO

3.6.1 Analisis de varianza para la variable respuesta: velocidad de

degradacién de cianuro

3.7 IDENTIFICACION DE LOS MICROORGANISMOS AISLADOS Y
PURIFICADOS

3.7.1 Bacterias

3.7.1.1 Bacilo gram negativo

3.7.1.2 Coco gram positivo

3.7.2 Hongos

42

44

49

53

57

59

59

59

63

66



3.7.2.1 Levaduras

3.7.2.2 Hongo filamentoso

CONCLUSIONES

RECOMENDACIONES

BIBLIOGRAFIA

ANEXOS

66

68

70

72

73

84



LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Microorganismos degradadores de cianuro

Tabla 2. Analisis de Varianza para la variable respuesta:
Concentracién de cianuro del microorganismo B

Tabla 3. Analisis de Varianza para la variable respuesta:
Concentraciéon de Cianuro microorganismo H

Tabla 4. Andlisis de Varianza para la variable respuesta:
Concentracién de Cianuro microorganismo A

Tabla 5. Analisis de Varianza para la variable respuesta:
Concentracion de Cianuro microorganismo G

Tabla 6. Método de comparaciones multiples de Tukey
para el microorganismo B

Tabla 7. Método de comparaciones multiples de Tukey
microorganismo H

Tabla 8. Método de comparaciones multiples de Tukey
microorganismo A

Tabla 9. Método de comparaciones multiples de Tukey
microorganismo G

Tabla 10. Parametros cinéticos para cada microorganismo

Tabla 11. Porcentajes de degradacion de cada microorganismo

Tabla 12. Analisis de Varianza para la variable respuesta:

Velocidad de degradacion de cianuro
Tabla 13. Método de comparaciones multiples de Tukey
para las velocidades de degradacién de cianuro
Tabla 14 . Preparaciéon del medio Manitol

Tabla 15 . Preparacion del Medio Baird Parker

Pag.

18
49

50

50

50

51

52

52

53

54

56

57

58

86
87



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Diagrama de la degradacion del cianuro
Figura 2. Esquema de la oxidacion completa de cianuro con un
tratamiento aerdbico

Figura 3. Estructura interna de las bacterias

Figura 4. Clasificacion morfologica de las bacterias

Figura 5. Tipos de Hongos filamentosos

Figura 6. Tipos de Hongos levaduriformes

Figura 7. Septos en un hongo

Figura 8. Tipos de Levaduras

Figura 9. Blastoconidias “Oreja de conejo”

Figura 10. Blastoconidias “Palo de Jockey”

Figura 11. Clamidosporas

Figura 12. Método Bioquimico APl 20C AUX (Linares et al; 2006)

Figura 13. Procedimiento para el aislamiento, adaptacion y purificacion
de los microorganismos degradadores de cianuro

Figura 14. Procedimiento para la seleccion de los microorganismos con
mayor potencial Biodegradador

Figura 15.Cinéticas de los microorganismos

Figura 16. Procedimiento para las cinéticas de crecimiento y
biodegradacion de los microorganismos seleccionados.

Figura 17. Procedimiento para realizar la curva de calibracion para la

medicién de biomasa

Figura 18. Procedimiento para la identificacion y la caracterizacion de los

microorganismos

Pag.

14

19
21
22
22
23
26
27
28
28
33
35

37
38

39

41



Figura 19.

Figura 20.

Figura 21.

Figura 22.

Figura 23.

Figura 24.

Figura 25.

Figura 26.

Figura 27.
Figura 28.
Figura 29.

Velocidad de degradacion para cada microorganismo en
el ensayo Preliminar:a. Microorganismo A;

b. Microorganismo B;c. Microorganismo C;

d. Microorganismo F; e. Microorganismo G;

f. Microorganismo H

Consumo de cianuro de los microorganismos y del Medio
de Control: a. Microorganismo B;

b. Microorganismo H; c. Microorganismo A;

d. Microorganismo G

a. Produccion de biomasa y consumos de cianuro
microorganismo B; b. Consumo de glucosa para el
microorganismo B

a. Produccion de biomasa y consumos de cianuro
microorganismo H; b. Consumo de glucosa para el
microorganismo H

a. Produccion de biomasa y consumos de cianuro
microorganismo A; b. Consumo de glucosa para el
microorganismo A

a. Produccion de biomasa y consumos de cianuro
microorganismo G; b. Consumo de glucosa para el
microorganismo G

Linealizaciones de la velocidad maxima a. Microorganismo B;
b. Microorganismo H; c. Microorganismo A;

d. Microorganismo G

Velocidad de degradacién a. Microorganismo B;

b. Microorganismo H; c. Microorganismo A;

d. Microorganismo G

Bacilo Gram Negativo

Bacilo en Agar Nutritivo

Repica Bacilo en Agar Nutritivo

43

44

46

47

48

48

54

56

59
60
60



Figura 30.
Figura 31.
Figura 32.
Figura 33.
Figura 34.
Figura 35.
Figura 36.
Figura 37.
Figura 38.
Figura 39.
Figura 40.
Figura 41.
Figura 42.
Figura 43.
Figura 44.
Figura 45.
Figura 46.
Figura 47.
Figura 48.
Figura 49.
Figura 50.
Figura 51.
Figura 52.

Bacilo en Agar Cetrimide
Bacilo en Agar King A

Bacilo en Agar King B

Bacilo en Agar Mc Conkey
Bacilo en Agar Manitol

Coco Gram Positivo

Coco en Agar Extracto de Malta
Coco en Agar Nutritivo

Coco en Agar Baird Parker
Coco en Agar Manitol

Levadura a

Microorganismo A
Microorganismo B
Microorganismo F
Microorganismo A en PDA
Microorganismo A en Saboraud
Microorganismo B en PDA
Microorganismo B en Saboraud
Microorganismo F en PDA
Microorganismo F en Saboraud
Hifas del hongo
Microorganismo H

Curvas de calibracién de peso seco para los

microorganismos B, H, Ay G

61
61
61
62
62
63
64
64
65
65
66
67
67
67
67
67
68
68
68
68
69
69
90



LISTA DE GRAFICAS

Grafica 1. Curva de Calibracion del Método DNS

Grafica 2. Curva de calibracidon de cianuro

Pag.

91
92



Anexo 1.

Anexo 2.

Anexo 3.

Anexo 4.

Anexo 5.

LISTA DE ANEXOS

PRUEBAS DE IDENTIFICACION DE BACTERIAS
RESULTADOS DE LAS PRUEBAS BIOQUIMICAS DE LAS
LEVADURAS Y EL HONGO

CURVAS DE CALIBRACION DE PESO SECO PARA CADA
MICROORGANISMO

CURVA DE CALIBRACION DEL METODO ACIDO
DINITROSALICILICO (DNS)

CURVA DE CALIBRACION DE LA CONCENTRACION

DE CIANURO

Pag.

84
88

90

91

92



RESUMEN

Se realiz6 el aislamiento, adaptacion y purificacion de microorganismos
degradadores de cianuro a partir de un efluente de una empresa de
recubrimientos metalicos ubicada en el Valle de Aburra, con el fin de encontrar
especies microbianas con potencial biodegradador del contaminante y poder

ampliar el banco de cepas del laboratorio de Biotecnologia de la Universidad Eafit.

Se lograron aislar 6 especies diferentes, las cuales se adaptaron a una
concentracion maxima de cianuro de 150 mg/L y se realizdé un ensayo preliminar
para seleccionar aquellas con mayores velocidades de degradacion; estas fueron
la B, H, A y G, identificadas como Pichia ohmeri, Exophiala spp, Candida spp,
Staphilococcus spp, respectivamente. Los microorganismos con menores
velocidades de degradacion fueron C y F, identificados como Pseudomonas spp y
Rodhotorula mucilaginosa, después de haberse hecho las diferentes pruebas

bioquimicas.

Los microorganismos con mayores velocidades de degradacion fueron Pichia
ohmeri, Exophiala spp, con valores de 2.3166 mg/Lh y 2.3109 mg/Lh
respectivamente y los de menores velocidades de degradacion fueron Candida
spp con una valor de 1.9747 mg CN/Lh y Staphilococcus spp con un valor de
1.7664 mg CN/Lh. Todos los microorganismos tuvieron un porcentaje de remocién
de cianuro cercano al 97%; lo cual significa que son una buena alternativa para el

tratamiento de aguas residuales contaminadas con cianuro.

Palabras clave: Velocidad de degradaciéon, Cianuro, Pichia ohmeri, Exophiala

spp, Candida spp, Staphilococcus spp, Identificacion Microbiana.



INTRODUCCION

El cianuro es un compuesto altamente téxico para los organismos vivos porque
inactiva el sistema de respiracion (Porter et al., 1983 ; Chena and Liu, 1999;
Yanase et al., 2000). Por la biogénesis, las plantas producen cianuros a bajos
niveles, es por esto que los efluentes producidos por industrias que procesan
plantas como almendras, también contienen grandes cantidades de cianuro
debido a la descomposicion de glucésidos cianogenicos (Conn, 1980).
Adicionalmente, otras industrias como las de extraccion de metales, de
gasificacion del carbon, produccidon de fibras sintéticas producen altas
concentraciones de cianuro (Ingvorsen et al., 1991). Como consecuencia los
efluentes industriales deben reducir el cianuro a bajos niveles, generalmente entre
4 y 40 uM antes de ser descargados (Wild, 1987), para proteger el medio

ambiente y los cuerpos de agua.

Las aguas residuales que contienen cianuro son tratadas por métodos de
oxidacion quimica tales como : cloracion alcalina, ozonizacién, oxidacion humeda
con aire (Palmer et al., 1988; Watanabe et al., 1998). Sin embargo, estos métodos
son costosos y los reactivos empleados son peligrosos (cloro e hipoclorito de
sodio) (Watanabe et al., 1998). Ademas, estas técnicas en muchos casos no
pueden degradar completamente los complejos de cianuro (Figueira et al., 1996).
Otra alternativa para la degradacion del cianuro es el tratamiento biolégico de
efluentes industriales que usualmente depende de la actividad oxidativa de los
microorganismos. Sin embargo, los efluentes industriales contienen inhibidores

que pueden disminuir la degradacién (Pereira et al., 1996).

Aunque los cianuros son peligrosos para muchos organismos vivos, algunas

bacterias y hongos, pueden descomponer estos, dichos



microorganismos no han sido estudiados en detalle (Pereira et al., 1996). También
existen algunos sistemas bioldgicos que tienen mecanismos para la
desintoxicacion y se han descrito varios sistemas para la conversién del cianuro

en productos menos toxicos. Por ejemplo: sistemas de lodos activados vy filtros.

Los microorganismos degradadores de cianuro poseen varias enzimas capaces de
convertir el cianuro en compuestos que pueden ser utilizados como fuentes de
carbono y nitrégeno. Tales enzimas incluyen L-3 cianoalanina sintetasa,
formamida hidrolasa, cianasa, cianohidrolasa y oxigenasas (Knowles, 1976; Fry
and Myers, 1981; Gastric, 1981; Padmaja and Balagopal, 1985; Ingvorsen et al.,
1991; Basheer et al., 1992). De acuerdo con esto, el tratamiento biolégico puede
ser una alternativa efectiva de remocion de cianuro comparada con las técnicas

comunmente empleadas (Raybuck, 1992; Dubey and Holmes, 1995).

Se ha reportado que la desintoxicacion microbiana de cianuro en efluentes de
minerias tiene una ventaja sobre los métodos quimicos convencionales, por su
bajo costo de tratamiento y su completa desintoxicacion (Thompson et al., 1994;
Adams et al., 2001).

Es de anotar la importancia que tiene la remocion del cianuro de los efluentes
industriales por medio de técnicas bioldgicas que segun lo expuesto anteriormente
han demostrado ser bastante eficientes para la remocion de dicho contaminante,
ademas, como etapa previa a la aplicacion de técnicas de biodegradacion, es
necesario identificar aquellos microorganismos mas eficientes para realizar esta

labor.

En estudios realizados por el Grupo de Investigacion en Procesos Ambientales y
Biotecnoldgicos - GIPAB, de la Universidad EAFIT (“Fotodegradacion de cianuros
libres presentes en una corriente residual” y “Tratamiento de aguas residuales

contaminadas con cianuro”), se obtuvo un aislado nativo proveniente del efluente



de una empresa de recubrimientos metalicos ubicada en el Valle de Aburra, el cual
resultd ser compatible bioquimica, morfoldgica y fisiologicamente con la especie
Pseudomonas fluorescens, que se fue cultivada en un medio de cultivo
enriquecido con glucosa y cianuro a un pH de 9.5, el cual dio buena respuesta de
degradacion, alrededor del 96 %, a las 72 horas, con una concentracion inicial de
cianuro de 15 mg/L y una velocidad de agitacion de 200 rpm, se obtuvo una

concentracion final menor a 1mg/L (Gil-Pavas et al; 2005).

A pesar de que estos resultados son satisfactorios, el tiempo de degradacion es
prolongado comparado con otros tratamientos, y la maxima concentracion inicial
de cianuro aun es baja considerando que la concentracién de cianuro en el
efluente de una empresa de recubrimientos metalicos puede llegar hasta los 400
mg/L (Gil-Pavas et al, 2005), por lo tanto, con este trabajo se busca encontrar
otros microorganismos degradadores de cianuro, a través de una purificacion de
los mismos por presidon de seleccion, incrementando gradualmente la
concentraciéon de cianuro en el medio de cultivo que permita obtener los de mayor
potencial biodegradador y posteriormente, realizar una caracterizacion

bioquimica, morfoldgica y fisiologica de las especies.

Esta investigacién contribuye con la formacion de un banco de cepas de
microorganismos degradadores de cianuro, en el laboratorio de Biotecnologia de
la Universidad EAFIT, lo cual se logra mediante el aislamiento, la identificacion y
caracterizacion de especies microbianas con potencial para disminuir la
concentracion de cianuro de un efluente industrial, ayudando a reducir el impacto
ambiental generado por aquellas industrias cuyas descargas contienen una alta
concentracion del contaminante y que generan un impacto ambiental negativo.
Ademas, no se tiene conocimiento de la existencia de un cepario de este tipo de

microorganismos.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Aislar y purificar de un efluente industrial microorganismos con potencial para la
degradacién de cianuro mediante su capacidad de crecimiento y de asimilacién del
contaminante a altas concentraciones del mismo en el medio de cultivo, con el fin

de proponer microorganismos alternativos para la biodegradacién de cianuro.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Seleccionar los microorganismos degradadores de cianuro por medio del
incremento en la concentracion de este compuesto en el medio de cultivo, con

el fin de aislar especies nativas con alto potencial de degradacion.

e Evaluar el consumo de sustrato de los microorganismos degradadores de
cianuro seleccionados por medio de la técnica de DNS, con el fin de construir

la cinética correspondiente.

e Evaluar la produccion de biomasa de los microorganismos degradadores de
cianuro por medio de un método de determinacion de biomasa, para realizar la

cinética de crecimiento celular de los microorganismos seleccionados.

e Evaluar la remocién de cianuro de los microorganismos degradadores,
empleando un electrodo de i6n selectivo, con el fin de conocer la velocidad de

degradacién de los microorganismos aislados.

¢ |dentificar los microorganismos degradadores de cianuro por medio de pruebas

bioquimicas, para conocer el género al cual pertenecen las especies aisladas.
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e Comparar las cinéticas de crecimiento celular y de biodegradacion de cianuro
de los microorganismos seleccionados para la remocion, por medio de

parametros cinéticos, para clasificarlos de acuerdo al potencial de degradacion.



1. REVISION DE LITERATURA

1.1 EL CIANURO

El cianuro de hidrégeno (HCN) es un gas incoloro, con un olor fuerte y penetrante.
El cianuro de sodio y de potasio son sélidos blancos (Andnimo', 2006). Estos
compuestos son usados en industrias metalurgicas, produccién de quimicos,
desarrollo fotografico, elaboracién de plasticos, procesos de minerias como la

extraccion del oro. (Patil and Paknikar, 1999).

Las sales simples de cianuro consisten en la combinacion de un cation simple con
el idn cianuro. Los metales complejos de cianuro son producidos durante la etapa
de cianidacion del oro por la reaccion del cianuro con una variedad de minerales.
Estos son formados como débiles, moderados o fuertes complejos en términos de
estabilidad quimica. Complejos con el hierro como: [Fe(CN)sls y [FE(CN)s]s son los
mas fuertes complejos de cianuro, los cuales solo susceptibles a la disociacion por
luz ultravioleta (Patil and Paknikar, 1999).

“Cianuro libre” es el término utilizado para el ion de cianuro (CN") y para el cianuro
de hidrogeno (HCN) que se forma en la solucién. Casi todo el cianuro libre esta
presente como HCN cuando hay abundantes iones de hidrégeno presentes, es
decir, a un valor de pH de 9.3 o menos, por lo tanto, este producto puede
volatilizarse y dispersarse en el aire. El cianuro libre, especialmente el gas HCN a
un pH de 9.31 o0 menos es un agente téxico para el medio ambiente (Huiatt et al.,
1983, Mudder y Botz, 2001).

Cuando el pH es superior a 10.5, hay pocos iones de hidrégeno por lo que casi

todo el cianuro libre esta presente como CN’; en cambio en condiciones normales
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de temperatura y presion, las concentraciones de HCN y CN™ son iguales a un

valor de pH de aproximadamente 9.4.

1.1.1 Localizaciéon del cianuro

El Cianuro es ampliamente usado en la mineria y en otros procesos industriales.
Puede ser producido por algunas bacterias, hongos y algas y es encontrado en
algunas plantas. Estas plantas llamadas cianogénicas, liberan cierta cantidad de

cianuro en el periodo de post cosecha. (Ingvorsen et al., 1992).

Al menos 1000 especies de plantas y microorganismos de 90 familias se ha
demostrado que contienen de uno a mas de 20 compuestos capaces de producir
cianuro. Cerca de 800 especies de plantas superiores de 70 a 80 familias,
incluyendo importantes especies como lino, sorgo, alfalfa, bambu, durazno, pera,
cereza, ciruela, maiz, papa, algodon, almendra, y frijoles son cianogénicos
(Eyjolfsson, 1970). El dafio que ocasiona el cianuro al ganado por algunas
especies de sorgo y otras plantas cianogénicas también se ha investigado
(Mudder, 1997).

Existen hongos y bacterias productores de cianuro. Ademas de plantas y
microorganismos, algunos insectos también producen cianuro. Especies de
ciempiés, escarabajos, polillas y mariposas sintetizan y excretan cianuro como

mecanismo de defensa (Duffey, 1981) (Ver Figura 1).



Figura 1. Diagrama de la degradacion del cianuro (An()nimos, 2006).
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El humo de los cigarrillos y los productos de la combustion de materiales sintéticos

como los plasticos contienen cianuro (Anénimo?, 2006).

El cianuro se usa en la fabricacion de papel, de textiles y plasticos, también se

encuentra en las sustancias quimicas que se utilizan para revelar fotografias. Las

sales de cianuro se utilizan en la metalurgia para la galvanizacién, limpieza de

metales, y la recuperacion de oro de la mina. El gas de cianuro se utiliza para

exterminar plagas e insectos en barcos y edificios (Anénimo®, 2006).



1.1.2 Usos del cianuro

La mayor parte del cianuro producido se utiliza como compuesto basico para la
industria quimica. El cianuro se produce en grandes cantidades (alrededor de 1.4
millon de toneladas por ano) como uno de los pocos compuestos basicos que se
utilizan principalmente para sintetizar una amplia gama de quimicos organicos
industriales, como el nylon y los acrilicos. Por razones técnicas y economicas, el
cianuro es la sustancia quimica elegida para la recuperacién del oro del mineral.

La recuperacion de oro utiliza aproximadamente el 18% de la produccion mundial

de cianuro (Logsdon et al., 2003).

El cianuro ha sido utilizado en la extraccién de metales desde 1887 y actualmente
se le utiliza y maneja en forma segura en la recuperacién de oro en todo el mundo
en las minas industrializadas pero no en las artesanales. Las operaciones mineras
para la extraccion de oro utilizan soluciones muy diluidas de cianuro de sodio,

tipicamente entre 0.01% y 0.05% de cianuro (100 a 500 partes por millon).

El cianuro no es persistente. Una de las principales preocupaciones para la salud
y el ambiente relacionados con los quimicos sintéticos es que no se descomponen
rapidamente y por lo tanto, pueden acumularse en la cadena alimenticia. Sin
embargo, el cianuro se transforma en otras sustancias quimicas menos toxicas
mediante procesos fisicos, quimicos y biolégicos naturales. Dado que el cianuro
se oxida cuando es expuesto al aire o a otros oxidantes, se descompone y no
persiste. Es un veneno mortal cuando es ingerido en una dosis lo suficientemente
elevada, puede causar problemas cronicos en la salud o en el ambiente cuando

esta presente en concentraciones bajas (Logsdon et al., 2003).



1.1.3 Exposicion de los seres humanos al Cianuro

El cianuro se absorbe en el agua, la tierra, o el aire como resultado tanto de
procesos naturales como industriales. En el aire, el cianuro esta principalmente

presente como cianuro de hidrégeno gaseoso.

Los seres humanos pueden exponerse al cianuro al respirar el aire, beber agua,
ingerir alimentos, o tocar la tierra que contenga cianuro.

Fumar cigarrillos es probablemente una de las mayores fuentes de exposicién al
cianuro entre personas que no trabajan en industrias que lo utilizan. (An()nimoz,
2006).

1.1.4 Toxicidad y Epidemiologia del Cianuro en Seres Humanos

El cianuro es un potente inhibidor del crecimiento y el metabolismo celular
incluyendo la respiracion, el metabolismo del nitrogeno y fésforo (Knowles, 1976;
Knowles and Bunch, 1986).

El cianuro impide a las células utilizar el oxigeno, lo cual causa hipoxia de los
tejidos y “cianosis” (decoloracion azulada de la piel). El sistema respiratorio deja
de nutrir a las células con oxigeno, un estado que, si no se trata, causa respiracion
rapida y profunda seguida por convulsiones, pérdida del conocimiento y asfixia. El
antidoto mas comun es el nitrito de amilo, que puede administrarse en forma oral o
por inyeccion. Aunque hay muchas fuentes diarias de exposicién al cianuro
(escapes de los automoviles, humo de tabaco, incendios), el cianuro no se
acumula en los tejidos porque el cuerpo transforma esas pequefias cantidades en
un compuesto menos toxico llamado tiocianato, que luego se excreta. No es
conocido que el cianuro cause cancer o defectos congénitos o que pueda afectar
adversamente la reproduccion. La forma mas toxica del cianuro es el HCN

gaseoso. La Conferencia Norteamericana de Higienistas Industriales
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Gubernamentales (ACGIH) establece el limite de umbral tope de HCN en 4.7
mg/L. En concentraciones de 20 a 40 mg/L de HCN en el aire, se puede observar
cierto malestar respiratorio después de varias horas. La muerte ocurre en pocos
minutos con concentraciones de HCN por encima de aproximadamente 250 mg/L
en el aire. Para el cianuro libre, la dosis letal en humanos por ingestién o
inhalacion varia entre 50 y 200 mg (1 a 3 mg de cianuro libre por kg. de masa
corporal). La dosis letal por absorcidon dérmica es considerablemente mayor,
alrededor de 100 mg por Kg. de peso corporal.

(Andnimo?, 2006).

1.2 ALTERNATIVAS DE DEGRADACION DEL CIANURO

Existen algunos procesos de recuperacion o destruccién para tratar soluciones y
llevarlas a bajos niveles de cianuro (Akcil, 2001; Botz, 2001; McNulty, 2001; Akcil,
2002). Los tratamientos para remover el cianuro pueden ser de destruccion, que
incluyen reacciones quimicas o biolégicas que son empleadas para convertir el
cianuro en compuestos menos téxicos o procesos fisicos como la adsorcién con

carbon activado.

Tradicionalmente, el tratamiento biolégico, adsorcion con carbén activado,
extraccion con solvente, oxidacion quimica con ozono y radiacion ultravioleta son
ampliamente usados para remover complejos ionicos metalicos del cianuro,
incluyendo los del hierro, que son anionicos y los mas estables. (Aksu et
al.,1999).

Los tratamientos biolégicos son alternativas factibles, puesto que un amplio rango

de microorganismos pueden metabolizar estos quimicos.

La bioadsorcion es generalmente usada para el tratamiento de metales pesados

en desechos y podria ser empleada para el tratamiento de efluentes que contienen
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iones metalicos complejos. La pared celular de Rhizopus arrhizus consiste
esencialmente en varios compuestos organicos que incluyen quitina, polisacaridos
acidos, lipidos, aminoacidos y otros compuestos celulares que podrian generar
una superficie de adsorcion de complejos idnicos de cianuro y hierro (Aksu et
al.,1999).

1.2.1 Alternativas Quimicas

1.2.1.1 Di6éxido de Sulfuro / aire

Este utiliza SO, o un derivado y aire en presencia de cobre soluble como
catalizador para oxidar el cianuro a cianato (OCN) que es menos toxico, como se

muestra a continuacion: (Akcil , 2003).

%
T

( alyil )
04 0y 4 0+ ON" ——— OON" 450 + 247

1.2.1.2 Peroxido de hidrogeno
Es similar al proceso INCO pero se emplea peroxido de hidrogeno en lugar de

diéxido de sulfuro y aire, también se emplea cobre soluble como catalizador vy el

producto de la reaccion es el cianato, como se muestra a continuacion:

_Cut eyt _
Hy0y + CN = OCN™ + H0
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Es un proceso que puede trabajarse en amplios rangos de pH, produce efluentes
aceptables ambientalmente pero incrementa el total de sélido disueltos (Akcil ,
2003).

1.2.1.3 Cloracién alcalina

Ha sido el mas ampliamente empleado para procesos de tratamiento de cianuro,
pero gradualmente se ha venido reemplazando por otros métodos quimicos (Akcil,
2003).

La reaccion de destruccion del cianuro ocurre en dos etapas, que involucran la
conversion de cloruro de cianuro (CNCI) seguido de su hidrélisis a cianato como

se muestra a continuacion: (Akcil, 2003).

Cly+CON™ = ONCI 4 CI"
ONCI 4+ B0 = OCN™ + (1™ + 217

1.2.2 Alternativas Bioldgicas

En el tratamiento biologico del cianuro, las bacterias convierten los cianuros libres
o0 acomplejados a diéxido de carbono y amoniaco, mientras que los metales
liberados son adsorbidos por la biopelicula o precipitados de la solucion (Akcil,
2003).

En la primera etapa del tratamiento bioldgico ocurre la oxidacion del cianuro y
tiocianato y la subsiguiente adsorcién y precipitaciéon de metales libres dentro de la
biopelicula. El cianuro y tiocianto son degradados a dioxido de carbono, amoniaco

y sulfato. En una segunda etapa se convierte el amoniaco a nitrato con nitrito
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como intermediario. Varias especies de Pseudomonas son responsables de la

oxidacion completa de cianuro, tiocianato y amoniaco (Ver Figura 2).

Normalmente, una poblacién de bacterias es expuesta a condiciones aerdbicas
para la nitrificacion y a condiciones anoxicas para la desnitrificacion. Durante la
nitrificacion el amoniaco es oxidado a nitrito como intermediario y posteriormente a
nitrato. Durante la desnitrificacion el nitrato es reducido a gas nitrégeno resultando

la completa remocion del nitrogeno de la solucion tratada (Akcil, 2003).

Figura 2. Esquema de la oxidacion completa de cianuro con un tratamiento aerébico (Akcil, 2003).

Micreorganisms and CaCO,

H.0 - -
¢ e
CCN D
e S D:> T
\Cyanide / (SCND + oxidative breakdown
f COCND
- (Froo |
_ y '\\mela|5>’> Adsorption and precipitation
Start=up B B
T,
TSG‘-L __;'1 )
Biofilm mI—» o Conwversion
AHF?;J
. , !
First step ]
oo | Nitrification
« M{CN )™ + 3xH;0 + /205000 — ' 'NE;.:“ '
MY + xNH." + xHCO5 + OH™ —
. A

"SCN_ + EHJD + EC}d;qu *
S0,5 + NHy" + HCO5 + H'
sMNH; + 372 O —."-*NDI:_.* 2H"+ H- 0O
s NOA + 1/20; — NOs*

Second step

El tratamiento biolégico es mas conveniente puesto que los procesos que
involucran peréxido de hidrogeno y dioxido de sulfuro no remueven el tiocianato,

amoniaco y nitrato. Aunque la cloracién alcalina remueve estos constituyentes, es
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muy costosa y produce alto contenido de solidos totales disueltos y altas

concentraciones de cloruro (Given et al., 1998).

El tratamiento biolégico o proceso de biodegradacion ha sido adoptado en
industrias mineras construidas y operadas en Estados Unidos y Canada desde
mediados de los 80's (Mudder and Whitlock, 1984; Mudder et al., 1995). En estas
plantas es utilizado un tratamiento bioldgico aerdbico para la remocion de cianuro,
tiocianato, cianato, amoniaco y metales antes de ser descargado el efluente. Esta
biodestruccion ha sido efectiva en el tratamiento de varios niveles de cianuro y

tiocianato.

Ambos procesos de tratamiento biolégico: aerobios y anaerobios han sido
estudiados (White et al. 1988; Fallon et al. 1991), pero los tratamientos aerobios y
los microorganismos utilizados han recibido mucha mayor atencién (Knowles and
Bunch, 1986; White et al., 1988), puesto que la actividad degradadora de cianuro

por metanogénesis es probablemente inhibida bajo condiciones anaerobias.

La degradacién de cianuros bajo condiciones aerdbicas puede ser ilustrada en dos

etapas como se muestra en las reacciones:

Cianuro oxidasa Cianasa
CN+0O; ——» OCN +H,0 —» NHs + CO»

NADH + H* NAD"

De la descomposicién de cianuro usualmente resulta la produccion de formas
inorganicas de nitrogeno, tales como amoniaco (Dictor et al., 1997). Las
reacciones hidroliticas son catalizadas por la cianuro hidratasa o por la cianidasa,
formando formamida o formato y amoniaco, respectivamente. La cianuro hidratasa

es primordialmente una enzima fungica y la cianidasa es bacterial (Ebbs, 2004).
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La toxicidad del cianuro puede limitar la disponibilidad del microorganismo de
emplearlo como sustrato para su crecimiento. Por tanto, los microorganismos
capaces de desintoxicar cianuro y complejos de cianuro pueden ser aislados de

muestras de lodos no contaminadas (Patil and Paknikar, 1999).

Para el desarrollo de un tratamiento biolégico de degradacion de cianuro se han
identificado microorganismos con alto potencial de degradacion del contaminante
(Watanabe et al., 1998), tales como: Pseudomonas, Acinetobacter, Bacillus, y

Alcaligenes (Ingvorsen et al., 1991; Meyers et al., 1991).

Las Pseudomonas son los microorganismos mas comunmente reportados como
degradadores de cianuro pues lo pueden convertir a amoniaco y fumarato bajo
condiciones aerobias y anaerobias (Watanabe et al., 1998). Usualmente crecen
en el suelo o en superficies de aguas. Por ejemplo la Pseudomonas putida y
Pseudomonas fluorescens pueden emplear el cianuro como fuente de nitrégeno
y metabolizarlo hasta amoniaco (Babu et al., 1996). La Pseudomonas
aeruginosa también lo hace con niveles adecuados de aireacion (Castric et al.,
1981). La Pseudomonas paucimobilis emplea moderadamente fuertes

complejos metalicos de cianuro como el [K,Ni(CN)] (Barclay et al., 1998(1)).

Ademas de las Pseudomonas, existen otras bacterias que producen enzimas de
conversion de cianuros (Ingvorsen et al., 1992) como Chromobacterium
violaceum que puede crecer y degradar en presencia de este (Ebbs et al., 2004).
Ademas, algunas cepas de Klebsiella oxytoca fueron aisladas de efluentes
industriales con altas concentraciones de cianuro y crecieron empleandolo como
fuente de nitrogeno. (Ebbs, 2004). La Burkholderia cepacia es capaz de usar el
cianuro como fuente de nitrégeno. Esta bacteria puede emplear alta concentracion
del contaminante para su crecimiento, es una de las mas prometedoras para el
biotratamiento de efluentes con altas concentraciones de cianuro (Adjei and Ohta,

2000). Otras especies previamente identificadas por su capacidad para degradar
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cianuro son |Ifrobacter freundii Bacillus subtilis Cifrobacfer freundii, y
Enterobacter spp (Dubey et al., 1995). Algunas cepas de Cifrobacfer fiemdii y
Enferobacfer aerogenes, juegan un papel muy importante en la desintoxicacion

del cianuro (Porter and Knowles, 1979).

Algunos hongos como Gloeocerocospora sorghi (Fry and Munch, 1975; Wang et
al.,, 1992), Fusarium lateritum (Cluness et al., 1993), y Stemphylium loti (Fry
and Millar, 1972) también son capaces de degradar cianuro. Ha sido demostrada
la habilidad del Fusarium solani de utilizar el cianuro como nutriente para su
crecimiento. EI Fusarium oxysporum también posee tolerancia al KCN para
transformarlo en formamida (Barclay et al.,, 1998 (2)). El Fusarium lateritium
presenta tolerancia al cianuro por la induccidon de la enzima cianuro hidratasa en

presencia de cianuro (Barclay et al., 1998 (2)).

Las enzimas degradadoras de cianuro en Trichoderma spp, también han sido
reportadas. Se ha encontrado que una variedad de cepas de Trichoderma
harzianum, poseen enzimas capaces de degradar cianuro (Ezzi and Lynch,
2002).

También se ha examinado la desintoxicacién de cianuro por algas. Se han
encontrado algunas especies con capacidad para degradar cianuro: Arthrospira
maxima, Chlorella sp. and Scenedesmus obliquus (Gurbuz,2003). La
bioquimica de degradacion del cianuro y los microorganismos involucrados se

reportan en la literatura (Ver Tabla 1).
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Tabla 1. Microorganismos degradadores de cianuro (Dubey et al., 1995).

1. Cyanide monocxygenass (2.9 Fzasudomonss ap., Harmis &
Knowlas 13830, Dorr & Knowles 1989

HCM + O, + H* + NADPH — HOCN + NADP® + H,O
2. Cyanide dioxygenase (o.g. P fuocrescens, Bacillus pumilius,
F. careus; Harris & Knowles 1983a}

HCH + 0y + 2H" + HADPH — G0y + MNH,; + NADP™
3. Cyanase (e.g. Escherichia coli, Taussig 1960, 1965, Dorr &
Enowles 19859, Kunz & Nagappan 15500

HOCHN + HO — OO, + MWH,
4., Cyanide hydratass [(a.g. snow moulds and common patho-
genic fungi; Fry & Myers 1981)

HCM + H,0 — HCOMNH,
5. Cyanidase {2 0. Alcgiigenes spiosoosidans gerniriloyns; in-
gwvorsen af ai. 15951)

HCMN + 2H,0 — HCOOH + hH,
G, MHitrilasa (o.9. Kilebsialla orasmas, Nocarndia sp., Arfhrobacienr
sp., P, servginosa; Harper 1885, Bandyocpadhyay ef a/. 1988,
hMocBride e &, B8, MNawaz &F ai. 1991)

Bromoxynil imitrile) — 3. S Dibromo, 4-Hydroxy benzoic acid
7. Rhodanese e.g9. B. swidilis, Thiobacilfus denifrificans, 8.
slegrathermophilus, Bowen e 8. 1965; Atkinsan 1875)

Cyanica — Thiocyanate + sulphite
8. Cyancalanine synthase (&.49. 8 megalarivr, Dunnill &
Fowden 1965; Casiric & Strobal 1965)

Cyanide — FCyancalanine

1.3 TIPOS DE MICROORGANISMOS
1.3.1 Bacterias

Son microorganismos eucariotas, algunas presentan capsula y otras son capaces
de evolucionar a esporas, formas viables capaces de resistir condiciones
extremas. Sus dimensiones son muy reducidas, unas 2 micras de ancho por 7-8
de longitud en la de forma cilindrica de tamafo medio; aunque son muy frecuentes
las especies de 0,5-1,5 micras. (Anénimo °2006). Pueden presentar flagelos

generalmente rigidos, implantados en la membrana mediante un corpusculo basal.
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Pueden poseer también, fimbrias o pili muy numerosos y cortos, que pueden servir
como pelos sexuales para el paso de ADN de una célula a otra. Poseen ARN y
ribosomas caracteristicos, para la sintesis de proteinas. La pared celular es rigida
y con moléculas exclusivas de bacterias. El citoplasma presenta un aspecto
viscoso, y en su zona central aparece un nucleoide que contiene la mayor parte
del ADN bacteriano, y en algunas bacterias aparecen fragmentos circulares de
ADN con informacion genética, dispersos por el citoplasma: son los plasmidos
(Ver Figura 3).

Figura 3. Estructura interna de las bacterias (Andnimo °, 20086).
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1.3.1.1 Crecimiento

El éxito evolutivo de las bacterias se debe en parte a su versatilidad metabdlica.

Todos los mecanismos posibles de obtencion de materia y energia podemos

encontrarlos en ellas.

Dependiendo de la fuente de energia y de carbono, las bacterias se pueden

clasificar asi:

e Quimioheterdtrofas: utilizan un compuesto quimico como fuente de carbono , y
a su vez, este mismo compuesto es la fuente de energia.

e Quimioautétrofas: utilizan compuestos inorganicos reducidos como fuente de
energia y el CO, como fuente de carbono. Como por ejemplo, Nitrobacter,

Thiobacillus.
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e Fotoautotrofas: utilizan la luz como fuente de energia y el CO2 como fuente de
carbono. Bacterias purpureas.

e Fotoheterotrofas: utilizan la luz como fuente de energia y biomoléculas como
fuente de carbono. Ejemplos como Rodospirillum y Cloroflexus. (Anénimo *,
2006).

1.3.1.2 Clasificacion morfologica de bacterias

1.3.1.2.1 Cocos: son bacterias que tienen forma circular, cuando se observan al
microscopio. De acuerdo a la forma en que se agrupen se clasifican en: diplococos
(cocos en parejas), estafilococos (cocos en racimos), estreptococos (cocos en

cadena), tetracocos (cocos en cuatro). (Ver Figura 4)

1.3.1.2.2 Bacilos: son bacterias que tienen forma de bastén, cuando se observan

al microscopio (Ver Figura 4).

Pueden ser muy cortos aguzados en los extremos (Bacilos fusiformes), arrollados
en hélice (Espirilos), son bacterias flageladas de forma helicoidal o de espiral,

cortos e incurvados (Vibrios o Vibriones) (Anénimo °, 2006).

1.3.2 Hongos

Los hongos son organismos eucariéticos (con células nucleadas) que realizan una
digestion externa de sus alimentos, secretando enzimas y absorbiendo luego las
moléculas disueltas resultantes de la digestion (Anénimo °, 2006).

Es decir, se alimentan osmotroficamente como las plantas absorbiendo sustancias

disueltas pero a diferencia de aquéllas, los nutrientes que toman son organicos
(Anénimo °, 2006).
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Figura 4. Clasificacion morfoldgica de las bacterias (Anénimo °, 2006).
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Los hongos son organismos unicelulares, pluricelulares o dimérficos; carecen de
clorofila, por lo tanto son heterétrofos, es decir, obtienen sus alimentos por
absorcion; el componente principal de sus paredes celulares es la quitina. El talo o
cuerpo vegetativo, en la mayoria de los hongos, es filamentoso, esta constituido
por filamentos delgados llamados hifas, las que presentan crecimiento apical y en

conjunto integran el micelio (Anénimo ©, 2006).
1.3.2.1 Crecimiento

e Suelen crecer en medios de cultivo (suelos) acidos (6,2 — 6,5 pH), pero
también en medio alcalino. Los medios de cultivo en el laboratorio: SDA, PDA,
medios especiales.

e Son heteroétrofos, por lo que necesitan de C y N organico.

e Temperatura: es variable. La mayoria crece a 30 °C, otros no a mas de 30°C y
otros a 37°C.

e Tiempo: variable, desde unos dias a varios meses (Anénimo ’, 2006).
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1.3.2.2 Clasificacion de los hongos segun su morfologia

e Filamentosos: Tienen filamentos (Ver Figura 5).

Figura 5. Tipos de Hongos filamentosos (Anénimo ’, 2006).

e Levaduriformes: Sin filamentos (Ver Figura 6).

Figura 6. Tipos de Hongos levaduriformes (Anénimo ’, 2006).

1.3.2.3 Estructura Fungica

El cuerpo vegetativo es el talo que estd formado por hifas que son filamentos
microscopicos que se ramifican. El conjunto de hifas también se llama micelio. Las
hifas estan formadas por una pared delgada en forma de cilindro hueco
transparente, tapizada o llena en su interior por una masa protoplasmatica en la

que estan todos los 6rganos mas el ntcleo (Anénimo 7, 2006).

Se pueden clasificar los hongos segun la cantidad de masa protoplasmatica que
haya separada por unos tabiques o septos. Si las cantidades de masa son
semejantes, es decir, si los septos se disponen a distancias regulares, son hongos

septados, sinfonados o tabicados (Anénimo ’, 2006).
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Si las cantidades de masa entre los septos son muy inconstantes, es decir, si los
septos se encuentran a distancias irregulares, son hongos no septados, no

sinfonados, cenociticos (Ver Figura 7) (Anénimo ’, 20086).

Los hongos septados se consideran mas evolucionados que los otros, por lo que
se les llama hongos superiores. Los hongos no septados son los hongos

inferiores.

Los septos pueden ser de 2 tipos:

e Primarios: Se van formando conforme el hongo crece multiplicAndose. Se
relacionan con la divisién celular.

¢ Adventicios: Solo se diferencian en que se originan debido a la concentracion

de masa protoplasmatica: la separan.

Figura 7. Septos en un hongo (Anénimo ’, 2006).

1.3.2.4 Moho dematiaceo Exophiala spp.

Los hongos dematiaceos son un grupo heterogéneo de organismos polimorficos
unificados por la presencia de melanina o pigmentos similares (dihidroxinaftaleno
melanina) en la pared de las células vegetativas, conidias o en ambas, que da
lugar a colonias de color negro olivaceo u oscuro. Estos hongos saprofitos estan
ampliamente distribuidos en la naturaleza, particularmente en el suelo, madera y

restos vegetales en descomposicion.
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Las llamadas levaduras negras (black yeasts) son un grupo de hongos
dematiaceos representado por géneros anamorfos tan conocidos como

Aureobasidium, Cladosporium, Exophiala, Rhinocladiella, etc.

La mayoria de estas especies se reconocen por sus colonias levaduriformes,
pequenas al principio, lisas, humedas, de color verde claro o beige, que con el
tiempo aumentan de tamano y se tornan de color marrdn, olivaceo o negro,
adquiriendo un aspecto seco a veces aterciopelado o con borde micelial. (Garcia
et al; 2006)

1.3.3 Levaduras

La mayoria de las levaduras son mesofilas, con una temperatura maxima de
crecimiento entre 24 y 48°C. Solo unas pocas (2%) son psicrofilas con una
temperatura maxima de crecimiento por debajo de 24°C, pero mayor es el numero
de las levaduras que tienen la temperatura éptima de crecimiento por encima de
20°C. No hay levaduras que puedan crecer a 50°C y solamente unas pocas
pueden desarrollar cerca de 0°C, entre las que se encuentran Yarrowia lipolytica,
Debaryomyces hansenii y Pichia membranaefaciens. Por otra parte,
Kluyveromyces marxianus crece a 48°C, mientras que otras de los molinos
azucareros son capaces de proliferar por sobre los 40°C, entre ellas Pichia
polymorpha, Geotrichum capitatum, Saccharomyces cerevisiae y especies de
Candida y Debaryomyces. En general, la presencia de etanol o bicarbonato

aumenta la temperatura minima de crecimiento (Carrillo, 2006).

La mayoria de las levaduras toleran un rango de pH entre 3 y 10, pero prefieren un
medio ligeramente acido con un pH de 4,5 a 6,5. Sin embargo Issatchenkia
orientalis, P. membranaefaciens, Dekkera intermedia y Saccharomyces exiguus
pueden crecer a 1.3-1,7 si el acidulante es un acido inorganico. Adicionalmente,

las levaduras basidiomicéticas Rhodotorula y Crytococcus son especialmente
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tolerantes a los medios alcalinos, mientras que Saccharomycodes,

Schizosaccharomyces y Dekkera no crecen a pH mayor que 8 (ver Figura 8).

Las levaduras son organismos aerobios y aunque unas especies son
fermentadoras otras no lo son como por ejemplo los géneros Cryptococcus y
Rhodotorula. Saccharomyces y unos pocos géneros mas, son fermentadores
enérgicos de los azucares pero pronto detienen su crecimiento y multiplicacion por
falta de oxigeno. Dekkera y su anamorfo Brettanomyces, Zygosaccharomyces
bailii y algunas otras, fermentan glucosa mas rapidamente bajo condiciones
aerobias que anaerobias. Solo unos pocos glucidos, principalmente hexosas y
oligosacaridos, pueden ser fermentados por las levaduras, pero el rango de
compuestos que pueden asimilar es mucho mas amplio incluyendo pentosas,
alcoholes, acidos organicos, aminoacidos y glicosidos. Solo Schwanniomyces,
Lipomyces y Saccharomyces diastaticus (una variedad de S. cerevisiae) pueden
hidrolizar almidén (Carrillo, 2006).

La utilizacion de nitratos esta confinada a ciertas especies de levaduras, mientras
que las fuentes comunes de nitrdgeno son amonio, urea y aminoacidos. Muchas
especies sintetizan todas las vitaminas necesarias pero otras requieren biotina y
otros compuestos. Dekkera necesita altas concentraciones de tiamina y

Schizosaccharomyces octosporus de adenina, para un buen crecimiento.

1.3.3.1 Formacion de hifas, blastoconidias, clamidosporas y artrosporas
en las levaduras

La formacion de hifas, blastoconidias, clamidosporas o artrosporas por parte de
las levaduras constituye una caracteristica morfologica de gran importancia para la

identificacion de algunas especies de levadura.
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Figura 8. Tipos de Levaduras (Carrillo, 2006).
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Ante la presencia de estructuras con aspecto de hifas, lo primero que hay que
determinar es si se trata de pseudohifas (resultantes del proceso de formacién de
blastoconidias y, por tanto, con puntos regulares de estrechamiento) o, por el

contrario, son verdaderas hifas que se fragmentan en artroconidias.

Si el desarrollo en medios especiales revela la presencia de pseudohifas y
blastoconidias, la levadura a identificar pertenece a alguna especie del género
Candida. Si por el contrario, revela verdaderas hifas y artroconidias, lo mas
probable es que se trate de especies de Trichosporon, Geotrichum o
Blastoschizomyces (Ver Figura 8) (Carrillo, 2006).

Trichosporon y Blastoschizomyces producen tanto artroconidias como
blastoconidias; estas ultimas nacen en brotes de los angulos de las artroconidias
adquiriendo la forma caracteristica de “oreja de conejo” (Ver Figura 9). Las

especies del género Geotrichum también producen blastoconidias a partir del
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angulo de la artroconidia, pero, en este caso, forman una estructura denominada
“‘palo de hockey” (Ver Figura 10). C. tropicalis produce pequefias cantidades de
blastoconidias, muy esparcidas o en pequenos grupos a lo largo de las hifas. Sin
embargo, C. parapsilosis, C. kefyr y C. krusei se ordenan a lo largo de una
corriente de blastoconidias, siendo esta la caracteristica que permite su
identificacion; ademas, algunas cepas pueden producir hifas gigantes (Carrillo,
2006).

Las clamidosporas son formas de resistencia, redondas u ovales, de 6-12 um de
diametro y pared gruesa, con aspecto de esporas laterales o terminales. Su
produccién es caracteristica y diagnostica de C. albicans (Ver Figura 11). También
puede hacerse una identificacion presuntiva de esta especie si se observa la
formacion de grupos compactos de blastoconidias, a intervalos regulares, a lo
largo de la pseudohifa (Carrillo, 2006).

Figura 9. Blastoconidias “Oreja de conejo” (Carrillo, 2006).

Figura 11.9. Aspacto microsespica de Trichosporon beigeli
{x1.000) que muesira artiosporas ¥ Hastosporas.
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Figura 10. Blastoconidias “Palo de Jockey” (Carrillo, 2006).
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Figura 11.10. Aspectn micwsadpico de Geotrichum candidun
{x1.000).

Figura 11. Clamidosporas (Carrillo, 2006).

Figura 11.11. Formacin de pseudomicslio y damidosporas por
Candida slbicans (<400 .

1.3.3.2 Rodhotorula mucilaginosa

EL género Rodothorula es muy abundante en un gran numero de fuentes
naturales y superficies humedas. Se caracteriza por producir colonias de color rojo
coral, debido a la presencia de un pigmento carotenoide y por su incapacidad para
formar hifas o pseudohifas. Produce ureasa y carece de actividad fermentativa.

La diferenciacion de las distintas especies del género Rodhotorula se basa
principalmente en la asimilacién y reduccion de nitratos (positiva para R. glutinis y
negativa para R. mucilaginosa y minuta). Crecimiento a 37 °C (positivo para

mucilaginosa y variable para glutinis y minuta).

La Rodhotorula se asemeja a Cryptococcus en su velocidad de crecimiento, la
morfologia de las colonias, el tamafo y la forma de las células, la posible

presencia de capsula, la produccion de ureasa y la carencia de actividad
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fermentativa, pero se diferencia por la capacidad de asimilar el inositol. (Garcia; et
al, 2006)

1.4 PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA LA IDENTIFICACION DE
MICROORGANISMOS

1.4.1 Bacterias
1.4.1.1 Tincién de Gram

La pared celular de las bacterias esta compuesta por peptidoglicano, que es un
polimero complejo de aminoazucares y diferentes tipos de proteinas, dependiendo
del tipo de bacteria pueden ademas encontrarse lipidos, polisacaridos y otros
componentes acidos, lipoprotéicos y lipopolisacaridos; dicha composicion de la
pared es utilizada para diferenciar dos tipos de bacterias, de acuerdo a su
respuesta a la tincion segun demostrd el cientifico danés Gram de donde se

reconocen las bacterias Gram positivas y las Gram negativas (Anénimo 8, 2006).

e Gram positivas: no se lavan con etanol, retienen el colorante violeta y se
observan de ese color, la pared esta formada por una capa homogénea y

espesa de peptidoglicano, polisacaridos y poco o ningun lipido.

e Gram negativas: se decoloran cuando se lavan con etanol, no retienen el
colorante violeta y se observan rosadas, la pared esta formada por una capa
delgada de peptidoglicano y otra externa con lipoproteinas y polisacaridos
(Andénimo ©,2006).
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1.4.1.2 Prueba de la oxidasa

La identificacion de las bacterias puede iniciarse con la prueba de la oxidasa.
Cualquier organismo que dé positivo en esta prueba queda excluido de la familia
Enterobacteriaceae, cuyos miembros no poseen la enzima citocromo ¢ oxidasa
(Anénimo8 ,2006). En caso positivo el papel cambia de color pasando a purpura y
negro en 10-20 segundos, como consecuencia de que el reactivo se oxida en
presencia de citocromo c oxidasa formandose azul de Wuster. En caso negativo la

tira de papel no cambia de color (Koneman, 1997).

Los microorganismos oxidasa positiva pueden clasificarse en fermentadores de
glucosa y no fermentadores; por ello, estos dos grupos de microorganismos se
identifican mediante la prueba de utilizacion de la glucosa (oxidativa o

fermentativa) (Anénimo®, 2006).

1.4.1.3 Agar Mc Conkey

Al ser un medio selectivo para microorganismos Gram negativos, en donde
pueden crecer Pseudomonas, y cuyas caracteristicas de colonias lactosa negativa
no cambian la coloracién del medio a amarillo. La importancia de este medio es la
de poder identificar las colonias aisladas lactosa negativas, particulares en
bacterias no fermentadoras como lo son las del género Pseudomonas. (Jaramillo
et al., 2006).

1.4.1.4 Agar Cetrimide

La siembra directa sobre este medio, permite comprobar si efectivamente se
puedan aislar colonias de Pseudomonas, pues tiene componentes que favorecen
su aislamiento y es un medio comun para la recuperacién del género. (Jaramillo, et
al; 2006).
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1.4.1.5 Produccion de pigmentos

1.4.1.5.1 Agar King Ay King B

Es una prueba util para poner de manifiesto la formacion de compuestos

pigmentados por microorganismos no fermentadores (Anénimo®,2006).

La presencia de Pseudomonas aeruginosa sobre la placa de agar King B se
manifiesta por la aparicion de un pigmento amarillo fluorescente (fluoresceina o
pioverdina) y un pigmento azul (piocianina) sobre la placa de agar King A. La
composicion de sales de cada uno de estos dos medios potencia la producciéon de

uno de los pigmentos e inhibe la del otro (Koneman, 1997).
1.4.1.6 Prueba de la catalasa

La catalasa es una enzima que cataliza la descomposicion el peroxido de
hidrogeno en agua y oxigeno. Se encuentra presente en la mayoria de los
microorganismos aerobicos y anaerébicos facultativos, excluyendo los
estreptococos. La prueba se considera positiva cuando se produce una
efervescencia rapida con desprendimiento de burbujas: la enzima catalasa

convierte el peréxido de hidrégeno en agua y oxigeno molecular (Koneman, 1997).
Esta prueba se emplea para diferenciar los géneros Micrococcus vy

Staphylococcus (catalasa positivo) del género Streptococcus (catalasa negativo)
(Andnimo® ,2006).
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1.4.1.7 Baird Parker medio base

Medio de alta especificidad diagndstica, selectivo y diferencial debido al telurito de
potasio y al cloruro de litio, los cuales inhiben el desarrollo de la flora acompanante
y la yema de huevo permite demostrar la actividad lecitinasica. Los estafilococos
coagulasa positiva reducen el telurito a teluro y originan colonias de color
grisaceo-negro, y dan reaccién sobre la yema de huevo produciendo alrededor de
la colonia una zona opaca que a menudo tiene una zona clara mas externa.
(Anénimo'", 2006).

1.4.1.8 Agar Manitol salado

Medio de cultivo selectivo y diferencial, utilizado para el aislamiento y
diferenciacion de estafilococos. Es un medio altamente selectivo debido a su alta
concentracion salina. Los estafilococos coagulasa positiva hidrolizan el manitol
acidificando el medio; las colonias aparecen rodeadas de una zona amarilla
brillante. Los estafilococos coagulasa negativos, presentan colonias rodeadas de

una zona roja o purpura. (Anénimo'°, 2006).
1.4.2 Hongos
1.4.2.1 Tincién en fresco

También conocido como montaje humedo, consiste en colocar la muestra a
examinar entre un porta y un cubreobjetos estériles. El examen en fresco se dirige
principalmente a la deteccidn de microorganismos directamente en las muestras, a
cuantificar su concentracion, a obtener alguna informacion sobre su morfologia vy,
con frecuencia, a determinar la movilidad de una especie aislada. El montaje con
azul de lactofenol es de gran utilidad para el estudio de estructuras fungicas, y el

procedimiento consiste en adicionar una gota del colorante sobre la muestra y
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cubrirla con el cubreobjetos y de esta forma observar estructuras especialmente

fungicas en el microscopio (Anénimo'?, 20086).

1.4.2.2 Sistema semiautomatico APl 20C Aux

Es un método de asimilacion de nutrientes. La galeria APl 20 C AUX (bioMérieux)
se compone de 20 cupulas con sustratos deshidratados que permiten realizar 19
pruebas de asimilacion (Ver Figura 12). La lectura de estas reacciones se hace
por comparacion con un control de crecimiento y la identificacion se obtiene, a
partir de un codigo numérico, mediante un catalogo analitico o un programa

informatico. (Linares et al., 2006).

Figura 12. Método Bioquimico APl 20C AUX (Linares et al; 2006).
" \yapi 20CAUX |1

s sl
o

Figura 11.25. Sistarma APl 200 AL bioMériewm)

33



2. METODOLOGIA

2.1 MICROORGANISMO.

Se trabajo con el efluente de una empresa de recubrimientos metalicos ubicada en
el Valle de Aburra, de donde se aislaron los microorganismos degradadores de
cianuro; estos se caracterizaron bioquimicamente cuando alcanzaron su
purificacion, que fue de acuerdo con la presion de seleccion al aumentar la

concentracion de cianuro en el medio de cultivo solido.

2.2 MEDIO DE CULTIVO.

Para el cultivo en medio liquido se utilizé una solucion buffer que mantuvo el pH
en un valor de 9.8 £ 0.2, la cual contenia: 21g/L de carbonato de sodio, 9g/L de
bicarbonato de sodio, 5g/L de NaCl y 0.5 g/L de KNOs3 (Sorokin et al., 2001). El
medio se enriquecido con 1g/L de glucosa como fuente de carbono, 2g/L de
Extracto de Malta, 1mg/L de CN como fuente de carbono y nitrégeno para el
aislamiento y se aumentdé gradualmente para la adaptacion y purificacion (Gil-
Pavas et al., 2005). Se esterilizo por filtracion tanto el medio como la solucion de

cianuro.

Para el cultivo en medio sélido se utilizé Agar Extracto de Malta para los hongos y
Agar Nutritivo para las bacterias, suplementado con diferentes concentraciones de
cianuro, iniciando en 1 ppm, 2ppm, 3ppm, 5ppm,10 ppm, 20 ppm, 30 ppm y asi

sucesivamente hasta llegar a la concentracion maxima de cianuro.
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2.3 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL PARA EL AISLAMIENTO, ADAPTACION
Y PURIFICACION DE MICROORGANISMOS DEGRADADORES DE

CIANURO.

Para realizar el aislamiento, la adaptacién y purificacion de los microorganismos

con potencial para la degradacion de cianuro se llevé a cabo el procedimiento de

presion de seleccion que se describe a continuacion (Ver Figura 13):

Figura 13. Procedimiento para el aislamiento, adaptacion y purificacion de los microorganismos

degradadores de cianuro
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Se realizé el mismo procedimiento aumentando la concentracidn de cianuro cada
48 horas, por duplicado, hasta encontrar la maxima concentracion a la cual los

microorganismos se pudieron adaptar.

Después de tener cada microorganismo aislado totalmente y adaptado a la
concentracion maxima de cianuro, se sembré cada uno en medio de cultivo
liquido, para garantizar la adaptacion en este medio y asi poder realizar las

cinéticas de crecimiento.

2.4 SELECCION DE LOS MICROORGANISMOS CON MAYOR POTENCIAL
DE DEGRADACION DE CIANURO

Para seleccionar los microorganismos con mayor potencial de degradacion de
cianuro se hizo un cultivo en medio liquido con cada uno de los microorganismos
adaptados, siguiendo el procedimiento que se describe a continuacién (Ver Figura
14):

Figura 14. Procedimiento para la seleccion de los microorganismos con mayor potencial
biodegradador

MICROORGANISMOS A
CONCENTRACION
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/\
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MEDICION DE BIOMASA DE CIANURO CON EL
POR DENSIDAD OPTICA ELECTROO DE ION
SELECTIVO
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Los microorganismos se seleccionaron con base en los resultados obtenidos en la

cinética preliminar.

2.5 CINETICAS DE CRECIMIENTO Y DEGRADACION DE CIANURO DE LOS
MICROORGANISMOS SELECCIONADOS

Las cinéticas de crecimiento celular y degradacion de cianuro de los
microorganismos seleccionados y adaptados a la maxima concentracion de
cianuro asimilada, se agitaron a 200rpm, a una temperatura de 30°C, por triplicado
durante cinco dias, tomando muestra cada 12 horas (Ver Figura 15). Se realizo
para cada un de los microorganismos un disefio de experimentos unifactorial,
donde el factor era el tiempo, con 10 niveles y la variable respuesta la

concentracion de cianuro.

Ademas, para la variable de respuesta velocidad de degradacion de cianuro se
hizo otro analisis estadistico donde el factor bajo estudio era el tipo de
microorganismo con 4 niveles. A estos resultados se les realizé un analisis de
varianza, con un nivel de confianza del 95%, en el software Statgraphics v,
adicionalmente, con los resultados de crecimiento celular se realizaron las
linealizaciones para determinar las velocidades maximas de crecimiento de cada

uno de los microorganismos.

Figura 15. Cinéticas de los microorganismos
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Se tuvo en cuenta un control negativo (sin células), para verificar que no hubiera
cambios en la concentracién de cianuro con el tiempo, debido a la volatilizacion.
Para realizar las cinéticas de los microorganismos seleccionados se llevo a cabo

el siguiente procedimiento (Ver Figura 16):

Figura 16. Procedimiento para las cinéticas de crecimiento y biodegradacién de los

microorganismos seleccionados
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2.6 MEDICION DE LA BIOMASA.

En los diferentes cultivos, la medicion de crecimiento microbiano (produccion de
biomasa), se realizé por densidad oOptica, leyendo la absorbancia a una longitud de
onda de 540nm (Camargo y Ossa, 2005). Para relacionar este resultado con la
concentracion de cianuro por peso seco, se hizo una curva de calibracién asi (Ver
Figura 17):

Figura 17. Procedimiento para realizar la curva de calibracion para la medicién de biomasa

MICROORGANISMOS A
CONCENTRACION
MAXIMA DE CIANURO EN
MEDIO SOLIDO

|
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VOLUMEN DE 100 mlI EN
MEDIO LiQUIDO

l 158 HORAS
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(MAXIMA)

|

REALIZAR DILUCIONES
POR DUPLICADO

|

MEDIR BIOMASA POR EL
METODO DE PESO SECO

2.7 MEDICION DEL CONSUMO DE GLUCOSA.

La determinacién del consumo de glucosa se realizo por el método de DNS, que
se basa en la medicion de los azucares reductores libres por medio de la
reduccion del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), formando un compuesto nitro-
aminado amarillo, cuya densidad optica es proporcional a la concentracién de los

grupos reductores (Miller, 1959).
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2.8 MEDICION DEL CIANURO.

Se empled un electrodo idn selectivo tipo 06-37, marca Monokrystaly, fabricado en

la Republica Checa, para la determinacion de la concentracién de cianuro.

Para la determinacion de la curva de calibracion se realizaron varias soluciones
estandar de cianuro de potasio de concentraciones 102 a 10® M. Una solucién 10"
2 M de cianuro de potasio es preparada pesando 0.6511 g de KCN por litro. Las
demas soluciones estandar son preparadas mediante la dilucidn correspondiente

usando siempre solucion 10" M de KOH (5.61 g KOH en 1 litro de agua destilada).

Las soluciones estandar fueron medidas mediante el electrodo i6n-selectivo de
cianuro y un electrodo referencia, en un dispositivo apropiado para la medida. La
lectura de los valores de la fuerza electromotriz en mV de cada una de las
soluciones estandar son graficadas contra los datos de concentracién de CN, en

una escala semilogaritmica (Camargo y Ossa, 2005).

2.9 IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE LOS MICROORGANISMOS
QUE CRECIERON A LA MAXIMA CONCENTRACION DE CIANURO

Para la caracterizacion bioquimica, fisiolégica y morfologica de los

microorganismos que crecieron a la concentracion maxima de cianuro, se siguio el

procedimiento descrito (Ver Figura 18):
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Figura 18. Procedimiento para la identificacion y la caracterizacion de los microorganismos
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE MICROORGANISMOS
DEGRADADORES DE CIANURO

De los 15 microorganismos que se aislaron inicialmente con una concentracion de
cianuro de 1 ppm, se lograron aislar 8 microorganismos, de los cuales 6 resultaron
ser diferentes entre si y lograron adaptarse hasta una concentracion de cianuro de

150 ppm, los cuales se nombraron: A, B, C,F, Gy H.

Al aumentar la concentracion de cianuro en el medio de cultivo solido a 200mg/L el
crecimiento fue muy lento, razéon por la cual se decidié trabajar a una

concentracion aproximadamente de 150mg/L, en las suspensiones celulares.

3.2 ENSAYO PRELIMINAR DE SELECCION DE LOS MICROORGANISMOS
CON MAYORES VELOCIDADES DE DEGRADACION

Se realizd un ensayo preliminar de seleccidbn de los microorganismos que
crecieron a la maxima concentracion de cianuro, con el fin de determinar aquellos
que presentaron una mayor velocidad de degradaciéon y con estos ultimos
proceder a realizar las cinéticas de degradacion de cianuro y produccion de
biomasa. Estas cinéticas se realizaron durante cinco dias, tomando muestras cada
24 horas.
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Figura 19. Velocidad de degradacion para cada microorganismo en el ensayo Preliminar:

a. Microorganismo A; b. Microorganismo B; c. Microorganismo C; d. Microorganismo F;
e. Microorganismo G; f. Microorganismo H
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De los resultados obtenidos puede concluirse que los microorganismos que
presentaron mayores velocidades de degradacion del contaminante (cianuro)
fueron A, B, G y H, con valores de 0.7768 mV/h, 0.8628 mV/h, 0.8162 mV/h 0.765
mV/h, respectivamente. Los microorganismos C y F presentaron las menores
velocidades de degradacion con valores de 0.5696 mV/h y 0,6666 mV/h,
respectivamente. Por tal motivo fueron seleccionados los microorganismos A, B, G

y H para realizar las respectivas cinéticas de crecimiento celular y degradacién de

cianuro (Ver Figura 19).

3.3 CONSUMO DE CIANURO

Figura 20. Consumo de cianuro de los microorganismos y del Medio de Control:

a. Microorganismo B; b. Microorganismo H; c. Microorganismo A; d. Microorganismo G
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Al realizar el medio de control para el cianuro (sin células), se observé que hubo
cambio en la concentracion de este en el tiempo, disminuyendo, debido a que el
medio se encontraba a un pH de 9.8 + 0.2, a este pH el una proporcién menor al
50% del cianuro presente se encuentra como HCN y el resto como CN; la
diferencia en la concentracién de cianuro en el tiempo se debe a que un
porcentaje del cianuro en forma de HCN se volatiliza, el resto queda presente en
el medio y es degradado por el microorganismo. Al comparar la grafica del medio
de control con las graficas de concentracién de cianuro vs tiempo de cada
microorganismo se observa que la mayor cantidad de cianuro presente en el
medio es degradada por el microorganismo y que el porcentaje de cianuro que se

volatiliza es minimo (Ver Figura 20).

3.4 CINETICAS DE CRECIMIENTO CELULAR Y DEGRADACION DE CIANURO
DE LOS MICROORGANISMOS SELECCIONADOS

Para la fermentacion del microorganismo B (Ver figura 21 a), se observa que la
fase exponencial del crecimiento comienza a las 14 horas y va hasta las 62 horas
y el el inicio de la fase exponencial se da cuando la concentracion de cianuro ha
disminuido a 78 (mg/L), aunque no es la concentraciébn maxima de cianuro, es aun
una concentracion alta si se tiene en cuenta que la concentracién minima de
cianuro al finalizar la cinética fue de 2.95 mg/L, esto indica que el microorganismo
consumié el carbono y nitrogeno presente en el cianuro, pero ademas utilié la
glucosa como fuente de energia, pues se ve una alta disminucién en la
concentracién de azucares reductores en aquellos puntos donde se presenta la
fase exponencial del crecimiento (Ver figura 21 b), aunque para el resto de puntos
también se observa la disminucion en la concentracion de glucosa, dicha

disminucion no es muy significativa.
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Figura 21. a. Produccion de biomasa y consumos de cianuro microorganismo B; b. Consumo

de glucosa para el microorganismo B
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Al realizar la grafica de crecimiento de biomasa vs tiempo se observd que el
microorganismo H inicio su crecimiento a las 86 horas, cuando la concentracion de
cianuro habia disminuido a 22 (mg/L), esto indica que aunque fue capaz de
degradar el cianuro, el carbono presente en este no lo utilizé para su crecimiento
sino para el mantenimiento celular. En el consumo de glucosa vs tiempo se
observd que una disminucion significativa en la concentracidon de azucares
reductores inicio a las 62 horas y continudé hasta que se finalizé la cinética de
crecimiento, lo que indica que utilizé para su crecimiento como fuente de carbono,

la glucosa (Ver Figura 22).
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Figura 22. a. Produccion de biomasa y consumos de cianuro microorganismo H; b. Consumo

de glucosa para el microorganismo H
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Al igual que para el microorganismo H, los microorganismos A y G, también
iniciaron la fase exponencial en el punto en el cual la concentracion de cianuro
habia disminuido considerablemente, para el microorganismo A la concentracion
del cianuro fue de 47 mg/L (Ver Figura 23) y para el microorganismo G de 28 mg/L
(Ver figura 24). La concentracion de glucosa disminuy6 durante todo el tiempo que
transcurrié la cinética, de esto se puede decir que dichos microorganismos no
utilizaron el carbono presente en el cianuro para su crecimiento, pero si para

mantenerse vivos antes de entrar en fase exponencial y utilizaron la glucosa como

fuente de carbono para poder iniciar el crecimiento.




Figura 23. a. Produccion de biomasa y consumos de cianuro microorganismo A; b. Consumo

de glucosa para el microorganismo A
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Figura 24. a. Produccion de biomasa y consumos de cianuro microorganismo G; b. Consumo

de glucosa para el microorganismo G
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De tal manera se puede decir que durante esta cinética hubo dos sustratos: la
glucosa y el cianuro. En el caso del cianuro, este es un sustrato inhibidor del
crecimiento, lo que significa que el microorganismo necesita una fuente adicional
de energia para poder iniciar la fase exponencial y contrarrestar el efecto de dicho

compuesto. En este caso el sustrato adicional fue la glucosa.

La concentracion de cianuro en cada una de las cinéticas disminuy6 a medida que

transcurrié el tiempo, presentandose los mayores deltas hasta las 38 horas
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aproximadamente, tiempo después del cual siguié la degradacion pero a menor
velocidad. Esto pudo confirmarse mediante un analisis de varianza ANOVA en
Statgraphics. En total se realizaron 30 observaciones, ya que se tomaron
muestras por triplicado y un factor bajo estudio que era el microorganismo (B, H,
A,y G)y la variable respuesta el tiempo de degradacion del cianuro.

3.4.1 Andlisis de varianza para la variable respuesta: concentracion de

cianuro

Para cada uno de los microorganismos se tiene:

Variable Dependiente: Cianuro
Factor: Tiempo
Numero de observaciones: 30

Number of levels: 10

Tabla 2. Analisis de Varianza para la variable respuesta: Concentracion de cianuro del

microorganismo B

Analysis of Variance

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
Between groups 48466,2 9 5385,13 122,30 0,0000
Within groups 880,613 20 44,0306

Total (Corr.) 49346,8 29
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Tabla 3. Analisis de Varianza para la variable respuesta: Concentracion de Cianuro

microorganismo H

Analysis of Variance

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
Between groups 82191,0 9 9132,34 557,44 0,0000
Within groups 327,653 20 16,3827

Total (Corr.) 82518,7 29

Tabla 4. Andlisis de Varianza para la variable respuesta: Concentracion de Cianuro

microorganismo A

Analysis of Variance

Source Sum of Squares  Df Mean Square F-Ratio  P-Value
Between groups 489409 9 5437,88 515,02 0,0000
Within groups 211,172 20 10,5586

Total (Corr.) 49152,1 29

Tabla 5. Andlisis de Varianza para la variable respuesta: Concentracion de Cianuro

microorganismo G

Analysis of Variance

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
Between groups  30141,2 9 3349,03 145,37 0,0000
Within groups 460,767 20 23,0384

Total (Corr.) 30602,0 29

Para todos los microorganismos se obtuvo un P value de 0,0000; como este valor
es menor de 0.05 significa que el factor bajo estudio: tiempo tiene un efecto

estadisticamente significativo sobre la concentracion de cianuro a un nivel de
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confianza del 95 % (Ver Tablas 2, 3, 4, 5). Entonces se realizé un analisis de
comparaciones multiples por el método de Tukey para cada uno de los
microorganismos. De las tablas 6, 7 y 8 puede decirse que a medida que
transcurre el tiempo la concentracién de cianuro disminuye, presentandose los
mayores deltas de concentracion hasta las 38 horas aproximadamente y en los
ultimos tiempos dichos cambios de concentracién fueron mucho menores, razén
por la cual estos tres primeros datos fueron los seleccionados para calcular las
velocidades de degradacién, pues es donde se presentan mayores diferencias,
pues en los ultimos datos las concentraciones de cianuro no presentan diferencias

muy significativas y esto puede verificarse en las medias obtenidas.

Tabla 6. Método de comparaciones multiples de Tukey para el microorganismo B

Method: 95,0 percent Tukey HSD

Tiempo Count Mean Homogeneous Groups
134 3 3,01667 X

120 3 4,00667 X

110 3 9,08667 X

96 3 12,2033 X

86 3 12,2433 X

72 3 20,49 XX

62 3 31,6267 XX

38 3 43,53 X

14 3 79,4767 X

0 3 135,947 X
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Tabla 7. Método de comparaciones multiples de Tukey microorganismo H

Method: 95,0 percent Tukey HSD

Tiempo Count Mean Homogeneous Groups

134 3 5,94333 X

120 3 6,99 X

110 3 9,54 X

96 3 10,2067 X

86 3 22,37 X

72 3 32,17 XX

62 3 42,88 X

38 3 62,5167 X
14 3 94,51 X
0 3 181,21 X

Tabla 8. Método de comparaciones multiples de Tukey microorganismo A

Method: 95,0 percent Tukey HSD

Tiempo Count Mean Homogeneous Groups
134 3 3,54667 X
120 3 4,29667 X
110 3 5,58667 X
96 3 8,15 XX
86 3 11,0433 XX
72 3 16,0633 X
62 3 42,0533 X
38 3 47,27 X
14 3 99,8833 X
0 3 121,38 X
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Tabla 9. Método de comparaciones multiples de Tukey microorganismo G

Method: 95,0 percent Tukey HSD

Tiempo Count Mean Homogeneous Groups
134 3 2,80333 X

120 3 4,17667 X

110 3 5,6 XX

86 3 9,07 XX

96 3 9,49333 XX

72 3 19,05 XX

62 3 28,3633 XX

38 3 34,96 X
14 3 69,09 X
0 3 104,353 X

3.5 PARAMETROS CINETICOS DE LOS MICROORGANISMOS
SELECCIONADOS

Para las cinéticas realizadas, los datos obtenidos se graficaron y se linealizaron
con el objetivo de hallar la velocidad maxima de crecimiento para cada uno de los
microorganismos (Doran, 1995), (Ver figura 25) El microorganismo que logro la
velocidad maxima de crecimiento fue el H, aunque este al inicio de la cinética
creci6 lentamente debido a la presencia del cianuro en el medio, después de que
ya se habia consumido, este inicio la fase exponencial y crecié con mayor rapidez
(Ver Tabla 10), ademas puede observarse que la pendiente en la fase exponencial

del crecimiento para el microorganismo H es mucho mayor que la de los demas.
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Figura 25. Linealizaciones de la velocidad maxima a. Microorganismo B; b. Microorganismo H;
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3.6 VELOCIDADES DE DEGRADACION DE CIANURO PARA CADA
MICROORGANISMO

Los microorganismos bajo estudio degradaron un alto porcentaje de cianuro,
alrededor del 97% (ver Tabla 11) aunque este aspecto es importante, porque lo
que se buscaba con este trabajo era encontrar microorganismos capaces de
degradar altas concentraciones de cianuro, también es muy importante analizar
cada velocidad de degradacion del contaminante (Ver Figura 26), la cual se
calculd graficando las concentraciones de cianuro en el tiempo. Para esto, se
tomaron aquellos datos en los cuales se observd inicialmente una mayor
pendiente, hasta el punto en el cual no habia un cambio significativo. De dichos
datos se dedujo que los microorganismos con mayores velocidades de
degradacién fueron el B y el H, para los cuales se obtuvieron valores de 2.3166
mg CN/Lh y 2.3109 mg CN/Lh, respectivamente. Para A fue de 1.9747 mg CN/Lh
y para G de 1.7664 mg CN/Lh. Aunque A y G degradaron un alto porcentaje de
cianuro (97.13 % y 97.42% respectivamente), las velocidades de degradacién
fueron mucho menores comparadas con las de B y H, sin importar que todos
alcanzaron porcentajes de degradacion similares, en el tiempo total del cultivo. A
pesar de que la cantidad de cianuro degradada es un factor importante a la hora
de escoger los microorganismos, hay que tener en cuenta que a mayor velocidad
de degradacion, menor es el tiempo que se toma el microorganismo para consumir
o degradar el cianuro, y para efectos de costos este si es un factor altamente
relevante, pues es claro que estos dos microorganismos degradan la mayor

cantidad en un tiempo mas corto que los otros.
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Tabla 11. Porcentajes de degradacion de cada microorganismo

) . Porcentaje de
Mlcroorganlsmo .
degradacion
B 97.82 %
H 96.74 %
A 97.13 %
G 97.42 %
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c¢. Microorganismo A; d. Microorganismo G
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3.6.1 Anédlisis de varianza para la variable respuesta: velocidad de

degradacion de cianuro

Madiante un analisis de varianza se tuvo que el P Value menor de 0.05, lo cual
significa que el factor: tipo de microorganismo tuvo un efecto estadisticamente
significativo sobre la variable respuesta: Velocidad de Degradacion de cianuro a

un nivel de confianza del 95 %. (Ver Tabla 12).

Tabla 12. Analisis de Varianza para la variable respuesta: Velocidad de degradacion de cianuro

Analysis of Variance

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value
Between groups 0,533772 3 0,177924 4,08 0,0495
Within groups 0,34845 8 0,0435563

Total (Corr.) 0,882223 11

Debido a esto, procedid a realizar el Método de Comparaciones Multiples de
Tukey para analizar cada una de las medias y puede decirse que no es muy
grande la diferencia entre las velocidades para cada uno de los microorganismos.
Pero aun asi puede afirmarse que el microorganismo los microorganismos Hy B
presentaron mayores velocidades de degradacion, con valores de 2.3121 mg/Lh,
luego el B con 2.2372 mg/Lh, después el A con 1.9764 mg/Lh y el que present6
menor velocidad de degradacién de cianuro fue el G con 1.78227 mg/Lh. (Ver
Tabla 13).
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Tabla 13. Método de comparaciones multiples de Tukey para las velocidades de degradacion de

cianuro

Method: 95,0 percent Tukey HSD

Microorganismo Count  Mean Homogeneous Groups
G 3 1,78227 X
A 3 1,9764 X
B 3 2,2372 X
H 3 2,3121 X

Estos resultados presentados son coherentes y muy similares a los valores ya
calculados anteriormente de velocidades de degradacién de cada uno de los

microorganismos estudiados (Ver Figura 26).

Si se comparan los valores de velocidad de degradacién y porcentaje de remocion
de cianuro con los valores reportados en la literatura (Camargo y Ossa, 2005), se
puede observar que el porcentaje de remocion reportado en la literatura para
Pseudomonas fluorescens (96.126%) es similar a los resultados obtenidos para
los cuatro microorganismos que fueron alrededor del 97%. Pero las velocidades
de degradacion de cada uno de los microorganismos B, H, A y G fueron mayores
(2.3166 mg CN/Lh, 2.3109 mg CN/Lh, 1.9747 mg CN/Lh y 1.7664 mg CN/Lh,
respectivamente) comparadas con la de esta especie (0.1626 mg/Lh); teniendo en
cuenta que las cinéticas de este estudio se iniciaron a una concentracion de
cianuro mayor y la concentracion inicial reportada por Camargo y Ossa (2005) fue
de 15 mg/L.
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3.7 IDENTIFICACION DE LOS MICROORGANISMOS AISLADOS Y
PURIFICADOS

Para identificar los 6 microorganismos aislados, purificados y adaptados a la
mayor concentracion de cianuro (150 mg/L) se realizaron las tinciones simples de
gram y los montajes en fresco con el fin de determinar cuales de ellos pertenecian

al grupo de las bacterias y cuales al de los hongos.

3.7.1 Bacterias

Mediante la tincion de Gram se diferenciaron dos tipos de bacterias: un coco gram

positivo (microorganismo G) y un bacilo Gram Negativo (microorganismo C).

3.7.1.1 Bacilo Gram Negativo

El bacilo observado al microscopio (microorganismo C) presentd estructuras en
forma de baston, eran cortas y agudizadas en los extremos. Fue identificado
como bacilo gram negativo, debido al resultado en la tincion de gram, donde la

coloracién que presenté fue rosada (Ver Figura 27).

Figura 27. Bacilo Gram Negativo

Debido a las caracteristicas morfolégicas y a la apariencia fisica (cremosa y
mucosa), esta bacteria puede ser compatible con el género Pseudomonas (Ver
Figura 28).
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Figura 28. Bacilo en Agar Nutritivo

La bacteria fue sembrada en medio liquido BHI (Brain Heart Infusion), para su
enriquecimiento y, posteriormente, en agar nutritivo con el fin de que la colonia
tuviera un periodo de crecimiento de 24 horas y asi proceder con la identificacién

bioquimica (Ver Figura 29).

Figura 29. Repica Bacilo en Agar Nutritivo

Se realiz6 la prueba de la oxidasa, que dio positiva debido a la coloracion violeta
que se presentd en la lamina con el reactivo oxidasa. Con este resultado el

microorganismo quedaba excluido de la familia Enterobacteriaceae.
Se pensd que se trataba del género Pseudomonas y para confirmarlo la bacteria

fue sembrada en agar cetrimide, que es un medio especifico para el crecimiento

de este tipo de microorganismos (Ver Figura 30).
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Figura 30. Bacilo en Agar Cetrimide

Pasadas 24 horas se observo crecimiento en este medio, por lo que fue sembrada
en agar King A y en agar King B, otros medios selectivos para Pseudomonas, con

el fin de observar la produccion de pigmentos (Ver Figuras 31, 32).

Figura 31. Bacilo en Agar King A Figura 32. Bacilo en Agar King B

Pasadas 48 horas, se observo crecimiento pero no hubo produccion de pigmentos
en ninguno de los dos medios. Con estos resultados se puede decir que la
bacteria se puede clasificar dentro del grupo de las Pseudomonas que no

producen pigmentos.

Posteriormente, se sembrd la bacteria en Agar Mc Conkey que también es un
medio especifico para el crecimiento de Pseudomonas. Como resultado se obtuvo
que el medio no cambid su color a amarillo en el area de crecimiento de la colonia,
es decir, la prueba fue negativa, lo que significa que la bacteria no desdobla la
lactosa presente en el medio. Lo expuesto anteriormente confirma que el género

del microorganismo bajo estudio es Pseudomonas (Ver Figura 33).
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Figura 33. Bacilo en Agar Mc Conkey

El microorganismo fue sembrado en agar manitol y como resultado se obtuvo que
si fermentaba el manitol, debido al cambio de color rojo a amarillo en el area de

crecimiento de la colonia (Ver Figura 34).

Figura 34. Bacilo en Agar Manitol

De los resultados de las pruebas bioquimicas presentados anteriormente puede
concluirse que el microorganismo C es una Pseudomonas spp y que no fermenta
el manitol, ni produce pigmentos, por lo tanto pueden descartarse las especies de
Pseudomonas aeruginosa, pues ésta no produce los pigmentos piocianina
(pigmento azul producido en el agar King A) y pioverdina (pigmento amarillo
fluorescente producido en el agar King B). Tampoco pertenece a las especies
putida y fluorescens, que producen pioverdina. De tal forma que puede clasificarse
dentro de las especies de Pseudomonas, que no producen pigmentos; entre las
que se encuentran: maltophilia, cepacia y sustzeri. La Pseudomonas maltophilia,
es oxidasa negativa por lo que puede descartarse; en cambio la cepacia y sutzeri

son oxidasa positiva y no producen pigmentos (piocianina y pioverdina), por lo
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tanto la especie en cuestibn puede ser una Pseudomonas cepacia o
Pseudomonas stutzeri. Pero para determinar con certeza de que especie se trata
es necesario continuar con diferentes pruebas bioquimicas tales como: lisina,
arginina, dihidrolasa, y reduccion de nitratos, lo cual permitiria escoger entre estas
dos opciones (Konema et al; 1997).

Como se reportd6 en la revisibn de literatura las Pseudomonas son
microorganismos prometedores para la biodegradacion de aguas contaminadas

con cianuro, debido a su alto potencial de remocion (Ver Tabla 1).

3.7.1.2 Coco Gram Positivo

El coco observado al microscopio (microorganismo G) después de realizar la
tinciéon de Gram fue identificado como coco gram positivo, por la coloracién violeta

que presento al realizar al prueba.

Tenia estructuras esféricas, se encontraban agrupadas en forma de racimo, por tal

motivo se llegd a pensar que se trataba del género Staphilococcus (Ver Figura 35)

Las colonias eran redondas y pequefias. Estas crecian aisladas especialmente en
agar nutritivo que era mas adecuado para su desarrollo, pues en el extracto de
malta, al ser un medio mas propicio para el crecimiento de hongos, no se observa

mucho crecimiento y diferenciaciéon de las colonias (Ver Figura 36).
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Figura 36. Coco en Agar Extracto de Malta

Para confirmar que se trataba de un coco gram positivo se procedié primero a
sembrarlo en medio liquido BHI (Brain Heart Infusién), para su enriquecimiento, y
posteriormente en agar nutritivo con el fin de que la colonia tuviera un periodo de
crecimiento de 24 horas y asi proceder con la identificacion bioquimica (Ver Figura
37)

Figura 37. Coco en Agar Nutritivo

Pasadas 24 horas se observd un buen crecimiento en agar nutritivo. Después de
esto, se realizaron las pruebas de oxidasa, la cual dio negativa, al no cambiar el
color de la lamina con el reactivo oxidasa a violeta y catalasa que fue positiva,
pues al adicionarle H,O, al 3% sobre la colonia se observé un burbujeo por el
desprendimiento de oxigeno, lo que significa que era un microorganismo aerobio.

Esto confirmd una vez mas que se trataba del género Staphilococcus.
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Posteriormente, fue sembrado en medio Baird Parker, que es un medio especifico
para el crecimiento de Staphilococcus y pudo observarse que la bacteria reducia
el telurito a telurato y como consecuencia de esto el medio se tornaba de color

oscuro, dando un resultado positivo para este género (Ver Figura 38).

Figura 38. Coco en Agar Baird Parker

También fue sembrado en agar Manitol y no presento respuesta positiva, pues el
medio no cambid de rojo que era su color inicial a color amarillo, que es el criterio
cualitativo de la prueba para confirmar que el microorganismo fermenta el manitol,
(Ver Figura 39).

Figura 39. Coco en Agar Manitol

De los resultados de las pruebas bioquimicas presentados anteriormente puede
concluirse que el microorganismo G es un Staphilococcus spp y que no fermenta
el manitol. Con lo que puede descartarse la especie aereus, que si lo fermenta y
podria clasificarse dentro de las especies epidermidis o auricularis que no

fermentan el manitol. Pero para identificar con certeza la especie en cuestion es
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necesario realizar las correspondientes pruebas bioquimicas de utilizacién de
carbohidratos (Sistema API) (Konema et al; 1997).

En la literatura se reporta que la especie Staphilococcus epidermidis tiene un alto

potencial para la degradacién del cromo y algunos nitratos (Vatsouria et al., 2005).

3.7.2 Hongos

3.2.1 Levaduras

Al realizar la tincion en fresco se observaron estructuras de levaduras globosas,

gemantes y de formas esféricas (Ver Figura 40).

Figura 40. Levadura

Las colonias de las tres levaduras aisladas y purificadas A, B y F presentaban
caracteristicas morfolégicas muy similares, pues eran cremosas y no crecian

separadas (Ver Figuras 41, 42, 43).
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Figura 41. Microorganismo A Figura 42. Microorganismo B

Las tres levaduras fueron sembradas en los agares PDA y Saboraud, pues estos
medios eran mas propicios para su crecimiento (Ver Figuras 44, 45, 46, 47, 48,
49).

Figura 44. Microorganismo A en PDA Figura 45. Microorganismo A en Saboraud
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Figura 46. Microorganismo B en PDA Figura 47. Microorganismo B en Saboraud

Figura 48. Microorganismo F en PDA Figura 49. Microorganismo F en Saboraud

La identificacion bioquimica de las levaduras fue realizada mediante un sistema
APl 20C AUX (ver Anexo 2), y como resultado fueron identificados los
microorganismos A, B y F como: Candida spp, Pichia ohmeri, Rhodotorula
mucilaginosa. Ademas se ha reportado que algunas especies de Rhodotorula
como la glutinidis tienen la capacidad de reducir iones de aluminio o manganeso y
emplearse en procesos de biodegradacion (Viet et al., 2001). Las especies de
Candida tienen la capacidad de degradar fenoles por ejemplo la Candida
parasilopsis puede remover fenoles monociclicos (Eppink et al., 2000). Especies
del género Pichia pueden degradar compuestos aromaticos, por ejemplo Pichia

anomala puede remover ciclohexanos (Tarr, 2004).

3.7.2.2 Hongo Filamentoso

Observado al microscopio pudieron apreciarse las hifas que conformaban el

micelio del microorganismo H (Ver figura 50).
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Figura 50. Hifas del Hongo

El hongo aislado y purificado era filamentoso. El micelio era razante a la superficie,
aterciopelado, tenia pigmentacién negra en el reverso y era rugoso. La colonia
cuando estaba joven presentd consistencia semejante a la de las levaduras antes

del desarrollo del micelio (Ver Figura 51).

Figura 51. Microorganismo H

La identificacion bioquimica del hongo fue realizada mediante un sistema API 20C
AUX (Ver Anexo 2), y como resultado fue identificado como un hongo dematiaceo
Exophiala spp. De este género se ha reportado que posee un gran potencial para
remover hidrocarburos, al igual que las especies de Pseudomonas cepacea,

fluorescens y Candida famata (Ulfig, 2005).

69



CONCLUSIONES

El método de presion de seleccion (incrementando gradualmente la concentracion
de cianuro) fue adecuado para el aislamiento, adaptacion y purificacion de las
especies nativas con alto potencial de degradacion del contaminante, puesto que
se lograron obtener 6 cepas puras de diferentes microorganismos de las 15 con
las cuales se inicio el proceso, adaptadas a una concentracion de cianuro de 150

mg/L.

Mantener el pH entre 9.5 y 10 garantiza que la reduccion de la concentraciéon de
cianuro en el medio es debido a la degradacién de los microorganismos y no a la
volatilizacién de este; no obstante una pequeha cantidad del contaminante se
volatiliza (Alrededor del 5 %), pero es despreciable si se compara con la cantidad

degradada por los microorganismos (97 %).

La glucosa que se adicion6 al medio de cultivo para realizar las cinéticas
correspondientes solo actu6 como una fuente de energia extra y no como el
sustrato limitante del crecimiento, pues la concentracion final de este compuesto al
terminar la fase exponencial fue mayor que la concentracion del otro sustrato

(cianuro) presente en el medio.

El cianuro es un sustrato inhibidor de crecimiento, especialmente para los
microorganismos B y H (Pichia ohmeri, Exophiala spp) respectivamente, puesto
que la fase exponencial inicia cuando la concentracién de cianuro disminuye

considerablemente.

El incremento en la concentracion de biomasa de los microorganismos

degradadores de cianuro no fue significativo, debido a la alta concentracion de
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cianuro con las que fueron evaluadas las cinéticas de crecimiento celular y a que
el consumo de glucosa fue bajo. Esto indica que las células no aprovecharon la
energia suministrada por la glucosa para el crecimiento celular, posiblemente por

el efecto inhibidor del cianuro.

Los microorganismos aislados, purificados, seleccionados e identificados como
Pichia ohmeri, Exophiala spp, Candida spp, Staphiloccocus spp, son una
buena alternativa para la biodegradacion de aguas residuales contaminadas con
cianuro, ya que estos disminuyeron altas concentraciones de dicho contaminante

en medio liquido.

El porcentaje de degradacion de cianuro fue alto (alrededor del 97 %), pero muy
similar en los diferentes microorganismos; por tal motivo puede decirse que éste
es independiente de la velocidad de degradacidn y no es un criterio suficiente para
seleccionar los microorganismos. Por el contrario, la velocidad de degradacion si
fue un buen parametro para estimar el potencial de remocion del cianuro de los
microorganismos y poder clasificarlos de acuerdo a la cantidad de cianuro
degradada en el tiempo. Sin embargo, una mayor velocidad de degradacién no

implica un mayor porcentaje de remocion.
La velocidad de degradacion depende tanto del tipo de microorganismo, como de

la concentracion inicial de cianuro en el medio. A mayor concentracion de cianuro,

mayor es el tiempo de degradacion y por ende la velocidad es menor.
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RECOMENDACIONES

Realizar un tratamiento previo al efluente, para que la concentracién inicial de
cianuro en el proceso de biodegradacién sea menor y por ende se puedan
alcanzar los niveles de descarga de cianuro exigidos por la legislacion (1mg/L),
puesto que la concentracién de los efluentes industriales puede llegar hasta las
500 ppm y la concentracion maxima alcanzada para realizar la degradacion fue de

150 ppm.

Emplear los microorganismos seleccionados para la formacion de consorcios
microbianos de degradacion de cianuro y de esta forma aumentar la eficiencia en

el proceso de biodegradacion.

Emplear los microorganismos seleccionados para el tratamiento de efluentes en
los cuales haya presencia de otro tipo de contaminantes como fenoles o metales

pesados.
Utilizar una fuente de energia diferente de la glucosa menos costosa (melaza u
otro) y de igual manera evaluar el efecto sobre las cinéticas de crecimiento celular

y degradacion de cianuro.

Encontrar para cada uno de los microorganismos identificados sus condiciones

optimas de crecimiento y evaluar la degradacion de cianuro bajo las mismas.

Continuar realizando la identificacion microbiolégica de los microorganismos que

solo se identificaron hasta el género para llegar hasta la especie.
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ANEXOS

ANEXO 1
PRUEBAS DE IDENTIFICACION DE BACTERIAS
Prueba de la Oxidasa

Material

Tiras de papel con reactivo de oxidasa, pipeta Pasteur y cultivo microbiano.

Técnica
Con una pipeta Pasteur, cerrada y cargada de bacterias, se trazan rayas sobre
una tira de papel impregnada en solucién acuosa al 1% de cloruro de tetrametil

para-fenilen-diamina ( Anénimo®,2006).

Agar Cetrimide

Peptona de Glatina 10gr/L
Cloruro de Magnesio 1.49r/L
Sulfato de Potasio 10gr7L
N Cetil NNN Trimetil Amonium Bromuro 0.3gr/L
Agar Agar 13 gr/L
Glicerol (opcional) 10gr/L

Disolver los componentes en el agua, a excepcion del agar, y ajustar el pH a 7,0.
Anadir el agar y el glicerol, calentando el medio hasta ebullicion para que se
disuelva por completo. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos. Dejar

enfriar hasta 50 °C y dispensar el medio estéril en placas de Petri.
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Produccion de Pigmentos

Material

Placas de agar F (medio King B) y agar P (medio King A) y cultivo bacteriano.

Técnica
Inocular cada una de las placas de agar F y agar P con los microorganismos,
trazando con el asa estrias paralelas. Incubar a 37°C durante 24 horas, en

posicién invertida.( Anénimo®,2006).

Agar Agar P (medio King A)

Peptona 2049
Sulfato potasico 109
Cloruro magnésico 149
Agar 15¢
Agua destilada 1000 ml

Disolver los componentes en el agua, a excepcion del agar, y ajustar el pH a 7,0.
ARadir el agar y 10 g de glicerol, calentando el medio hasta ebullicion para que se
disuelva por completo. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos. Dejar

enfriar hasta 50 °C y dispensar el medio estéril en placas de Petri .

Agar F (medio King B)

Peptona 209
Fosfato bipotasico 1,59
Sulfato magnésico 1,59
Agar 159
Agua destilada 1000 ml
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Disolver los componentes en el agua, a excepcion del agar, y ajustar el pH a 7,0.
ARadir el agar y 10 g de glicerol, calentando el medio hasta ebullicion para que se
disuelva por completo. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos. Dejar

enfriar y dispensar el medio estéril en placas de Petri y dejar solidificar.

Prueba de la Catalasa

Material

Agua oxigenada de 30 volumenes, cultivo bacteriano y portaobjetos.

Técnica
En un portaobjetos se depositan una o dos gotas de agua oxigenada de 30
volumenes y se pone en contacto con ella una colonia de los microorganismos a

estudiar con ayuda del asa de siembra.

Manitol Salado Agar

Tabla 14 . Preparacion del medio Manitol (Anénimo'®,2006).

Formula (en gramos por litro) Instrucciones

Extracto de carne 1.0
. Suspender 111 g de polvo por litro de

Plurlpe.ptona Lo agua destilada. Reposar 5 minutos y
d-Manitol 10.0 |mezclar calentando a ebullicion
Cloruro de sodio 75.0 [durante 1 o 2 minutos. Distribuir y
A 150 esterilizar en autoclave a 118-121°C

gar - durante 15 minutos.
Rojo de fenol 0.025

pH final: 7.4 = 0.2

Siembra

Sembrar en superficie un indculo denso de la muestra.

Incubacion

De rutina: durante 18-24 horas a 35-37 °C, en aerobiosis.

86



La American Public Health Association (A.P.H.A) recomienda la incubacion

durante 3 dias a 32 °C, en aerobiosis. (Anénimo'®,2006).
Baird Parker Medio Base

Tabla 15 . Preparacion del Medio Baird Parker (Anénimo’",2006).

Formula (en gramos por litro) Instrucciones
Peptona de caseina 10.0 |Suspender 60 g del medio deshidratado
Extracto de carne 5.0 en 940ml de agua destilada. Dejar en
Extracto de levadura 1.0 reposo 5 a 10 minutos. Calentar
Sleue ek (e 50 agitando _frecuen?em_en_te \% hervi_r_
e 17.0 durante 1 minuto. Distribuir y (_-:'sterlllzar
= en autoclave a 121°C (15 libras)
Glicina 12.0  |qurante 15 minutos. Enfriar a 45°-50°C
y agregar 50 ml de la emulsion de yema
de huevo y 10ml de la solucion de
Piruvato de sodio 10.0 telurito (Codigo BO3-601-61).
Homogeneizar y distribuir en cajas de
Petri.

pH final: 6.8 = 0.2

Siembra

Dejar secar la superficie de la placa preparada y extender 0.1 ml de la dilucion de

la muestra a analizar.

Incubacién
24-48 horas a 35-37 °C, en aerobiosis.
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ANEXO 2

RESULTADOS DE LAS PRUBAS BIOQUIMICAS DE LAS LEVADURAS Y EL
HONGO.

NMEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA Y
PARASTTOLOMA .
SEOCION MICOLOGTA
FACTULTAD DE MEDICIMNA
UNIVERSIDAD DE ANTIOQUIA

Camera 510 Mo £2-34
Tal, Z10E&]562 — 2B E054
fedallin, Calombia

INFORNME DE LAEORATORIO

hombre: FORRAS SANDRA MARCELA, (Provesio Efluente de recubimiantas

rrsabalicos) Remseirg: DE09025
Tekone: 2818500 Fecha: 180952006
Irestitucidn: Uneversidad EAFIT Capa F:

Capa H:

Solicitadoe: Tipificaciin de Cepas

Cepa F: L_:l cpiomia (Golar malman) v las: eziructuras MiGraEcdricas
[b-':i'ﬂ':"ﬂf:'_“"ﬂ'aﬁ} carespanean & Rhodotonuls spp. Las pruebas BHoguimicas de
asimdacion {aF) 20C AUX} la identdfizan como Shodoforins mwelaginasa

Cepa H Le coknia en sabourawed evidencia el creciméento de un moho
plgmn_ntan':-. L:Elg. estiuciuras microacdpicas corresponden & un maha
damatidcan con cHulas conididigenas ipo andlido da Exopfvale spp

r’-l
LnEh
Finma hhl:ln:ar-:lrisl_:_:u
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o

DEPARTAMEMTO DE MICROBIOLOGLA Y a8
FARASITOLAAGTA
SECCION MICOLOGEA
FACTULTAD DE MERICIXA
LINIVERSIDAL TIE AMTIHILA

Canera 510 MNo 62-Z8
Tel 210 G053 - 210 Gilkhd
Keddelin, Crlambia

" JRFORME DE LABORATORIOD

Marnbes; POREAS SANDRA MARCELA [Preyects Efluents de recusrimisnlos

melalicgs) Regisiro: QG080E3
laléfenn: 2819500 Fezha: 1980562006
Inatducidn: Unisarsicad EAFIT Cepad,

Cepm B

Solivilxda: Tiilicacion de Cepas

Cepa & La calania (blanca 3 cramal v las estructuras microscopicos
(Blaslosonkdias v peeedohifas) cormespanden 8 Sandida sop. Las primaras
pruekas Dicquimicas de asimidacion (AP 200 AURY la identifican camo Canalids
paragsilogis con 85% de probshilidad, por elle se procederd a reaistar @
iderifilicar la morfologia de bis cclarias ¢ repetic e gruebes bisguimicas,

Cepa B La colonla (blenga a crema) v las esirocluras micnescdpicas
[Basioconidias y peeudphifas) coresponden a Cainlada son. Las pruahas
pingquimicas de asimilacitn la identifican coma Ples ol

lj'rsat“:nh
Firmia Laboratarista
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ANEXO 3

CURVAS DE CALIBRACION DE PESO SECO

Figura 52. Curvas de calibracion de peso seco para los microorganismos B, H, Ay G
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ANEXO 4

CURVA DE CALIBRACION DEL METODO ACIDO DINITROSALICILICO (DNS)

Grafica 1. Curva de Calibracion del Método DNS
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ANEXO 5

CURVA DE CALIBRACION DE LA CONCENTRACION DE CIANURO

Grafica 2. Curva de calibracion de cianuro
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