BIODEGRADACION DE LA MATERIA ORGANICA PRESENTE EN LAS
AGUAS RESIDUALES DE UNA EMPRESA DE PINTURAS

LUISA FERNANDA POSADA URIBE

SANDRA MOSQUERA LOPEZ

UNIVERSIDAD EAFIT

ESCUELA DE INGENIERIA

DEPARTAMENTO DE INGENIERIA DE PROCESOS

MEDELLIN

2007.

1



BIODEGRADACION DE LA MATERIA ORGANICA PRESENTE EN LAS
AGUAS RESIDUALES DE UNA EMPRESA DE PINTURAS

LUISA FERNANDA POSADA URIBE

SANDRA MOSQUERA LOPEZ

Proyecto de grado para optar al titulo de
Ingeniero de Procesos

Asesora: MRes. Valeska Villegas
Ingeniera Quimica MRes. Biotecnologia Vegetal
Universidad EAFIT

UNIVERSIDAD EAFIT



ESCUELA DE INGENIERIA
DEPARTAMENTO DE INGENIERIA DE PROCESOS
MEDELLIN
2007.
La frase mas excitante que se puede oir en ciencia, la que anuncia
nuevos descubrimientos, no es "(Eureka!" ((Lo encontré!) sino, 'Es
Extrafo ...".

(Isaac Asimov)



A nuestras familias, a nuestros amigos y comparfieros, que durante
estos afios de estudio y dedicacion aportaron vehementemente en la

construccion de las mujeres profesionales que hoy somos.

AGRADECIMIENTOS

VALESKA VILLEGAS ESCOBAR, por hacer posible este proyecto, por su
incondicional apoyo desde nuestros inicios con la tesis hasta la entrega, por ser
nuestra guia en el mundo de la biotecnologia y por estar siempre atenta a todas

nuestras necesidades.

CARLOS MANUEL PAREJA CADAVID, Gerente Manufactura CGP, por su

disposicién, colaboracion e impulso al proyecto.

JHON JAIRO ARTEAGA TORO, Gerente Planta Pintura en Polvo CGP, por su

colaboracién en el proyecto.

SERGIO IVAN URIBE LOPEZ, Ingeniero de CGP, por todo su apoyo y disposicién

frente a las necesidades del proyecto.

JUAN MANUEL SANTAMARIA, Ingeniero Planta Base Agua. Por su constante

ayuda e incondicional apoyo.

SIGILFREDO CARDENAS, auxiliar de laboratorio de Biotecnologia. Por toda la
ayuda prestada en el laboratorio de Biotecnologia y por su apoyo incondicional en el

proyecto.



EDGAR DARIO ARBELAEZ, Coordinador de los laboratorios de Ingenieria de
Procesos de la Universidad EAFIT; por su colaboracidon con la ejecucion del

proyecto.

AUXILIARES DE LABORATORIO Universidad EAFIT, JHON JAIRO ESTRADA
BUSTAMANTE y MAURICIO LONDONO RESTREPO por su ayuda en la solucion

de inconvenientes.

Nota de aceptacion:

Firma del presidente del jurado



Firma del jurado

Medellin, 11 de octubre de 2007

Firma del jurado

TABLA DE CONTENIDO

RESUMEN
ABSTRACT

INTRODUCCION

1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2. MARCO TEORICO

2.1 CONSTITUYENTES DE LAS AGUAS RESIDUALES

2.1.1 Constituyentes fisicos

2.1.2 Constituyentes quimicos inorganicas
2.1.3 Constituyentes organicos:

2.2 RELACIONES ENTRE DBO Y DQO

2.3 CALIDAD DEL AGUA

2.4 NORMATIVIDAD

2.5 TRATAMIENTOS BIOLOGICOS PARA AGUAS RESIDUALES

2.5.1 Land farming:
2.5.2 Compostaje:

2.5.3 Procesos de Biorreactores:
2.5.4 Bioventing:

XVI

XViil

XIX

21
21

21

=N o W

11

11

12

14
14
14
14
14



2.5.5 Biofiltros:
2.5.6 Bioestimulacion:

2.5.7 Biorremediacién intrinseca:
2.5.8 Bombeo y tratamiento:

2.6 BIODEGRADACION Y BIORREMEDIACION

2.7 BACTERIAS, LOS MICROORGANISMOS MAS IMPORTANTES EN PROCESOS

BIORREMEDIATIVOS

2.8 ADAPTACION MICROBIANA

2.9 CINETICA Y CRECIMIENTO BACTERIANO

2.10 ANTECEDENTES DE TRATAMIENTO BIOLOGICO CON BACTERIAS

3. METODOLOGIA

3.1 MATERIALES Y EQUIPOS
3.1.1. Reactivos

3.1.2. Equipos

3.2 UBICACION

3.3 AGUA RESIDUAL

3.4 MICROORGANISMOS

3. 5 ENSAYOS PRELIMINARES PARA EL AGUA RESIDUAL
3.5.1 pH (buffers):
3.5.2 Esterilizacion del agua:
3.5.2.1 Esterilizacion con radiacion U.V.:

3.5.2.2 Esterilizacion por filtracidn:

3.6 MEDIOS DE CULTIVO

3.7 PROCESO DE AISLAMIENTO DE LAS CEPAS NATIVAS

3.7.1 Método de dilucion seriada:
3.7.2 Cultivo en medios selectivos:

3.8 CONSERVACION DE LAS CEPAS AISLADAS

3.9 TECNICAS DE ANALITICAS
3.9.1 Medicién de biomasa:
3.9.2 Caracterizacion del agua residual:
3.10.1 Preparacion de los preindculos:

14
14
14
15

15

17
20
21

22

27

28
28
28

29
29
30

30
30
31
31
31

32

33
34
34

35

35
35
37
38



3.10.2 Seleccion de cepas microbianas: 38
3.10.3 Adaptacion de las cepas microbianas: 39

3.11 DETERMINACION DE INHIBICION ENTRE CEPAS 42

3.12 CINETICAS DE CRECIMIENTO Y DEGRADACION CON CONSORCIOS

MICROBIANOS 43
3.12.1 Consorcio comercial: 43
3.12.2 Consorcio nativo: 44
3.12.3. Disefio de experimentos y analisis estadisticos para la determinaciéon del mejor tratamiento
(tratamiento con consorcio nativo, consorcio comercial o cepa individual): 44

3.13 DETERMINACION DE LOS PARAMETROS CINETICOS 45
3.13.1 Determinacién de la velocidad especifica de crecimiento: 45

3.14 ELABORACION DE EVALUACION ECONOMICA DEL TRATAMIENTO BIOLOGICO

Y EL PROCESO ACTUAL. 46
4. RESULTADOS Y DISCUSION 47
4.1 ENSAYOS PRELIMINARES DEL AGUA RESIDUAL 47
4.1.1 Ensayo de pH (buffers): 47
4.1.2. Esterilizacion del agua residual 48
4.2 AISLAMIENTO DE CEPAS MICROBIANAS 51
4.3 CURVAS DE CRECIMIENTO 55
4.4 SELECCION DE CEPAS MICROBIANAS 55
4.4.1 Analisis de la formacién de biomasa y velocidad especifica de crecimiento en los ensayos
preliminares de seleccion de cepas: 56
4.4.2 Analisis de la reduccién de DQO en los ensayos preliminares de seleccion de cepas: 59

4.5 ADAPTACIONES DE LAS CEPAS 61
4.5.1 Analisis de biomasa para las cepas en las adaptaciones: 61
4.5.2 Analisis de la velocidad especifica maxima de crecimiento para las cepas en las adaptaciones:
67

4.5.3 Resultados DQO: 71
4.6 INHIBICION ENTRE CEPAS MICROBIANAS 76
4.7 RESULTADOS DE LOS TRATAMIENTOS CON CONSORCIOS 78

4.7.1 Analisis de biomasa para los consorcios y la cepa 7: 79

4.7.2 Analisis de la velocidad especifica maxima de crecimiento: 81

4.7.3 Analisis de la reduccién de la DQO: 83

4.7.4 Cinéticas de degradacion de DQO: 85




5. EVALUACION ECONOMICA TRATAMIENTO BIOLOGICO 89

5.1 REQUERIMIENTOS DEL PROCESO 89
5.1.1 Materias Primas: 89
5.1.2 Equipos requeridos: 89
5.1.3 Inversiones Fijas: 90
5.1.4 Inversiones diferidas: 91
5.1.5 Capital de trabajo: 91
5.1.6 Gastos preoperativos 92
5.1.7 Costos 92
5.1.8 Ingresos 93
5.1.9 Flujo de efectivo 93

5.2 ANALISIS DE RENTABILIDAD 93
5.2.1 Valor presente neto 93
5.2.2 Tasa Interna de Retorno 94
5.2.3 Relacion Beneficio/Costo 94

6. EVALUACION ECONOMICA DE LA SITUACION ACTUAL 94

6.1 REQUERIMIENTOS DEL PROCESO 94
6.1.1 Materias Primas 94
6.1.2 Capital de trabajo 95
6.1.3 Costos 95
6.1.4 Ingresos 96
6.1.5 Flujo de efectivo de la situacion actual 96

6.2 ANALISIS DE RENTABILIDAD 96
6.2.1 Valor presente neto 96
6.2.2 Tasa Interna de Retorno 96
6.2.3 Relacion Beneficio/Costo 96

7. PROCESOS COMPLEMENTARIOS AL PROCESO PARA REDUCIR LA

CARGA ORGANICA Y LOGRAR AGUAS PARA REPROCESO 99
8. CONCLUSIONES 97
9. RECOMENDACIONES 99
10. BIBLIOGRAFIA |




11. CIBERGRAFIA

ANEXOS

LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Tipos De Bacterias Seqgun La Temperatura Del Medio

Tabla 2. Agar Nutritivo

Tabla 3. Agar Cetrymide

10

Viil

19

32

32



Tabla 4. Agar Ogy (Agar Oxitetraciclina-Glucosa-Extracto De Levadura) 32

Tabla 5. Agar Sabouraud 32
Tabla 6. Caldo Nutritivo 33
Tabla 7. Tratamientos De Adaptacion. 39
Tabla 8. Composicién Del Consorcio Comercial Bacthons® Sc 43

Tabla 9. Comportamiento De Las Aguas En Los Buffers Para Cambio De Ph.
47

Tabla 10. Ensayos De Esterilizacion Efectuados Y Sus Resultados. 49
Tabla 11. Resultados De Seguimiento Para El Aislamiento* 51
Tabla 12. Cepas Aisladas En El Proceso. 52
Tabla 13. Crecimiento De Las Cepas En Los Agares Selectivos 53
Tabla 14. Resultado Tincion De Gram 54

Tabla 15. Ecuaciones Y Correlaciones De Las Curvas De Crecimiento De Las
Cepas Y Consorcio Comercial Bacthon Sc. 55

Tabla 16. Linealizaciones Para Relaciones Reduccion De La Dgo Vs. Densidad

7

Optica. 72
Tabla 17. Resultados De Inhibicion Entre Cepas®. 76

Tabla 18. Reduccion De Dgo En Los Procesos De Tratamiento De Aguas
Residuales 87

Tabla 19. Equipos Requeridos Para Tratamiento Bioldégico De Efluentes. 89
11




Tabla 20. Inversiones Diferidas Para El Proyecto Con Tratamiento Bioldgico.90

Tabla 21. Capital De Trabajo Para El Proyecto 90

Tabla 22. Costos De Operacion Para El Tratamiento Biologico 91

Tabla 23. Ingresos Del Proyecto 92

Tabla 24. Capital De Trabajo Para La Situacién Actual 94

Tabla 25. Costos Del Proceso Como Se Realiza Actualmente 94
LISTA DE FIGURAS

Fig. 1 Tipos De Degradacion De Contaminantes Por Tratamiento Bioldgico 16

Fig. 2 Formas De Las Bacterias 18

12



Fig. 3 Tamano De Los Microorganismos 48

Fig. 4 Halos De Inhibicion Presentados En El Ensayo Entre Cepa 1 En Plateo Y
Cepa 7 En Papel Filtro. 76

Fig. 5 Flujo de efectivo para el tratamiento bioldgico 91

Fig. 6 Flujo de efectivo para el proceso como se realiza actualmente 92

Fig. 7 Proceso #1 propuesto para el tratamiento de Aguas residuales de la planta
base agua de CGP 95

Fig. 8 Proceso #2 propuesto para el tratamiento de Aguas residuales de la planta
base agua de CGP 96

LISTA DE GRAFICAS

Grafica 1. Cinética De Crecimiento De Las Cepas Aisladas Del Aqua Residual
56

Gréfica 2. Velocidades Especificas De Crecimiento Y Densidad Optica A Las 22
Horas Para Las Cepas Aisladas Del Agua Residual. 57

13




Grafica 3. Reduccion Porcentual De La Dgo Y Densidad Optica A Las 22 Horas

Para Las Cepas Aisladas Del Agua Residual. 59
Grafica 4. Adaptacion Cepa 1 61
Grafica 5. Adaptacion Cepa 3 61
Grafica 6. Adaptacion Cepa 4. 61
Gréfica 7. Adaptacion Cepa 7. 62

Gréfica 8. Interacciones De La Variable Dependiente Densidad Optica Con Los
Factores Cepas Y Concentracion De Cn 63

Grafica 9. Interaccion De La Variable Dependiente Do Con Los Factores Cepas
Y Tratamiento De Adaptacion 65

Grafica 10. Interacciones De La Variable Dependiente Velocidad Especifica De
Crecimiento (uxXmax) Con Los Factores Concentracion DeCnY Cepas 66

Grafica 11. Velocidades Especificas Maximas De Crecimiento Para Las Cepas
Adaptadas Y Sin Adaptar 68

Grafica 12. Interacciones De La Variable Dependiente Reduccion De Dgo Con
Los Factores Concentracion De Cn Y Cepas Adaptadas 70

Gréfica 13. Linealizacion Reduccion Dgo Vs. Densidad Optica Para La Cepa 1.
72

Gréfica 14. Interacciones De La Variable Dependiente Reducciéon De Dgo Con
Los Factores Cepas Y Proceso De Adaptacion 74

Gréafica 15. Cinéticas De Crecimiento Para Los Consorcios Y LaCepa 7. 78

Gréfica 16. Evaluacion De Los Consorcios Con Variable Dependiente Densidad

7

Optica. 80

14



Grafica 17. Velocidades Especificas Maximas De Crecimiento Para Los
Consorcios. 80

Grafica 18. Porcentaje De Reduccion De Dgo Para Los Consorcios Y Cepa 7.
82

Grafica 19. Cinética De Crecimiento De Degradacion Para El Consorcio 1-4.84

Grafica 20. Cinética De Crecimiento De Degradacion Para La Cepa 7 85

Grafica 21. Cinética De Crecimiento Y De Degradacion Para El Consorcio
Comercial. 85

LISTA DE ANEXOS

Anexo |. Ficha Técnica Y Hojas De Sequridad Polimeros Para Floculacion. IX

15



Anexo li. Caracterizacion De Agua Residual De La Planta Base Agua De

Compaiia Global De Pinturas. XV
Anexo lii. Decreto 1594 De 1984 (Normatividad De Efluentes) XV
Anexo Iv. Protocolo De Tincion De Gram. XVIII

Anexo V. Anadlisis Estadistico Por Statgraphics 5.1 Para Los Ensayos
Preliminares Con 1 G/L De Caldo Nuftritivo. XX

Anexo Vi. Andlisis Estadistico Por Statgraphics 5.1 Para El Proceso Con
Adaptacion XXII

Anexo Vii. Analisis Estadistico Por Statgraphics 5.1 Para El Proceso Con
Consorcios. XXX

Anexo Viii. Linealizacion Reduccion Dgo Vs. Densidad Optica Para Las Cepa 3,

4Y7. XXXIV

Anexo Xi. Fotografias XXXV
LISTA DE ECUACIONES

Ecuacioén 1. Calculo de la absorbancia 6

Ecuacion 2. Absorbancia con relacion a la Transmitancia. 6

16



Ecuacion 3. Oxidacion

Ecuacion 4. Sintesis

Ecuacion 5. Respiracion endogena

Ecuacion 6. Calculo de biomasa por peso seco.

Ecuacioén 7. Célculo de la DQO

Ecuacion 8. Célculo de la concentracion de FAS.
Ecuacion 9. Ley de Beer

Ecuacion 10. Calculo de biomasa por modelo exponencial

Ecuacioén 11. Linealizacién del modelo exponencial

RESUMEN

17

10
34
35
35
37
42
43



Debido a la necesidad de la Compariia Global de Pinturas (CGP) por darle un
valor agregado a las aguas efluentes del Proceso de Produccion de Pinturas
Base Agua, se desarrollé un proyecto para el tratamiento bioldgico de estas con
cepas nativas o consorcios, que permita disminuir su la carga organica y darles
un posible uso en otros procesos de la planta o en el mismo proceso productivo.
El tratamiento bioldgico realizado se desarroll6 en el Laboratorio de Biotecnologia

de la Universidad EAFIT obteniendo las cepas nativas aisladas de los efluentes.

En el proceso de aislamiento se obtuvieron siete (7) cepas de las cuales cuatro
(4) fueron viables para el trabajo y se nombraron como cepa 1, 3, 4y 7. Se
sembraron en medio sdlido para su conservacion y se llevaron a medio liquido
para el trabajo de biodegradacion de la carga organica presente en los efluentes.
Se utilizaron dos métodos para transferir las colonias a medio liquido y lograr su
crecimiento: procesos con y sin adaptacion. Ademas se trabajo con consorcios
nativos (compuestos por dos o tres cepas nativas) y un consorcio comercial
(Bacthon), y se compararon los resultados del proceso con cepas puras y

CONSOrcios.

Se encontrd que la cepa pura que crece mas rapidamente y en mayor proporcion
es la cepa 7, las reducciones de DQO que esta cepa logra son muy similares a
los trabajos con otras cepas nativas, con un valor maximo fue de 55.92%. Los
consorcios nativos presentaron degradaciones maximas de 50% y el consorcio

comercial logré degradacién maxima de 73.62%.

Se realizo la evaluacion econdmica del proceso del biodegradacion y se encontrd
un VPN de $581.325,2, una relacién B/C de 1.10 y una TIR del 10%. Indicando

viabilidad para el tratamiento.

Se proponen una serie de procesos que conforman el proceso general de

tratamiento de aguas residuales para la CGP, estos son tratamientos primarios,
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secundarios y terciarios los cuales permiten la reduccion de sdlidos suspendidos

y de la carga organica en general.

Palabras claves: Biodegradacion, efluentes industriales, cepas nativas,

consorcios, reduccion de DQO.

ABSTRACT

The water effluents of the paint water based plant from Global Paint Company
(CGP) were biologically treated with wild microorganisms. This treatment was

able to reduce the organic charge and gave a new alternative for using the waste

19



water in other plant process operations. This process was carry out at the

Biotechnology Laboratory of EAFIT University

Seven wild microorganisms were isolated but only four of them showed potential
biodegradation. They were conserved in solid medium and cultivated in liquid
media for the degradation evaluation. Different processes were studied with
adapted and non adapted microorganisms, with native consortiums, and one
commercial consortium (Bacthon ®). It was found that the adaptation didn’t
enhance the biodegradation activity; additionally a reduction of 56%, 50% and
77% was achieved with a gram negative bacterial isolate (B7), a bacterial native

consortium (1-4) and the commercial one respectably.

The economic evaluation reported a VPN of $581.325,2, a B/C relationship of

1:10, and a TIR of 10%, indicating viability of the treatment process developed.

It was proposed two general processes for the overall water purification which
includes primary, secondary and tertiary treatments that reduced the organic
charge and fulfill the Colombian Decrete1594/1984.

Key words: Biodegradation, industrial effluents, natives strains, consortiums,
COD reduction.

INTRODUCCION

En la actualidad, el impacto ambiental generado por la actividad industrial, se ha
convertido en una preocupacidén general que se acentua dia a dia con el
desarrollo sin precedentes durante el siglo XXI. La contaminacién de las fuentes

hidricas debido a los vertimientos industriales es un aspecto critico. Algunos de
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estos vertimientos contienen compuestos xenobidticos y/o recalcitrantes que
provienen de actividades quimicas, cuya degradacion natural es dificil debido a
que su composicion difiere de compuestos organicos naturales. La acumulacion
de estos compuestos xenobidticos hasta niveles considerables, produce el
deterioro de las fuentes hidricas y afecta el ecosistema, acarreando
consecuencias devastadoras para otras actividades realizadas con los recursos
hidricos. Debido a esto, se esta incursionando en diferentes tecnologias o
métodos que permitan dar solucion a esta situacion o por lo menos disminuyan

el impacto que se presenta.

Uno de los métodos desarrollados en pro de la descontaminacion de las aguas
es la biodegradacion. Este método bioldgico permite que los microorganismos se
alimenten de una manera controlada de los compuestos xenobidticos o
recalcitrantes, permitiéndoles consumir contaminantes tanto de los suelos como
de los yacimientos de agua. Este método ha sido ampliamente estudiado en el
mundo y se puede aplicar a vertimientos en pequefa y mediana escala. Una
ventaja de los métodos bioldgicos es su gran potencial de remocion y
degradacion de grandes volumenes de contaminantes a un costo menor
comparado con el de muchas otras tecnologias, ofreciendo una alta viabilidad

econdmica y muy buena eficiencia (Pearce et al., 2003).

La Compaiiia Global de Pinturas (CGP), es una empresa lider en el mercado de
pinturas y recubrimientos en Colombia y América Latina. Esta empresa se
encarga de la produccion de pinturas y recubrimientos de las marcas lideres en
el mercado: Graniplas, Terinsa, ICO y Pintuco (marca principal). Sus productos
(pinturas y recubrimientos base agua, en polvo y base solvente) se producen
con estrictos controles ambientales debido a la participacion de la Compariia en
el sistema de Responsabilidad Integral, y por tanto, los frentes de contaminacion

que puedan presentarse tras el proceso productivo deben atacarse rapidamente
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para disminuir el impacto ambiental. Es asi, como la Compafia busca la
reutilizacion de aguas de proceso y la disminucion de carga contaminante de las
aguas efluentes, pues, de esta manera se reducen costos, tanto ambientales
como de proceso, y se contribuye al cuidado del medio ambiente y por tanto de

la poblacién aledana a la planta.

Con este proyecto la Comparfia aporta al desarrollo de proyectos de
investigacion en alianza Universidad-Empresa. Ademas tiene en cuenta métodos
cientificos especializados para el tratamiento de efluentes, lo que la hace mas
competitiva en procesos ambientales y permite a la zona incursionar en

proyectos de alto valor agregado para los procesos productivos.

1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

e Degradar las sustancias presentes en las aguas residuales de los
efluentes de una industria de pinturas base agua por medio de

biodegradacion, ya sea con una cepa nativa, con un consorcio de cepas
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nativas o con un consorcio comercial, a escala de laboratorio, para
mejorar la calidad de los vertimientos arrojados a las corrientes de agua y
cumplir la norma de vertimiento de agua indicada en el Decreto
1594/1984.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Aislar y seleccionar microorganismos nativos con potencial para la
degradacion de sustancias de aguas residuales de la industria de
pinturas, mediante su capacidad de adaptaciéon a medios de cultivo

selectivos.

Adaptar los microorganismos aislados a los contaminantes con el fin de
determinar la concentracion de inhibicion del microorganismo por las
sustancias y la velocidad volumétrica de degradacion, a partir del
monitoreo del crecimiento del microorganismo, la demanda quimica de
oxigeno (DQO) y la demanda biolégica de oxigeno (DBO).

Evaluar la cinética de crecimiento microbiano y la cinética de degradacion
de las sustancias del agua residual con las cepas adaptadas, con el
consorcio nativo y con el consorcio comercial a

partir del monitoreo del crecimiento del microorganismo, la demanda
quimica de oxigeno (DQO) y la demanda biolégica de oxigeno (DBO) con
el fin de determinar los mayores porcentajes de degradacion y cumplir
con el Decreto 1594/1984.

Proponer un diagrama de procesos para el tratamiento de aguas
residuales del proceso de produccién de pintura base agua, involucrando
la biodegradacion y algunos procesos secundarios que permitan mejorar
la calidad de las aguas y lograr un posible reproceso de las mismas.
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2. MARCO TEORICO

El agua es una sustancia liquida formada por la combinacién de dos volumenes
de hidrégeno y un volumen de oxigeno, que constituye el componente mas
abundante en la superficie terrestre. El agua es un liquido inodoro e insipido,
con un color azul cuando se concentra en grandes masas. A la presion
atmosférica (760 mmHg), el punto de fusién del agua pura es de 0°C y el punto

de ebullicion es de 100°C, cristaliza en el sistema hexagonal, llamandose nieve o
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hielo segun se presente de forma esponjosa o compacta, se expande al
congelarse, es decir aumenta de volumen, de ahi que la densidad del hielo sea

menor que la del agua y por ello el hielo flota en el agua liquida. EI agua alcanza
su densidad maxima a una temperatura de 4°C, que es de 1 g/cm3 (Tebuitt,

1999). Es la sustancia base de muchas actividades en el planeta.

2.1 CONSTITUYENTES DE LAS AGUAS RESIDUALES

Los constituyentes de las aguas residuales pueden ser clasificados como

fisicos, quimicos y biolégicos (Crites y Tchobanoglous, 2000).

2.1.1 Constituyentes fisicos

2.1.1.1 Sélidos: Las aguas efluentes de procesos contienen una variedad de
sdlidos que van desde hilachas hasta materiales coloidales. En la
caracterizacion de las aguas, los materiales gruesos son removidos
generalmente antes de analizar los solidos en la muestra. Los tipos de soélidos de
las aguas son: Sdlidos totales (ST), Sdlidos Volatiles Totales (SVT), Sdlidos
Suspendidos Totales (SST), Sdlidos Disueltos Totales (SDT) y Sdlidos
Sedimentables (SS) (Crites y Tchobanoglous, 2000).

e Los Sdlidos Totales son aquellos remanentes luego que una muestra se

evapora o se seca entre 103 y 105°C (Crites y Tchobanoglous, 2000).

e Los Sdlidos Volatiles Totales son aquellos que se volatilizan o incineran a

una temperatura de 500 + 50°C (Crites y Tchobanoglous, 2000).
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e Los Sdlidos Suspendidos Totales son los que se retienen en un filtro de
tamarfo de poro especifico de 40 a 60 um luego de un secado a una
temperatura de 103 - 105°C. (Crites y Tchobanoglous, 2000).

e Los Sdlidos Disueltos son aquellos que logran pasar por un filtro de
tamaro de poro de 2.0 um o menor y luego se evaporan y secan a una
temperatura de 105°C. Comprenden coloides (tamafio entre 0.001 a 1

um). (Crites y Tchobanoglous, 2000).

e Los Sdlidos Sedimentables son aquellos sdlidos suspendidos que se
sedimentaran con el tiempo por fuera de la suspensiéon (Crites vy
Tchobanoglous, 2000).

2.1.1.2 Turbiedad: Es una medida de las propiedades de dispersién de la luz
en las aguas y es un parametro utilizado para indicar su calidad con relacién al
material residual en suspension coloidal. La medicion de la turbiedad se hace
por comparacion entre la intensidad de la luz dispersada en una muestra y la luz
dispersada por una suspension de referencia bajo las mismas condiciones
(Standard Methods, 1995). Los resultados de las mediciones de turbiedad se
dan en Unidades Nefelométricas de Turbiedad (UNT) (Crites y Tchobanoglous,
2000).

2.1.1.3 Color: En forma cualitativa el color puede ser usado para estimar la
condiciéon general del agua residual. Si el color es café claro, el agua residual
lleva aproximadamente 6 horas después de su descarga, si el color es gris claro
las aguas llevan algun tiempo de descomposicion y si el color es negro se
cuenta con aguas sépticas que han sufrido descomposicion bacterial anaerobia.

El oscurecimiento de las aguas se da con frecuencia debido a la presencia de
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sulfuros, en especial de sulfuro ferroso (FeS). La formacion de sulfuros ocurre
cuando el acido sulfhidrico, producido por la reduccion del sulfato bajo
condiciones anaerobias, se combina con metales divalentes que pueden estar

en las aguas residuales, como el hierro (Crites y Tchobanoglous, 2000)

21.1.4 Transmitancia o Absorbancia: La reflectancia, transmitancia y

absorbancia espectral es la medida de la energia radiante o flujo radiante que es
reflejado, transmitido o absorbido por un material o una superficie como funcion
de la longitud de onda de dicha energia o flujo. Estas magnitudes se miden por

medio de la técnica de la espectrofotometria. (Simet, 2000).

La transmitancia se relaciona con la absorbancia (o absorbencia) A como

FEcuacion 1 6

Ecuacion 2

Donde, T% es el porcentaje de transmitancia, | es la intensidad de la luz con

longitud de onda especifica, Ig es la intensidad de luz incidente (antes que entre

alamuestra) y T es transmitancia (Crites y Tchobanoglous, 2000).
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2.1.1.5 Temperatura: La temperatura del agua residual es por lo general mayor
que la temperatura para abastecimiento como consecuencia de la incorporacion
de agua caliente proveniente del uso doméstico e industrial. Este parametro es
importante porque afecta directamente las reacciones quimicas y las
velocidades de reaccion, la vida acuatica y la adecuacion del agua para fines
benéficos. Es importante considerar este parametro ya que el oxigeno es menos

soluble a mayor temperatura. (Crites y Tchobanoglous, 2000).

La temperatura optima para el desarrollo de la actividad microbiana esta en el
rango de 25 - 35°C para microorganismos mesofilos. (Crites y Tchobanoglous,
2000).

2.1.2 Constituyentes quimicos inorganicos

Los constituyentes quimicos inorganicos de interés comprenden nutrientes,
constituyentes no metalicos, metales y gases. Entre los nutrientes inorganicos
estan el amoniaco libre, nitrégeno organico, nitritos, nitratos y fésforo. A las
aguas se les puede medir pH, alcalinidad, cloruros, azufre, metales, pruebas
gue se consideran netamente inorganicas. El pH es un parametro importante, y
uno de los mas relevantes en el proceso experimental (Crites y Tchobanoglous,
2000)

21.21 pH: El pH es un indicador de la acidez de una sustancia. Esta
determinado por el numero de iones libres de hidrégeno (H+) en ella.
La acidez o pH sirve como un indicador que compara algunos de los iones mas
solubles en las aguas y sustancias en general.
(Lenntech, 2000).
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El pH puede variar entre 0 y 14. Cuando el pH de una sustancia es mayor de 7,
es una sustancia basica. Cuando el pH de una sustancia esta por debajo de 7,
es una sustancia acida. Cuanto mas se aleje el pH por encima o por debajo de

7, mas basica o acida sera la solucion. (Lenntech, 2000).

2.1.3 Constituyentes organicos:

La materia organica en aguas residuales se constituye principalmente de
proteinas (40 - 60%), carbohidratos (25 - 50%) y grasas y aceites (8 - 12%)
(Crites y Tchobanoglous, 2000). La materia organica presente en las aguas
residuales se mide por las pruebas de Demanda Quimica de Oxigeno (DQO),
Demanda Biolégica de Oxigeno (DBO) y/o Carbono Organico Total (COT)
(Ramalho, 1996)

La DQO y la DBO son parametros de estado de “reduccién” de la materia
organica. Ambos analisis calculan la cantidad de oxigeno que se requiere para
oxidar la materia organica, pero la DBO solo cuenta la fraccion biodegradable,
mientras que la DQO tiene en cuenta también la fraccion no biodegradable. Es
importante considerar que para un tratamiento el delta de DQO (ADQO) es igual
al delta DBO (ADBO) (aunque en la practica se encuentran discrepancias
debido al método experimental). Asi para los efectos de remocion de sustrato la
DBO y la DQO son equivalentes, prefiriéendose la DQO por simplicidad de
ejecucion, ademas debe considerarse que a mayor cantidad de DQO mayor
cantidad de contaminante de un residuo liquido (Salazar, 1993; Asociacién de
Ingenieros Sanitarios de Antioquia, 1993). Los diferentes procesos bioldgicos
trabajan por lo general con uno sélo de estos parametros, sea DQO o DBO para

medicion de consumo de sustrato (Ramalho, 1996). Asi pues, la prueba de
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DQO puede usarse como sustituto de la prueba de DBO (Crites y
Tchobanoglous, 2000).

Las aguas residuales o sustratos sintéticamente preparados tienen un potencial
de contaminacion medido con la DQO. Asi pues, para efectos de tratamiento
bioldgico la DQO nos indica la cantidad de alimento que le entra a un
determinado cultivo biologico. De este modo lo que es contaminacion, para las
bacterias es alimento. Las bacterias, al utilizar un compuesto con una DQO
determinada, deben usar la energia en él disponible para sus reacciones
metabdlicas convirtiéndolo en un compuesto de menor energia. El sustrato
consumido (ADQO) por medio del tratamiento biolégico pasa a ser parte de la

respiracion celular (AO2) y de biomasa (Salazar, 1993; Asociacion de Ingenieros

Sanitarios de Antioquia, 1993).

2.1.3.1 Demanda bioquimica de Oxigeno (DBO): Se define como DBO
(Demanda Biolégica de Oxigeno) de un liquido a la cantidad de oxigeno que los
microorganismos, especialmente bacterias (aerébicas o anaerobias facultativas:
Pseudomonas, Escherichia, Aerobacter, Bacillus), hongos y plancton,
consumen durante la degradacion de las sustancias organicas contenidas en la
muestra. Se expresa en mg/L (ppm). Es un parametro indispensable cuando se
necesita determinar el estado o la calidad del agua de rios, lagos, lagunas o
efluentes. Cuanto mayor cantidad de materia organica contiene la muestra, mas
oxigeno necesitan sus microorganismos para oxidarla (degradarla). Como el
proceso de descomposicion varia segun la temperatura, este analisis se realiza
en forma estandar durante cinco dias a 20 °C; esto se indica como DBOS5.
Segun las reglamentaciones, se fijan valores de DBO maximo que pueden tener

las aguas residuales, para poder verterlas a los rios y otros cursos de agua. De
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acuerdo a estos valores se establece, si es posible arrojarlas directamente o si

deben sufrir un tratamiento previo (Ferrero, 1974).

La DBO es el método usado con mayor frecuencia en el campo del tratamiento
de las aguas residuales. Si existe suficiente oxigeno disponible, la
descomposicion bioldgica aerobia de un desecho organico continuara hasta que
el desecho se haya consumido. La medicion de la DBO se basa en tres
reacciones quimicas que se presentan en la oxidacién de la materia organica
(ecuacion 3), sintesis de tejidos a partir de la energia liberada (ecuacion 4) y
respiracion endoégena de la fauna microbiana (ecuaciéon 5). (Crites vy
Tchobanoglous, 2000).

Oxidacion Ecuacion 3

Sintesis Ecuacion 4

Respiracion endégena Ecuacion 5

o Limitaciones de la DBO: Aunque la DBOg es una prueba comunmente

usada, tiene serias deficiencias. Una de ellas es la falencia presentada al no
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tener caracter estequiomeétrico. Asi en cinco dias no se garantiza el consumo
de todo el residuo. Otra limitacion corresponde a la necesidad de aclimatar
bacterias que sirvan como indculo y problemas generales con la precisién
del ensayo. Esta prueba posee baja reproducibilidad y valores menores a 2
mg/L son inciertos, por tanto se prefiere trabajar con la DQO (demanda

qguimica de Oxigeno) (Crites y Tchobanoglous, 2000).

2.1.3.2 Demanda Quimica de Oxigeno (DQO): La DQO es un parametro que
representa todos los compuestos organicos que se pueden oxidar. La
concentracion de DQO es una medida de la cantidad total de oxigeno que es
necesaria para la oxidacion de todos estos componentes en una solucion. La
DQO es eliminada por oxidacién, de manera que el oxigeno necesario para esta

oxidacion puede provenir del oxigeno o del nitrato (Mufioz et al., 2000)

La DQO se usa para medir el material organico presente en las aguas
residuales, susceptible de ser oxidado quimicamente con una solucion de
dicromato de potasio en medio acido. Desde el punto de vista operacional, una
de las principales ventajas de la prueba de la DQO es el tiempo necesario para
completarse la prueba (en la DBO se requieren minimo 5 dias, en este proceso

solo se requieren dos horas y media) (Sawyer et al., 1994)

2.2 RELACIONES ENTRE DBO Y DQO

Los valores de la relacion DBOg/DQO en aguas residuales no tratadas oscilan
entre 0.3 y 0.8. Si la relaciéon DBO5/DQO es mayor a 0.5 se considera

que estas aguas son facilmente tratables por métodos biologicos. Si la relacion

es menor a 0.3 se considera que el residuo puede tener componentes toxicos o

requiere microorganismos aclimatados para su tratamiento. Las aguas con
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relaciones entre 0.3 y 0.5 por lo general tienen un tratamiento preliminar o una

sedimentacion primaria (Crites y Tchobanoglous, 2000).

2.3 CALIDAD DEL AGUA

Los requerimientos de la calidad del agua varian de una industria a otra,
dependiendo de las necesidades de la produccion y de los procesos
secundarios para los cuales esta se utiliza. Segun la Federacion de Control de
la Polucion en el Agua en USA (Water Pollution Control Federation, 1989) se
requiere un agua neutra (pH entre 6.2 y 8.3), de baja turbidez, baja cantidad de
soélidos suspendidos y de silica (se consideran bajos la silica y los solidos
suspendidos en concentraciones inferiores o iguales a 50 mg/L) (W ater Pollution
Control Federation, 1989).

El agua reutilizada generalmente se destina a procesos secundarios, ya que el
color, la consistencia y la apariencia no son aptos para procesos principales.

Por esto se utilizan en lavados, enjuagues u otros (Romero, 1996).

La normatividad ambiental es diferente para cada pais. Existen paises donde la
normatividad es muy estricta debido a la concientizacion del gobierno sobre la
proteccion ambiental, o en algunos casos, como en Estados Unidos e Inglaterra,
la contaminacién por la actividad industrial es alta y deben empezar a tomar

medidas para evitar catastrofes ambientales irremediables.
Colombia es un pais cuya normatividad ambiental es poco estricta, por esto

puede decirse que a las empresas les cuesta poco contaminar, las tasas

retributivas y los porcentajes de remocion son bajos. Sin embargo, el Ministerio
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del Medio Ambiente ha empezado a tomar medidas y a realizar campanas para

que las industrias tomen conciencia de disminuir la carga contaminante.

2.4 NORMATIVIDAD

Actualmente en Colombia los vertimientos de aguas residuales deben cumplir
con unos parametros, ya establecidos, antes de pasar a cualquier cuerpo de
agua o a un alcantarillado publico, estos parametros estan listados en el Decreto
1594/1984 en los articulos 72, 73 y 74. Sin embargo, para la calidad de las
aguas a tratar son de mayor importancia los articulos 72 y 73 (Decreto 1594,
1984).

En el articulo 72 se tratan los vertimientos a un cuerpo de agua. Las
condiciones minimas que deben cumplirse son pH entre 5 - 7, temperatura
inferior a 40°C, ausencia de material flotante, remocién de grasas y aceites igual
o superior al 80%, remocion de solidos mayor al 50% y remocién de DBO
superior al 80%. Estos parametros solo incluyen los vertimientos de aguas
provenientes de la industria, no domésticos, ya que estos son lo que van a ser
tratados (Decreto 1594, 1984).

En el articulo 73 se tratan los vertimientos a un alcantarillado publico, las
condiciones minimas que deben cumplirse son: pH entre 5 - 7, temperatura
inferior a 40°C, ausencia de acidos, bases o0 soluciones que causen
contaminacion, sustancias explosivas o inflamables, presencia de soélidos
sedimentables hasta en 10 mg/L, remocion de solidos suspendidos y de DBO en
un 80% (Decreto 1594, 1984).

La Compania Global de Pinturas (CGP), es una empresa que esta altamente
comprometida con el desarrollo de la zona donde se encuentra su planta de

produccion (Oriente Antioqueiio, Rionegro); por esto, desarrolla proyectos para

34



la proteccion del entorno y del personal de la planta. Esta empresa nace en
1945 por iniciativa del Sefior German Saldarriaga del Valle con el nombre de
Pinturas Colombianas S.A. (Pintuco), solo hasta el 2006 se cambia el nombre al
querer unificar las nuevas marcas de pinturas y recubrimientos que hacen parte
de la Compainia. Es una empresa Colombiana lider en el negocio de los
recubrimientos, especialmente de pinturas base agua y base solvente. Esta
empresa forma parte del grupo de grandes empresas Antioquefias y hoy en dia
su planta principal se encuentra ubicada en la zona industrial de Rionegro,

Antioquia, especificamente en el kildbmetro 1 via Belén — Rionegro (Uribe, 2007).

Entre sus valores se resalta la responsabilidad integral y por tanto su
compromiso con el medio ambiente, la salud y seguridad del trabajador y la

calidad de sus procesos y por ende de sus productos (Uribe, 2007).

2.5 TRATAMIENTOS BIOLOGICOS PARA AGUAS RESIDUALES

Los tratamientos biolégicos para aguas residuales son procesos que permiten la
remediacion de las aguas mejorando su calidad. Son basicamente los siguientes

procesos (Saval, 1999):

2.5.1 “Land farming”’: tratamiento de suelos que puede ser hecho “in situ” o

“ex situ”. Consiste en la mezcla entre agentes biolégicos y suelos para mejorar la

cantidad de nutrientes en estos (Boopathy, 2000).
2.5.2 Compostaje: tratamiento aerobio con procesos termofilicos en los

cuales el material contaminado se mezcla con un agente aglomerante (Boopathy,
2000).

2.5.3 Procesos de Biorreactores: biodegradacion en un contenedor o

reactor que utiliza fluidos (Boopathy, 2000).
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2.5.4 Bioventing: tratamiento de suelos contaminados en el que el oxigeno

estimula la actividad microbiana (Boopathy, 2000).

2.5.5 Biofiltros: uso de filtros microbiales para tratamiento de emisiones de

aire (Boopathy, 2000).

2.5.6 Bioestimulacion: simulacién de cepas nativas y aguas para proveer de

nutricion necesaria a estos (Boopathy, 2000).

2.5.7 Biorremediacion intrinseca: biorremediacion inasistida de

contaminantes; solo se hace un monitoreo regular (Boopathy, 2000).

2.5.8 Bombeo y tratamiento: Bombeo de aguas subterraneas a la

superficie, tratamiento bioldgico y reinyeccion (Boopathy, 2000).

2.6 BIODEGRADACION Y BIORREMEDIACION

La biodegradacion es la capacidad metabdlica de los organismos para
transformar o mineralizar contaminantes organicos en compuestos menos
peligrosos y en menor cantidad, de tal manera que puedan integrarse facilmente
a los ciclos biogeoquimicos naturales. La biodegradacion es medida con

pruebas quimicas y/o fisioldégicas en recipientes conteniendo

cultivos puros de microorganismos, cultivos mixtos 0 muestras ambientales

(suelo, agua o sedimento) (Vidali, 2001).

La biorremediacion es la tecnologia que tiene como objetivo acelerar la
biodegradacion natural de los compuestos organicos que han sido vertidos

intencional o inadvertidamente al ambiente, mediante la optimizacion de las
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condiciones limitantes de tal proceso (Vidali, 2001). La divisién fundamental de
la biorremediacion esta sustentada en dos preguntas: ¢ donde se metabolizaran
los contaminantes? y ¢cual es el sitio de remediacion mas apropiado?. Los
procesos microbianos podrian degradar contaminantes ambientales in situ,
donde ellos son encontrados, o ex situ, que requiere que los contaminantes sean
movilizados, y en un estanque o recipiente se efectue el tratamiento de los

contaminantes (Gilio Vilca y Vigio Sal y Rosas, 2007)

De acuerdo a las definiciones, la biorremediacién entonces acelera procesos
biodegradativos basandose en la digestion de sustancias por parte de los
microorganismos. Pero para que estos procesos metabdlicos se lleven a cabo, y
puedan ser utilizados como una técnica remediativa, sera necesario que existan
en el medio unas condiciones fisico-quimicas optimas (Maroto y Rogel, 2004).
La biorremediacién utiliza por lo general bacterias, no obstante, existen casos
aislados de utilizacion de otros tipos de organismos como, por ejemplo, los

hongos y, mas recientemente, las plantas (Amézaga, 2004).

El fundamento bioquimico de la biorremediacién se basa en que en la cadena
respiratoria (transportadora de electrones de las células) se producen una serie
de reacciones de oxido-reduccion cuyo fin es la obtencion de energia. La cadena
la inicia un sustrato organico (compuestos hidrocarburados) que es externo a la
célula y que actua como dador de electrones, de modo que la actividad
metabdlica de la célula acaba degradando y consumiendo dicha sustancia. Los
aceptores mas comunmente utilizados por los microorganismos son el oxigeno,
los nitratos, el hierro (lll), los sulfatos y el didxido de carbono. Cuando el oxigeno
es utilizado como aceptor de electrones la respiracion microbiana se produce en
condiciones aerobias, y los procesos de biodegradacion seran de tipo aerobio;
sin embargo, si utiliza los sulfatos o el didoxido de carbono se produce en
condiciones reductoras o anaerobias, y los procesos de biodegradacion seran de
tipo anaerobio (Marloto y Rogel, 2004). (Fig. 1)
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Fig. 1 Tipos de degradacion de contaminantes por Tratamiento biolégico
(Marloto y Rogel, 2004)

Degradacion aerobia:
Sustrato + O, — biomasa + CO, + H,0
Degradacion anaerobia:

Sustrato + (NO¥, SO,%, Fe3*, Mn“*, CO,) — Biomasa + CO, +(N,, Mn?*, S2-, Fe?*, CH,)

La concentracion y composicion de la comunidad microbiana y la tasa de
transformacion de contaminantes esta influenciada por la necesidad de
nutrientes que tienen los microorganismos (disponibilidad y asimilacion de
nutrientes), pH del medio (la mayoria de los microorganismos crecen a pH’'s
entre 6 y 8), temperatura (en condiciones mesdfilas, es decir, entre 15 y 45°C
generalmente, se da mayor crecimiento de los microorganismos), la humedad
(los microorganismos requieren unas condiciones minimas de humedad para su
crecimiento) y la estructura quimica del compuesto a degradar (Marloto y Rogel,
2004)

Cuando la transformacion de los contaminantes llega hasta la generacion de
diéxido de carbono, se habla de una completa mineralizacion. Por supuesto, la
eficiencia de la biodegradacion depende del sitio, del contaminante y del dafio
causado. En algunas ocasiones se llega hasta sustancias que se reintegran al
ambiente, mientras que en otras la complejidad quimica de los contaminantes

supera a la capacidad de los microorganismos para metabolizar los
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hidrocarburos. En estos casos, la biodegradacion tarda varios, aios, y a veces

no se logra la completa degradacion de los agentes nocivos (Saval, 1999).

Los procesos biologicos son econdmicos. Los costos de inversion de estos son
de 5 - 20 veces menores que los costos de procesos quimicos y los costos del

proceso son 3 - 10 veces menores (Crites y Tchobanoglous, 2000).

2.7 BACTERIAS, LOS MICROORGANISMOS MAS IMPORTANTES EN
PROCESOS BIORREMEDIATIVOS

Son organismos vivos, de tamafio microscopico, que constan de una sola célula,
y su proceso vital asi como funciones, son similares a las de los vegetales.
Algunas bacterias son mdviles y otras son inmdviles. Requieren asi como todos
los seres vivos alimento, oxigeno y agua. Solo pueden existir cuando el medio
ambiente provee estas necesidades. Como resultado de sus procesos vitales las
bacterias dan origen a productos de desecho (Departamento de Sanidad del
Estado de New York, 1998).

Las bacterias estan compuestas en un 75 - 80% de H20 y un 20% de material

seco, del cual 80-90% es organico. La composicién quimica aproximada es

CsH7NO2, lo que significa que aproximadamente la mitad de la parte organica
es carbono. Los compuestos inorganicos principales son: P20Og5 (50%), NagO
(11%), CaO (9%), MgO (8%), KoO (6%) y FepO3 (1%) (Salazar, 1993;

Asociacion de Ingenieros Sanitarios de Antioquia, 1993).

Las bacterias pueden ser esféricas, cilindricas y espirales. Las esféricas pueden

estar individualmente (cocos), por pares (diplococos), en ramillete
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(estafilococos) o formando cadenas (estreptococos). Las cilindricas pueden
venir individualmente (bacilos) o en cadenas (estreptobacilos); los espirales
(espirilos) se mantienen desunidas de otras comparferas (Salazar, 2003;

Asociacion de Ingenieros Sanitarios de Antioquia, 1993). (Fig. 2)

Fig. 2 Formas de las bacterias (CFGM Farmacia, 2007).

1 © 6% ¢

Bacilo Coco Diplocaco Estafilococo

oo .

Estreptococo Vibrign Espirila
c_—//
Estreptobacilo Alaqualrum

El medio ambiente de las bacterias es muy importante para su supervivencia. El
pH debe estar preferiblemente entre 6.5 y 7.5. La temperatura puede fluctuar
entre -2°C y 75°C de acuerdo con la subdivision mostrada en la tabla 1. Las
tasas de reaccion metabdlicas en general, se incrementan en 10°C dentro de los

rangos presentados (Crites y Tchobanoglous, 2000).
Si las bacterias son moviles, tienen flagelos que son apéndices de unos 20 nm.

de longitud (Salazar, 1993; Asociacion de Ingenieros Sanitarios de Antioquia,

1993). En general, la estructura celular esta bastante entendida, conociéndose
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gran parte de los componentes de los diversos sistemas celulares y su modo de

operacion.

Tabla 1. Tipos de bacterias segun la temperatura del medio (Crites y
Tchobanoglous, 2000)

Tipo de Bacteria Temperatura media Optimo
Criofilicas 2-20 12-18
Mesofilicas 20-45 25-40
Termofilicas 4-75 55-65

Las bacterias se clasifican también de acuerdo a la composicién de su pared
celular en bacterias Gram positivas o bacterias Gram negativas. Las primeras
tienen una pared celular con una red de mureina muy desarrollada, sus
aminoacidos varian de una especie a otra y en general se encuentran en ella los
aminoacidos L-diaminopimélico y lisina, tienen polisacaridos unidos por enlaces
covalentes y esta constituida también por acidos teicénicos. Su contenido
protéico es bajo. Las bacterias gram negativas tienen una red de mureina de
una sola capa, solo contienen aminoacido meso-diaminopimélico y no tienen
lisina, tienen mucha cantidad de proteinas y no se han encontrado en ellas
acidos teiconios. Esta constitucion de la pared es la que hace que al teiir las
células se evidencie diferente coloracion para las bacterias Gram negativas y
Gram positivas. Tras el proceso de tincion las bacterias Gram positivas se tifien

de Violeta y las Gram Negativas de rosado. (Crites y Tchobanoglous, 2000).

2.8 ADAPTACION MICROBIANA

La adaptacion microbiana es un proceso mediante el cual se estabiliza la

poblacion microbiana que va a actuar sobre los efluentes a tratar; este proceso
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es importante, debido a que las condiciones iniciales del efluente deben
estabilizarse en cuanto a parametros como: fase de induccién (lag o latencia),
estabilizacion del pH, dilucién de nutrientes, estabilizacion del porcentaje
DBO/DQO, competencia por nutrientes, co-metabolismo y metabolismo. Estos
factores afectan el rendimiento de poblaciones bacterianas que quieran ser

introducidas para degradar los efluentes (Benavides, 1999)

2.9 CINETICA Y CRECIMIENTO BACTERIANO

Las bacterias se reproducen por fision binaria, de manera sexual o por
gemacion. En general lo hacen por fision binaria, mecanismo en el cual una
célula original se convierte en dos organismos nuevos. El tiempo requerido para
cada division, conocido como tiempo de generacion, puede variar desde
aproximadamente 20 minutos hasta varios dias. Sin embargo, es importante
destacar que las bacterias no siguen creciendo indefinidamente debido a
limitaciones ambientales, como disponibilidad del sustrato, concentracion de
nutrientes, o incluso, el tamafo del sistema (Salazar, 1993; Asociacion de

Ingenieros Sanitarios de Antioquia, 1993).

La cinética bacteriana sigue un patron general de crecimiento, tanto en numero
de bacterias como en masa bacteriana, la cual se puede describir con las

siguientes fases (Crites y Tchobanoglous, 2000):

o Fase de latencia: Las bacterias requieren de un tiempo para aclimatarse y
adaptarse tras la inoculacién en un medio de cultivo.
o La fase exponencial: Las células crecen de forma exponencial y se

reproducen.
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o La fase estacionaria: el crecimiento de las células nuevas se compensa
con las células muertas, debido al agotamiento de sustratos o de nutrientes
necesarios para su crecimiento o a la produccién de componentes
inhibitorios.

o La fase de muerte exponencial: la tasa de mortalidad de las bacterias
excede la produccion de células nuevas. La tasa de mortalidad es funcion

de la poblacién viable y de las caracteristicas ambientales.

Las relaciones cinéticas tratan de encontrar los parametros que gobiernan o
definen las tasas de cambio de los parametros que importan en el tratamiento de
aguas residuales. Especificamente son de interés la velocidad de remocién de
sustrato y la tasa de aumento de biomasa. Matematicamente los parametros que

intervienen en este fendmeno son:

F = Concentracion de sustrato organico (mg DQO o DBO/L)

= concentracion de biomasa (mg/L)

= Velocidad de remocion de sustrato (mg DQO/L*dia)

= Velocidad de aumento de biomasa (mg biomasa/L*dia)

De esta manera encontrar las leyes que rigen estos parametros son importantes
pues ayudan a disefiar procesos y métodos de control biolégicos (Crites y
Tchobanoglous, 2000).
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2.10 ANTECEDENTES DE TRATAMIENTO BIOLOGICO CON BACTERIAS

Existen numerosas investigaciones sobre biodegradacion en el campo cientifico.
A continuacion se presentan algunas investigaciones de biodegradacion con
colorantes, aguas de alta carga de DQO y polimeros, pues estas investigaciones
se dirigen a la disminucion de la DQO vy por tanto de la carga contaminante de

las aguas.

En cuanto a trabajos reportados para la degradacion de colorantes de
Trifenilmetanos Sandhya et al., 2005, trataron los efluentes que contenian
azul-acido 15 como colorante con bacterias. Se realizd un procedimiento basado
en la biodegradacién de la sustancia en un reactor de células inmovilizadas. Se
logré la decolorizacion de este trifenilmetano en un 94% utilizando un flujo de 4
mL/h y microorganismos como Bacillus sp, Alcaligenes sp, y aeromonas. Estos
microorganismos utilizaron los trifeniimetanos como fuentes de carbono al
incorporarse en un medio artificial y se evidencié la degradacion de la sustancia
estudiada por medio de los analisis quimicos realizados por espectroscopia
NMR y cromatografia. La decoloracion del colorante se logré por medio de la
demetilacion. Este mismo autor en el 2001, logré degradar en un 92.4% la DQO
de un efluente que contenia colorantes azo con un consorcio microbiano
compuesto en un gran porcentaje de Hidrogenophaga palleronii; ademas, Lima,
et.al., 2001 degradaron colorantes azo utilizando Phanerochaete chrysosporium
y obtuvieron degradaciones promedio del 80%. Se reportan en la literatura otros
microorganismos como Pseudomonas i.e, Pseudomonas alcaligenes, P.
mendocina y P. stutzen en tratamientos similares (Mehmetoglu et al, 2003;

Sgountzos et al., 2006)
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Adicionalmente, Talarposhti et. al., 2000 lograron reducir la DQO de un efluente
textil en un 70% , mostrando la reduccién en la carga contaminante del efluente,
ademas, se logro remover la mezcla de colorantes formada de: Amarillo Basico
28, Amarillo Basico 21, Rojo Basico 18.1, y otros colorantes basicos violeta y

azul en un 90% con microorganismos en consorcio comercial.

Para el caso del trifenilmetano violeta de metilo, Sharma et al., 2006 lograron una
decolorizacién del 98% con Pseudomonas mendocina MCM B-402. El proceso
general que se siguié fue el siguiente: El Violeta de Metilo se traté con la
Pseudomona mencionada y se obtuvieron metabolitos no identificados,
posteriormente de estos metabolitos en el medio se obtuvo fenol que se degradd
por el contacto con el microorganismo a acido p-ceto adipico y posteriormente

este se descompuso a dioxido de carbono (CO2). Asi pues, el producto final de
la degradacion del trifenilmetano violeta de metilo fue el CO2 indicando una

completa degradacion del colorante.

Otra técnica para la remocién de carga contaminante y color de los efluentes es
la remocion del color con células enteras. Esta es una técnica biotecnologica
para la degradacién de colorantes de aguas residuales de la industria textil
usada desde hace algunos afos. Este es un proceso que utiliza la biocatalisis
microbial para reducir los colorantes presentes en el efluente. Estas células
metabolizan los colorantes azo y asi se logra la decolorizacién y biodegradacion
de estas sustancias en las aguas residuales. En los reportes literarios se ha
trabajado principalmente con células de Bacillus cereus, Sphaerotilus natans y
Arthrobacter sp para degradar tintes azo; Alcaligenes faecalis y Commomonas
acidovorans para degradar tintes reactivos, diazo, dispersiones de tintes y
cianinas. Los microorganismos Alcaligenes faecalis, Commomonas acidovorans

también se han utilizado para degradar Remazol Negro B; las Pseudomonas
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para degradar Naranja G, Amido Negro 10B, Rojo Directo 4BS y Rojo del
Congo; Bacteroides fragillis para degradar Naranja |l, tartrazina y Colorante

Amaranth, y entre otras (Pearce et al., 2003).

He Fang et al, 2004 utilizaron un consorcio microbiano compuesto por
Pseudomonas 1-10 y white-rot fungi 8-4. Los estudios concluyeron que la
cinética de decolorizacién de 4BS por el consorcio tuvieron mejores resultados a
un pH entre 4 - 9, temperatura entre 20 - 40 °C. La biodegradacién con colonias
puras obtuvo decolorizaciones maximas del 90% y el consorcio obtuvo
decolorizaciones de 100%. Los valores de DQO se redujeron desde 37 mg/L
hasta 5 mg/L. De esta manera se evidencié degradacion de los contaminantes
del medio, pues al reducir la DQO se reduce la carga contaminante. Esta

reduccion equivale a una degradacion del 86.47% aproximadamente.

En el mismo sentido de las investigaciones ya presentadas Ambrosio y Takaki,
2004, reportaron la decolorizacion de los reactivos azo por medio del hongo
Cunninghamella elegants UCP 542. Se utilizaron los colorantes naranja Il, negro
5, rojo 198 y una mezcla de ellos en presencia y/o ausencia de peptona y
sacarosa La decolorizacion dio como resultado una proporcionalidad con el
tiempo de incubacion, la estructura molecular del colorante y la presencia de
co-sustratos; esto demuestra que estos microorganismos son altamente
selectivos, se logré metabolizar 85% del colorante después de 24 horas de

incubacion.

Para derivados del petrdleo y polimeros se encontraron investigaciones que

permiten corroborar la eficiencia de los métodos biologicos.

Pazarlioglu y Telefoncu, 2004 biodegradaron fenol con Pseudomona putida

inmovilizada. Se lograron niveles de degradacion maximos de 99% con
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bioreactor de lecho empacado y en un sistema de “shakers” se logré degradar el
fenol (en concentracion de 1 g/L) completamente en 22 horas. Este proyecto se
extendié a la degradacion de benceno y tolueno con el mismo microorganismo,
asi Mehmetoglu et. al., 2003 degradaron las sustancias en procesos de
adaptacion de la bacteria a los contaminantes, logrando total degradacion del
benceno y tolueno en concentraciones de 90 mg/L en 24 horas y del fenol en

concentracion de 30 mg/L en 18 horas.

Adicionalmente Li et al,, 2007. biodegradaron fenol utilizando Fusarium sp,
microorganismo que utiliza el fenol como fuente de carbono y logra su
degradacion en las aguas. Se obtuvo Cathecol como intermediario y el proceso

logré degradaciones de fenol del 100%.

Para tratamiento de biorremediacion para petréleo se encontré que Mukherjee et
al., 2006, lograron la degradacion de petroleo con las cepas B. subtilis y P.
aeruginosa. Haciendo una comparacion de los resultados obtenidos con ambas

cepas se pudo concluir que la P. aeruginosa fue mas eficiente que el bacilo.

Los autores Banat et al., 2006, trabajaron procesos de tratamiento biolégico con
otras sustancias derivadas del petréleo: los alcanos y lograron la degradacién
de alcanos tipo hexadecanos en el suelo con la cepa Geobacilus
thermoleovorans. Se vario la temperatura y se observd que a temperaturas
mayores a los 60°C se puede lograr una mejor degradacion que con el mismo

microorganismo a temperaturas mas bajas.

Por su parte Sudhakar et al, 2007. Degradaron HDPE (Polietileno de Alta

densidad), PP (polipropileno) y LDPE (Polietileno de Baja Densidad) de las

aguas de la Bahia de Bengal con Pseudomonas sp. Utilizando biofouling y

biodegradacion. Se controld la degradacion con medida de peso de las muestras
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y se pudo observar que la mayor pérdida de peso se presentd en LDPE,

logrando asi mayor degradacion de este polimero.

Ademas Kushmaro et al., 2007. investigaron la biodegradacion de
dibromoneopentil glicol (DBNFG) por un consorcio bacteriano y se observo total
mineralizacion del compuesto. Se encontré ademas que al menos siete (7)

especies bacterianas tienen capacidad de degradar este compuesto.

Fernandez et al., 2005 trataron aguas residuales industriales empleando una
mezcla de microorganismos. Se encontrd que la remocién de carga organica y
contaminantes depende del tipo de sustrato (del agua residual). Se estudié la
cinética de proceso por métodos respirométricos. Se llego a la conclusion que

cada sustrato motiva a la degradacién de un compuesto determinado.

En cuanto a tratamientoS para poli sodio acrilato Katsuragi et al, 2003.
encontraron que el PSA puede ser degradado por un consorcio de varias
especies de bacterias. Este consorcio fue denominado. L7-98 y utiliza el PSA
como la unica fuente de carbono del medio. Los resultados sugieren que la
degradacion del PSA envuelve los siguientes pasos: 1) oxidacion del grupo
metileno a grupo Carboxilo 2) descarbonilacion a la forma aldehido 3)
dehidrogenacion a la forma de doble enlace entre la unidad terminal y la proxima
4) Oxidacién del grupo aldehido al carboxilo y eliminacién del acido acético. Por

lo tanto se logré mineralizacion completa del polimero.
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3. METODOLOGIA

3.1 MATERIALES Y EQUIPOS
3.1.1. Reactivos

e Agar nutritivo de Merck

e NaOHO0.25N

e HCIO2N

e Agua destilada

e Agar Ogy de Merck, Agar Sabouraoud de Merck, Agar cetrymide de
Merck, Caldo nutritivo de Merck

e Aguas residuales provenientes de la Planta Base Agua de la CGP.

e Sulfato de Plata Carlo Herba

e Dicromato de Potasio Merck

e Acido sulfurico Sigma

¢ 1,10 Fenantrolina Merck

e Sulfato ferroso Merck

e Cristal violeta Merck

e Lugoal

e Safranina

e Alcohol-cetona

e Agua indculo para DBO

3.1.2. Equipos

¢ Asa bacteriolégica
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e Autoclave horizontal EASTERN modelo EA -620 T
e Balanza AdventurerTM OAUS con precision 0.01 gr.
e Bomba de filtracion BUCHI.

e Centrifuga universal marca Hettich

e Digestor para medicién de DBO Laboratorios Dr. Calderdn.

e Espatula de Drigalski

e Espectrofotometro Helios Gamma. UV-Visible de la marca Cole Parmer.

e Filtros de 0.2 ym, 0.45 pm, filtros tipo cualitativo

e Horno Jeiotech OF-026

e Incubadora WTBinder

e Material volumétrico: beakers, erlemeyers, balones volumétricos,
probetas, cajas petri etc.

e Micropipeta 1 mL, 10mL, 100mL.

e Microscopio binocular marca Ecko

e pH-metro Metrohm.

e Shaker New Brunswich Science

e Termoreactor Spectroquant TR420 de Merck

e Tubos eppendorff, tubos falcon 20 mL y 45mL.

3.2 LOCALIZACION

Las cinéticas, pruebas y los analisis correspondientes a este trabajo se llevaron
acabo en los laboratorios de Biotecnologia, Fendmenos Quimicos vy

Fotocatalisis de la Universidad EAFIT en la ciudad de Medellin.
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3.3 AGUA RESIDUAL

El agua residual empleada en el desarrollo de este proyecto provino de la planta
de pintura base agua de la Compairiia Global de Pinturas (CGP) ubicada en
Rionegro - Antioquia, la cual fue sometida a un proceso de clarificaciéon con
polimeros NOVA (Polimero nova A- 410 y Polimero C-225) (anexo ). El agua
contiene cal, residuos de pinturas base agua, y polimeros clarificantes y fue
caracterizada en CORNARE (Corporacion Auténoma Regional Rionegro-Nare)
(anexo Il). El transporte del agua, desde la planta hasta el laboratorio, se realizd
en canecas plasticas de 5 galones herméticamente selladas y fueron
almacenadas en el laboratorio a temperatura ambiente hasta su posterior uso.
Previo a su utilizacién, el agua fue sometida a una serie de ensayos preliminares

de pH y esterilizacion.

3.4 MICROORGANISMOS

Para el tratamiento bioldgico se utilizaron microorganismos aislados de las
aguas residuales de la Planta Base Agua de la Compariia Global de Pinturas
(CGP)-Rionegro y microorganismos de un consorcio comercial de la empresa

Orius Biotecnologia denominado Bacthon® SC.

3.5 ENSAYOS PRELIMINARES PARA EL AGUA RESIDUAL

3.5.1 pH (buffers): El agua residual fue expuesta a diferentes pH’s con el fin
de observar la presencia de compuestos intermedios y/o cambios de color. Para
la prueba de pH’s se emplearon diferentes buffers con diferentes pH’s (Buffer
citrato pH 3; Buffer fosfato pH 5, 6 y 7; Buffer Borato pH 9 y 10.). A 10 ml de
cada buffer se le adicionaron 10 mL del agua problema, se midié el pH real de

mezcla con el pH-metro y se dejaron en el “shaker” por 48 horas a 150 rpm. Se
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evalud cualitativamente la aparicion de precipitados y los posibles cambios en la

coloracion del agua debido al cambio en el pH.

3.5.2 Esterilizacion del agua: Para la esterilizacion del agua problema se

probaron diferentes métodos: esterilizacion con U.V., esterilizacidn por filtracion

y esterilizacion con vapor.

3.5.2.1 Esterilizacion con radiacion U.V.: En la esterilizacion con U.V. se

dejaron 10 mL del agua problema sobre una caja Petri abierta expuesta a
radiacién u.v. por 24 horas, para este ensayo se empleo una lampara TUV
15W/G15T8 de Philips de una longitud de onda de 295 nm. (Becker et al.,
1996)

3.5.2.2 Esterilizacion por filtracidn: En la esterilizacion por filtracion se
paso el agua problema por varios filtros con diferente tamafio de poro (filtro
cualitativo, 0,45 pm, 0,25 pm), iniciando con el de filtro cualitativo, siguiendo con
el de 0,45 pym y finalizando con el de 0,25 um; para la filtracion se emple6 una
bomba de vacio para filtracién BUCHI con el fin de facilitar el paso del agua por
los filtros. Todo el procedimiento se llevé acabo en condiciones estériles. Tanto
los filtros como el soporte para estos y los recipientes en que se depositaba el
agua fueron previamente esterilizados con vapor y todo se trabajo en la camara

de flujo laminar. (Becker et al., 1996)
3.5.2.3 Esterilizacion por calor: Se esterilizaron 10 mL de agua residual por

calor con vapor de media presion (15 psig) a 121-C por 15 minutos en el

autoclave horizontal (Becker et al., 1996)
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Tras someter el agua problema a los diferentes métodos de esterilizacion 100 pl
del agua se vertieron en cajas Petri con agar nutritivo. La muestra fue extendida
por toda la caja, con la ayuda en una espatula de Drigalski previamente
esterilizada, hasta secar completamente el agua sembrada.

Posteriormente las cajas fueron invertidas para evitar condensacion sobre la
superficie del medio de cultivo, e incubadas a 30°C por 72 h (Blondeau y Paris,
1998).

3.6 MEDIOS DE CULTIVO

Para el aislamiento de las cepas se emplearon cuatro medios diferentes (tablas
1-5): Agar Ogy y Agar Sabouraud (selectivos para hongos y levaduras), Agar
Cetrymide (selectivo para Pseudomonas) y Agar nutritivo (medio rico para

crecimiento de cualquier microorganismo sea: bacteria, hongo o levadura).

Tabla 2. Agar nutritivo (Merck, 1996)

Compuesto Composicién (g/L)
Peptona de Carne 5.0
Extracto de carne 3.0

Agar-Agar 12

Tabla 3. Agar Cetrymide (Merck, 1996)

Compuesto Composicion (g/L)
Peptona de gelatina 20.0
Cloruro de Magnesio 14
Sulfato Potasico 10.0
n-Cetil-N,N,N-trimetilamoniobromuro 0.3
Agar-Agar 13.0
Glicerina 10 (mL/L.)
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Tabla 4. Agar Ogy (agar Oxitetraciclina-Glucosa-Extracto de levadura)

(Merck, 1996)

Compuesto Composiciéon (g/L)
Extracto de levadura 5.0
D(+) Glucosa 10.0
Agar-Agar 15.0
Oxitetraciclina 0.1

Tabla 5. Agar Sabouraud (Merck, 1996)

Compuesto Composicion (g/L)
D(+) Glucosa 40.0
Agar-Agar 15.0
Peptona 10

Para la preparacion de los preinoculos se empled caldo nutritivo como medio de

cultivo.

Tabla 6. Caldo Nutritivo (Merck, 1996).

Compuesto Composicion (g/L)
Peptona de carne 5.0
Extracto de carne 3.0

3.7 PROCESO DE AISLAMIENTO DE LAS CEPAS NATIVAS

El aislamiento de cepas nativas del agua residual fue realizado segun el método

de dilucion seriada y por el método de siembra en superficie en medios de

cultivo selectivos.




3.7.1 Método de diluciéon seriada: Este método consiste en transferir 100
ML de agua residual en 900 uL de agua destilada y estéril (dilucién 1/10). Dicha
solucion se mezclé apropiadamente en un vortex por 1 minuto, para la posterior
transferencia de 100 uL de la solucion 1/10 a 900 uL de agua destilada estéril

(dilucion 1/100) y asi sucesivamente hasta llegar a una dilucion 1/1°000.000.

3.7.2 Cultivo en medios selectivos: La siembra del agua residual se realizd
por el método de siembra por superficie o por extension para recuento de
unidades formadoras de colonia. Para ello se vertieron 100 uL de cada dilucion
seriada en cajas Petri con 20 mL de diferentes medios de cultivo selectivos;
Agar Ogy, Agar Sabouraud y Agar Nutritivo previamente esterilizados a 121°C y
15 psig. El pH del medio no se ajustd. La muestra fue extendida por toda la caja,
con la ayuda en una espatula de Drigalski previamente esterilizada, hasta secar
completamente el agua sembrada. Posteriormente las cajas se invirtieron para
evitar condensacion sobre la superficie del medio de cultivo, e incubadas a 30°C
por 72 h.

Una vez obtenido el crecimiento de las colonias se tomaron colonias individuales
y se sembraron en los medios de cultivo especificos por el método francés por
superficie. Este método consiste en tomar una colonia con un asa bacteriolégica
y esparcirlo por la superficie del agar dibujando un zig-zag. Posteriormente las
cajas se invirtieron para evitar condensacion sobre la superficie del medio de
cultivo, e incubadas a 30°C por 72 horas (Blondeau y Paris, 1998; Becker et al.,
1996). El proceso de aislamiento se hizo utilizando un sistema de control de
contaminacion, este sistema consiste en adicionar al experimento dos cajas
Petri, una se coloca en la camara de flujo laminar abierta completamente y otra

se deja cerrada para evaluar contaminacion en el medio de cultivo.

3.8 CONSERVACION DE LAS CEPAS AISLADAS
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Las cepas aisladas se trasladaron a Agar Nutritivo para su conservacion y se
almacenaron a -4°C, para esto se empled el mismo método de siembra de
francés por superficie. Las cepas se repicaron mensualmente por el método de
siembra Francés en agar nutritivo para evitar la muerte celular (Fong y Tang,
2000).

Todo este trabajo de aislamiento por siembra en medios soélidos se llevo a cabo
en condiciones estériles, por duplicado o triplicado y con un medio control de
camara y un medio control de medio, para evidenciar posibles contaminaciones

externas.

3.9 TECNICAS ANALITICAS

3.9.1 Medicion de biomasa: La medicion de la biomasa para el monitoreo
de las cinéticas se hizo mediante la técnica de la Densidad Optica (OD), una
medida de biomasa indirecta. Con el fin de relacionar la masa indirecta con una
medida de masa directa, como es el peso seco, se realizaron curvas de OD vs.

Peso seco.

3.9.1.1 Densidad 6ptica: Para las mediciones de densidad optica se tomaron
muestras de 1 mL del cultivo en eppendorfs de 2 mL y se centrifugaron a 14000
rpm durante 20 minutos. Los sobrenadantes se recuperaron y se almacenaron
en eppendorfs correctamente marcados a (-4°C) para llevar acabo las pruebas
de caracterizacion del agua descritas mas adelante. Los pellets se
resuspendieron en 1 mL de agua desionizada y se leydo la OD en el
espectrofotometro a una longitud de onda de 540 nm. La seleccién de esta
longitud de onda se hizo de manera arbitraria, aunque se tuvo en cuenta que la
literatura recomienda emplear longitudes entre 400 - 600nm para determinar la
densidad celular (Becker et al., 1996).
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3.9.1.2 Técnica de medicion por peso seco: Paralas mediciones de biomasa
por peso seco se tomaron muestras de 1 mL del cultivo en eppendorfs de 2 mL
previamente secados en la mufla a 50 °C durante 24 horas y pesados, y se
centrifugaron durante 20 minutos a 14000 rpm. Se descarto el sobrenadante y
se sacaron los eppendorfs a la mufla por 24 horas. Una vez transcurrido el
tiempo necesario, se pesaron los eppendorfs y la diferencia entre el peso del
eppendorf lleno y el eppendorf vacio corresponde al peso de la biomasa, segun

la siguiente ecuacion:

Ecuacion 6.

3.9.1.3 Curvas de calibracion de absorbancia vs. Peso seco: Las cepas
seleccionadas, y los consorcios se cultivaron en 50 mL de caldo nutritivo en
erlenmeyers de 250 mL a 250 rpm y 27 °C por 24 horas. Finalizando el periodo
de incubacion se tomaron muestras del cultivo y se realizaron diferentes
diluciones (10/10, 8/10, 6/10, 4/10, 2/10, 1/10 mL de cultivo/mL de solucion)
empleando agua desionizada. De cada dilucion se tomaron muestras de 1 mL en
un eppendorf para la medicion de densidad Optica (numeral 3.9.1.1) y peso seco
(3.9.1.2). Finalmente se graficaron los valores obtenidos de peso seco Vs.

absorbancia.

3.9.2 Caracterizacion del agua residual: Para caracterizar el avance de

la degradacion de carbono organico total en el agua problema se emplearon las

pruebas de DQO (demanda quimica de oxigeno) y de DBOg (demanda

bioquimica de oxigeno en 5 dias); esta ultima se emplea ademas

57



para determinar el cumplimiento de la normatividad (decreto 1594 de 1894,
Anexo Ill). Estas pruebas se realizaron en CORNARE (Ver Anexo I,
caracterizacion del agua). Ademas en el laboratorio se realizaron otras
mediciones de DQO para tener puntos de partida para el inicio del proyecto y
conocer diferencias entre los métodos utilizados en CORNARE vy los utilizados
en la Universidad EAFIT.

3.9.2.1 Medicion de DQO: La prueba de DQO se llevd acabo mediante el
método de reflujo cerrado con el método titulométrico (Ferrero, 1974). Para las
mediciones se tomaron 2.5 mL de una dilucion 1:10 de los sobrenadantes
provenientes de cinéticas descritas mas adelante, adicionalmente se agregaron
1.5 mL de la solucion digestora de dicromato de potasio 0.0167 M y 3.5 mL del
reactivo de acido sulfurico (5.5 g AgpSOy4 / Kg H2SOy4) y se pasaron al

termoreactor en donde se sometieron a una temperatura de 148 °C por 2 horas.

Posteriormente las muestras se enfriaron vy titularon en una bureta de émbolo
utilizando una solucion indicadora de ferroina como titulador y una solucion FAS
(sulfato de amonio) 0.1M como titulante. Este ensayo se realiz6é por duplicado y
se hace un blanco consistente de 2.5 mL de agua destilada en lugar del mismo
volumen de muestra. Previo a este procedimiento, fue necesario hacer una
calibraciéon del FAS.empleando una solucion compuesta por 5 mL de solucion
digestora y 10 mL de agua desionizada, se agrega el indicador (ferroina) y se

titula con la bureta de émbolo.

Para el calculo de la DQO se utilizé la ecuacion 7:
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Ecuacion 7 (APH, AWWA, WPCF 1992)

Donde:

M: concentraciéon del FAS,

Ecuacion 8 (APH, AWWA, WPCF 1992)

A: mL de FAS en titulacion del blanco
B: mL de FAS en titulacién de la muestra

Factor de dilucion.

3.10 SELECCION Y ADAPTACION DE CEPAS MICROBIANAS

3.10.1 Preparacion de los preinéculos: Los preinéculos se realizaron

adicionando dos asadas de la cepa correspondiente en 50 mL de Caldo Nutritivo
previamente esterilizado a 121°C y 15 psig en erlenmeyers de 250 mL. Estos se

incubaron a 150 rpm, 27 + 2°C por 24 horas.

3.10.2 Seleccion de cepas microbianas: La seleccion de las cepas
microbianas se realizd evaluando la cinética de crecimiento y el porcentaje de
degradacion de DQO, en el agua residual con 1 g/L de Caldo Nutritivo
esterilizado a 121°C y 15 psig. Las cinéticas de crecimiento bacterial se llevaron

a cabo con un pH inicial de 6.0 (ajustado con NaOH 0.25 N), a 150 rpm, 27+ 2°
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C y con un volumen de preinculo equivalente al 10% del volumen total del

medio liquido (20 mL) (ver numeral 3.10.1 para la preparacion de preindculos).

Una vez inoculada el agua residual (180 mL) se tomaron muestras cada dos

horas a las cuales se les midié ODggq (Basu et al., 1996), y los sobrenadantes

de las muestras iniciales y finales se almacenaron a -4° C para la determinacion
de DQO. La toma de muestras, al igual que las fermentaciones liquidas, se
hicieron por duplicado. Adicionalmente se realizaron tinciones Gram (anexo V)
y plateos por superficie en Agar Nutritivo para evidenciar posibles

contaminaciones.

3.10.3 Adaptacién de las cepas microbianas: La adaptaciéon de las
cepas se realizdO evaluando cuatro cinéticas consecutivas de crecimiento
microbiano, y la degradacion de DQO en agua residual con concentraciones
descendientes de caldo nutritivo (CN) (Tabla 7). Todas la fermentaciones
liquidas se llevaron a cabo con un pH inicial de 6.0 (ajustado con NaOH 0.25N),
a 150 rpm, 27+ 2°C.

Tabla 7. Tratamientos de adaptacion.

TRATAMIENTO Medio de cultivo Microorganismos
T Agua residual + 1 g/L CN Cepas seleccionadas
T2 Agua residual + 0.6 g/L CN | i
T3 Agua residual + 0.3 g/L CN
T4 Agua residual + 0 g/L CN

El medio de cultivo se inoculé con un volumen de preinéculo proveniente del
tratamiento anterior e equivalente al 10% del volumen total del medio liquido (20

mL) y con una ODg4q igual a 1.0.
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Para ajustar la densidad Optica en 1.0 se realizaron los calculos

correspondientes segun la ecuacién 9.

Ecuacion 9.

Donde:

Aq: ODsggq del cultivo de preinoculo
V4:  volumen tomado del cultivo de preindculo
Ao:  ODsgygiguala 1.0

Vo:  volumen que se requiere inocular (20 mL)

El volumen V4 se depositd en un tubo falcon estéril de 45 mL y se centrifugo a

2000 rpm durante 60 min. El sobrenadante fue descartado y el pellet fue

resuspendido en el agua residual estéril hasta completar 20 mL.

Una vez inoculado el medio de cultivo (180 mL) se tomaron muestras cada dos

horas a las cuales se les midi6 ODgy4(, y los sobrenadantes de las muestras

iniciales y finales se almacenaron a -4 °C para la determinacion de DQO. La
toma de muestras, al igual que las fermentaciones liquidas, se hicieron por
duplicado. Adicionalmente, se realizaron tinciones Gram (anexo 1V) y plateos por

superficie en Agar Nutritivo para evidenciar posibles contaminaciones.

La adaptacién de las cepas se hizo para cada una de las cepas seleccionadas

como cepas de trabajo.
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3.10.3.1 Diseio de experimentos y anadlisis estadisticos para los ensayos
preliminares: Los ensayos preliminares tuvieron un disefio de experimentos

unifactorial (cepa microbiana) con 7 niveles y 3 variables de respuesta (utmax »

porcentaje de reduccion de DQO y densidad optica). Se realizd el analisis
estadistico en Statgraphics 5.1 por el método del analisis de varianza (ANOVA)
unifactorial, con un nivel de confianza del 95% el cual sirve para determinar

diferencias significativas entre las variables dependientes.

Las cepas estudiadas fueronla 1,2, 3,4,5, 6y 7.

3.10.3.2 Diseino de experimentos y anadlisis estadisticos para la
adaptacioén de las cepas microbianas: Para los tratamientos de adaptacion se
desarrolld un disefio de experimentos de dos factores (cepa microbiana y
concentracion de caldo nutritivo) con 4 niveles para cada uno, 3 variables

respuesta (umax Porcentaje de reduccion y densidad oOptica). El analisis

estadistico realizado es un analisis multifactorial ANOVA con un nivel de
confianza del 95%, el cual sirve para comparar si los valores de velocidad

especifica maxima de crecimiento (Lmax), crecimiento de biomasa (ODg4q) v el

% de reduccién de DQO obtenidos al variar las cepas y las concentraciones de

caldo nutritivo en el agua problema, son similares o significativamente diferentes.

Los factores de estudio fueron las cepas evaluadas como cepas 1, 3,4, 7 y las
concentraciones de caldo nutritivo en el agua problema evaluadas en 1g/L,
0.6g/L, 0,3g/L y Og/L. Las variables de respuesta fueron: concentracién de

biomasa una vez las cepas alcanzan la fase de latencia (ODg4(), velocidad
especifica maxima de crecimiento (Umgx) Para cada una de las cepas vy

porcentaje total de reduccion de la DQO.
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3.10.3.3 Diseno de experimentos y analisis estadisticos para la los
tratamientos a 0 g/L de las cepas microbianas: El disefio de experimentos
para la evaluacion del tratamiento con o sin adaptar las cepas en 0 g/L cuenta
con dos factores: adaptacion o no adaptacion y cepas (1, 3,4 y 7) y las variables
de respuesta fueron: concentracion de biomasa una vez las cepas alcanzan la

fase de latencia (OD5gy(), velocidad especifica maxima de crecimiento (Umax)

para cada una de las cepas y porcentaje total de reduccién de la DQO. Para el
analisis estadistico se hizo un analisis multifactorial ANOVA con un nivel de
confianza del 95%, el cual sirve para comparar si los valores de velocidad

especifica maxima de crecimiento (Umgx), crecimiento de biomasa (ODggqq) v

porcentaje de reduccion de DQO obtenidos al variar las cepas y el hecho de que

sean o no adaptadas, son similares o significativamente diferentes.

3.11 DETERMINACION DE INHIBICION ENTRE CEPAS

Una vez seleccionadas las cepas microbianas se evalud la inhibicion bacterial
entre cepas segun la metodologia propuesta por Lord, 2002 con el fin de
seleccionar un posible consorcio nativo. EI medio de cultivo utilizado fue Agar
Nutritivo, este fue servido en cajas Petri y se dejé secar incubandose a 30°C
durante 30 minutos. Adicionalmente se prepararon diluciones seriadas
(100-10'5) de las cepas microbianas; para la dilucién inicial 100 se tomaron 3
asadas de las cepas de trabajo con un asa de nichrome (a cada cepa se le
realizd el tratamiento por separado) y se introdujeron en un eppendorf con 1 mL
de agua esteéril, se agitd en el vortex durante 30 segundos y a partir de ésta se
prepararon las demas diluciones como se indico en la parte de diluciones
seriadas (numeral 3.7.1). Posteriormente se sembraron 100 uL de las diluciones
100,10-3,10-5 en superficie, en el Agar empleando un asa de vidrio. Por otro

lado se cortaron discos de papel filtro de 6 mm de diametro esterilizados
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previamente en autoclave a 1210C y 15 psig por un periodo de 15 minutos.

Estos filtros se introdujeron dentro diferentes diluciones seriadas

(100,10-1,10-3,10-5) y se agitaron por 30 seg. Una vez impregnados con la
solucién bacteriana se colocaron 4 discos por caja Petri, sobre la superficie del
agar, empleando una pinza estéril, con una distancia suficiente entre ellos para
evitar la superposicion de los halos de inhibicion en caso que los halla. Cada
tratamiento se hizo por duplicado con cada una de las combinaciones evaluadas.

Finalmente, una vez dispuestos los discos sobre el agar se dejan secar durante
30 minutos para luego llevarlos a incubar a 30°C durante un periodo de 24-48

horas.

En caso de presencia de inhibicion entre una cepa y otra se espera la aparicion
de unos halos de no crecimiento de la cepa sembrada en la caja. Para este caso
se tomo en cuenta sélo su presencia o0 su ausencia, ya que el analisis se realiza
de forma cualitativa y no se pretende determinar el nivel de inhibicion (Lord,
2002).

3.12 CINETICAS DE CRECIMIENTO Y DEGRADACION CON
CONSORCIOS MICROBIANOS

3.12.1 Consorcio comercial: Para estas pruebas se emplea un consorcio
de microorganismos eficiente fabricado por Orius Biotecnologia. Su
composicion se presenta en la tabla 8. Este se activa antes de ser inoculado al
agua residual. La activacion se hace en 50 mL de caldo Nutritivo previamente
esterizados. Se inocularon 500 pL del consorcio y se dejo incubando por 24

horas en el shaker a 150 rpm.
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Tabla 8. Composicion del Consorcio Comercial Bacthons® SC (Orius,

Biotecnologia)

Cepa UFC*/ml
Azospirillum brasilense cuarenta millones
Azotobacter chrococcum treinta millones
Lactobacillus acidophillus cien millones
Saccharomyces cerevisae cien millones
Ingredientes aditivos: c.s.p. 1 Litro

*UFC: Unidades Formadoras de Colonia

La inoculacion del agua residual y la toma de muestras se hacen de la misma
forma indicada en el numeral 3.10.1., en el proceso de tratamiento biolégico con

el consorcio no se utiliza caldo nutritivo, sélo el agua de tratamiento.

3.12.2 Consorcio nativo: Para estas pruebas se combinaron las cepas que
no presentaron inhibicion en las pruebas antes descritas en el numeral 3.11.
Inicialmente se prepararon los preindculos de cada una de las cepas por
separado como se indica en el numeral 3.10.1.

Para inocular el agua residual se tomaron los dos preinéculos por separado y se

les ajusté la ODggq0 de la forma en que se indicd en la adaptacion de las cepas

microbianas (numeral 3.10.3). Sin embargo, el preindculo estaba constituido por
10 mL de cada una de las cepas bacterianas. Para esta fermentacion también
se tomaron muestras cada dos horas con el fin de hacer un seguimiento a la
biomasa y determinar la reduccién total de la DQO. Para la toma de las
muestras y las mediciones se sigue el mismo procedimiento descrito

previamente en el numeral 3.10.

3.12.3. Diseiio de experimentos y analisis estadisticos para la
determinacién del mejor tratamiento (tratamiento con consorcio

nativo, consorcio comercial o cepa individual): Para las cinéticas de
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cada uno de los consorcios y para la cepa individual se desarrollé un disefio de
experimentos con un factor: consorcio o cepa nativa y con 3 variables de

respuesta: umax, densidad optica y % reduccion de DQO. Se trabajé con un

analisis unifactorial ANOVA con un nivel de confianza del 95%, el cual sirve para

comparar si los valores de velocidad especifica maxima de crecimiento (p1mgx)
crecimiento de biomasa (ODsgqp) y de porcentaje de reduccion de DQO

obtenidos al variar las cepas, son similares o significativamente diferentes.

El factor de estudio estuvo constituido por los consorcios y la cepa evaluada
(consorcios nativos; 1,4 y 1, 4, 7; consorcio comercial y cepa 7). Todos se

evaluaron al ser sembrados en 0 g/L de caldo nutritivo.

3.13 DETERMINACION DE LOS PARAMETROS CINETICOS

3.13.1 Determinacién de la velocidad especifica de crecimiento:

Para determinar la cinética de crecimiento de las cepas se ajusto el crecimiento

microbiano a un modelo exponencial (Doran 2006; Llano, 2007)

Ecuacion 10 (Llano, 2007; Doran, 1996)

Donde:

Mmax = velocidad especifica maxima de crecimiento, h-1
X = concentracion celular, medida como la ODggqq (t)
Xp = concentracion celular en el tiempo cero, OD540 (tg)
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t= tiempo (h'1 )

La linearizacion del modelo exponencial genera la ecuacion 10, donde la

pendiente de la grafica Ln X vs t es umax:

Ecuacion 11 (Llano, 2007; Doran, 1996).

3.14 ELABORACION DE EVALUACION ECONOMICA DEL TRATAMIENTO
BIOLOGICO Y EL PROCESO ACTUAL.

Para la evaluacion econdmica se determinaron los costos operacionales, el
capital de trabajo del proyecto, los ingresos diferidos, los ingresos, los gastos
preoperativos y demas rubros necesarios para el flujo de efectivo de cada
tratamiento. Se determinaron los costos operacionales con los costos directos e
indirectos y con esto se realizd6 un flujo de efectivo a 5 afos incluyendo
depreciaciones, amortizaciones, capital de trabajo, una inflacién de 4.5% anual y

un aumento de costos del sector de 5%.
Para cada caso se hizo un analisis de rentabilidad con TIR (Tasa Interna de

Retorno), Relacion beneficio-costo (B/C) y valor presente neto (VPN). Estos

indican la viabilidad y/o rentabilidad del proyecto.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 ENSAYOS PRELIMINARES DEL AGUA RESIDUAL

4.1.1 Ensayo de pH (buffers): El agua residual se expuso a los diferentes

buffers intentando abarcar toda la escala de pH y se obtuvieron los resultados

que se presentan en la tabla 9.

Tabla 9. Comportamiento de las aguas en los buffers para cambio de pH.

Cambio de
Buffer pH Resultados coloracion
presencia de Si
citrato 3 precipitado
presencia de Si
fosfato 5 precipitado
fosfato 6 ninguna No
fosfato 7 ninguna No
borato 9 ninguna No
borato 10 ninguna No

Se puede observar que a pH’'s bajos (buffers 3 y 5) se presentan precipitados

blancos. Estos precipitados de alguna forma influyen en la coloracién que toma

68



el agua, pues esta cambia de color de forma evidente. A pH’s altos (basicos) no
se presentan precipitados ni cambios de color evidentes y por tanto se puede
decir que los compuestos presentes en el agua se ven afectados por los pH's
acidos y no se afectan por medios basicos. Por esto se decide trabajar las
cinéticas a pH superiores de 6.0. Se encontrd que los precipitados producidos
generan interferencia en las mediciones espectrofotométricas y por tanto se
prefiere evitar zonas de la escala de pH donde se encuentren estas
precipitaciones, pues las posteriores mediciones producirian resultados
erroneos.

Es probable que los precipitados sean una mezcla de sales formadas tras la

reaccion de CO2 con acido carbdnico y hidroxidos en el medio, esto en

condiciones basicas como las encontradas en el transcurso del proceso, esto se
concluyé tras una serie de andlisis de laboratorio efectuados en la Planta. Las

especies encontradas (Rodriguez, 1986; Milovski, 1982).

4.1.2. Esterilizacion del agua residual

Los ensayos de esterilizacion (tabla 10) permitieron seleccionar el método de
esterilizacion adecuado para el tratamiento biolégico con los microorganismos
nativos. Se selecciond la esterilizacion con calor debido a que los otros métodos

utilizados presentaron contaminacion.

El empleo de la técnica de filtracion por membranas de 0.45 y 0.25 micras
permite corroborar que los microorganismos trabajados son probablemente
bacterias, pues los Unicos microorganismos (a excepcion de los virus) que
logarian pasar por los tamafos de poro utilizados son las bacterias (Coto, 2000).
Estas presentan, segun datos encontrados en la literaturas, células con

diametros entre 0.5-0.2 micras, ademas se encontrd que, en medios con bajas
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fuentes de carbono, como el empleado en este trabajo, las bacteria tienden a
disminuir su tamaro de diametro y variar su forma celular. Especificamente para
bacterias como las Pseudomonas, Eschericha coli y bacterias vibrio marinas se
ha encontrado que las células cambian su forma, estas pasan de ser un
bastones a ser unas pequenas esferas. (Koch, 2001; Coto, 2000 y Givskov,
1994).

Tabla 10. Ensayos de esterilizacion efectuados y sus resultados.

Sistema de esterilizacion Descripcién Resultados Observaciones

Luz Ultravioleta Exposicidn a 295 nm. | Contaminacion Crecimiento bacteriano
Crecimiento bacteriano

Filtros cualitativos Contaminacion y levaduras
Filtros 0,45 micras Contaminacioén Crecimiento bacteriano
Filtros de membrana Filtros 0,25 micras Contaminacion Crecimiento bacteriano

Exposicion a vapor a
121°C
Por calor y 15 psig No contaminacioén | No crecimiento

El tamafo de los microorganismos puede verse en la Figura 3. Se puede
apreciar que las bacterias tienen tamaros del orden de 100 nm. a 1 micra, los
virus por su parte son mas pequenos que las bacterias y las células animales y

vegetales son mucho mayores a 1 micra.

Fig. 3 Tamaho de los microorganismos (Coto, 2000).
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El método de esterilizacion por calor puede presentar algunos inconvenientes, ya
que, al aplicar calor al agua residual se corre el riesgo de volatilizar los COV
(Compuestos Organicos Volatiles), en caso de haberlos o de desnaturalizar los
compuestos termolabiles. Esto podria producir variaciones en la cantidad y el
tipo de carga organica del agua residual. Por otro lado, este método no es
escalable a nivel industrial, ya que de hacerlo seria poco viable econbmicamente,
asi que los resultados logrados se alejarian de aquello posiblemente obtenido a
una escala mayor. Sin embargo, este método se emplea para mantener
monitoreo sobre el efecto de la cepa que se esta estudiando y evitar posibles
sinergias o inhibiciones de otras cepas presentes en el agua. En el caso del
tratamiento en la planta esto no se haria necesario y se realizarian pruebas

posteriores con el agua sin esterilizar.

El proceso de esterilizacion con luz ultravioleta no fue exitoso posiblemente
debido a que se requiere mayor tiempo de contacto de las aguas a la longitud de
onda utilizada (295 nm.) o una longitud de onda diferente. Respecto al tiempo de

exposicion, se considera poco viable aumentarlo por costos como debido a que

71



se tendria un cuello de botella en el proceso (en este caso se puso en contacto
el agua con la luz u.v. durante 24 horas, y este tiempo es muy alto en relacion a

los tiempos utilizados en todo el tratamiento biologico).

En cuanto a la posible variacion de la longitud de onda, se pudo encontrar que
Guimaraes et.al., 2000 lograron descontaminar aguas con luz U.V.
exponiéndolas a longitudes de onda entre 300 y 400 nm.; por tanto, la variacién
de la longitud de onda puede ayudar en la desinfeccién. En este trabajo se utilizd
una longitud de onda de 295 nm., pues esta es la longitud de onda de las

lamparas u.v. del Laboratorio de Biotecnologia donde se realizaron los ensayos.

Es posible ademas, que los compuestos presentes en el agua, tras el contacto
con 295 nm. comiencen a formar intermedios y la calidad de las aguas varie,
esto sucede por ejemplo en procesos como la fotocatalisis, en el

cual, los compuestos iniciales varian en el tiempo tras una exposicion a una

longitud de onda determinada (Guimaraes et.al, 2000 ).

4.2 AISLAMIENTO DE CEPAS MICROBIANAS

Los resultados obtenidos del aislamiento de las cepas a partir de las diferentes
diluciones de agua residual sembradas en agar nutritivo se presentan a

continuacioén en la tabla 11, en esta se expresa el tipo de crecimiento obtenido

(abundante o aislado), las diluciones realizadas (100- 10'6) y se describe la

morfologia observada de las cepas. Se presentan los resultados de los controles
de camara (caja Petri con medio expuesta al ambiente de la cdmara) y control de

medio (caja Petri con medio sin abirir).
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Tabla 11. Resultados de seguimiento para el aislamiento*

Dilucion Microorganismo Morfologia
100 +++ Mezcla de colonias redondas y masa blanca
10-1 +++ Mezcla de colonias redondas y masa blanca

Colonias blancas y amarillas redondas y

10-2 - masa blanca

10-3 ++ Colonias blancas y amarillas y masa blanca
10-4 ++ Colonias blancas y amarillas y masa blanca
10-5 ++ Colonias blancas y amarillas redondas
10-6 + Colonias blancas y amarillas redondas

Control medio -

Control camara -

* +++ Crecimiento abundante, ++ crecimiento aislado, + aislamiento, - sin crecimiento

Tras el proceso de aislamiento se obtuvo el crecimiento microbiano en las
diferentes diluciones de la serie. La morfologia de las colonias es similar aunque
presentan divergencias apreciables en color, forma, diametro y textura de la
superficie (Tablas 11 y 12) que permiten diferenciar una colonia de otra; se
encontr6 que en general las colonias son redondas y blancas o amarillas,
aunque en las primeras diluciones se encuentra una masa blanca y/o amarilla
debido a la superposicion de colonias y su gran esparcimiento en la caja Petri,

pero esta masa va desapareciendo al aumentar las diluciones y comienzan a
aislarse en colonias separadas. Asi en la dilucién 10-6 se pueden apreciar las

diferentes colonias separadas y de facil acceso para el aislamiento.

De las cajas Petri correspondientes a las diluciones finales se extrajeron
aquellas colonias aisladas, sin contacto con ninguna otra y se pasaron a un

nuevo medio solido por el método francés (Tabla 12).
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Tabla 12. Cepas aisladas en el proceso.

Diametro

Cepa | Forma | Superficie | Color (mm) Otros
Redond

Cepa 1 a Lisa Amarillo 34 Crecimiento separado.
Redond

Cepa 2 a Lisa Blanca 1-2 Crecimiento separado.
Redond

Cepa 3 a Rugosa Blanca 34 Crecimiento separado.
Redond

Cepa 4 a Lisa Amarillo 3-4 Crecimiento aglomerado

Cepa 5 Masa Lisa Blanca Crecimiento aglomerado
Redond

Cepa 6 a Lisa Blanca 5-6 Crecimiento desordenado

Cepa 7 Masa Lisa Blanca 34 Crecimiento aglomerado

A partir del agua residual se obtuvieron 7 cepas las cuales fueron nombradas
con numeros del 1 al 7 arbitrariamente con el fin de ser identificadas. Las
colonias se diferenciaron unas de otras gracias a sus divergencias cualitativas;
el color entre las colonias varia, la forma de crecimiento también y la textura en la
superficie de las colonias es diferente, asi mientras casi todas las colonias son

lisas, una de ellas es rugosa y permite diferenciacién (Tabla 12)

Las cepas que se obtuvieron del proceso de aislamiento de las aguas residuales
estudiadas son pocas y sin muchas variaciones entre ellas (comparando con
otros aislamientos), pues se pudo encontrar en varias fuentes que en los
aislamientos se pueden obtener hasta 45 cepas (Basu et al., 1996).

Adicionalmente se pudo apreciar que los controles no presentaron crecimiento,
por lo tanto las cajas no se consideran contaminadas y se espera que todas las
cepas obtenidas provengan del agua; esto se cumple tanto para la primera como

para la segunda fase del aislamiento.
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Tras el aislamiento de las colonias obtenidas en la dilucion 106 se tomaron
asadas de cada colonia y se llevaron a diferentes medios de cultivo para
evidenciar su crecimiento en los medios selectivos (Tabla 13) y de esta manera

poder determinar qué tipo de microorganismo se obtuvieron.

Tabla 13. Crecimiento de las cepas en los agares selectivos

Agar Agar

Cep | Agar Cetrymid | Sabourau | Agar
a | nutritivo e d Ogy
1 X X X X
2 X X X
3 X X X
4 X X
5 X
6 X X X X
7 X X X X

Los resultados obtenidos a partir del empleo de los medios selectivos no fueron
muy utiles para la caracterizacion de las cepas ya que estas presentaron
crecimiento indistinto en diferentes medios. Por ejemplo, para el caso de la cepa
2, podria tratarse de una levadura, un hongo o una bacteria ya que presenta un
buen crecimiento en los medios agar nutritivo, agar saburaud y agar ogy; lo Unico
que puede asegurarse es que no se trata de una Pseudomona aeruginosa, ya
que no crecio en agar cetrymide. En este agar se inhiben la mayoria de las
especies que no son pseudomonas, sin embargo algunas pseudomonas
también son inhibidas. (Merck, 2003). Era de esperarse que todas las cepas
crecieran en agar nutritivo, pues este medio por ser tan rico en nutrientes

permite el crecimiento de casi la totalidad de microorganismos.
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Adicionalmente se realizé la tincién de Gram de las diferentes cepas aisladas,
logrando definirlas como bacterias Gram negativas con diferentes morfologias
(Tabla 14).

Tabla 14. Resultado tincion de Gram

Cepa ricroorganism Tincién Morfologia
1 Bacteria Gram negativa Bacilo
2 Bacteria Gram negativa Bacilo
3 Bacteria Gram negativa Bacilo Grande
4 Bacteria Gram negativa Bacilo
5 Bacteria Gram negativa Bacilo
6 Bacteria Gram negativa Bacilo
7 Bacteria Gram negativa Coco-bacilo

Partiendo de la morfologia de las células observadas en el microscopio y de los
resultados obtenidos en la tincién de Gram pudo asegurarse que las 7 cepas
son bacterianas, 6 bacilos del tipo Gram negativo y un coco-bacilo igualmente
gram negativo. Asi que, el aislamiento de las diferentes cepas presentes en el
agua residual evidencié crecimiento bacteriano y no fungico. La temperatura de
incubacién se mantuvo entre 30 °C y 32 °C. De esta manera las bacterias que

se evidenciaron por su crecimiento en el medio son bacterias mesofilicas.

4.3 CURVAS DE CRECIMIENTO

Para cada una de las cepas se realizd la curva de crecimiento densidad éptica
vs. peso seco, esto con el fin de correlacionar una medida de crecimiento
indirecta como es la densidad oOptica con una variable directa como es el peso

seco, las ecuaciones de las curvas de calibracién se presentan en la tabla 15.
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Tabla 15. Ecuaciones y correlaciones de las curvas de crecimiento de las

cepas y consorcio comercial Bacthon SC.

Cepa Ecuacién R2
1 Y=1.1021X 0.9395
3 Y=2.8688X 0.9227
4 Y=1.5271X 0.8868
7 Y=1.1176X 0.9084
Consorcio comercial Y=0.9374X 0.9403

Se encontraron relaciones directamente proporcionales y lineales entre el peso
seco Y la densidad optica para cada una de las cepas dentro de un rango de
absorbancias, sin desviarse de la ley de Beer-Lambert, esto con un buen factor
de correlacién tendiente a 0,9 lo cual significa que existe una relacion directa
entre la absorbancia y el peso seco. Esta ley se limita para valores de densidad
optica (OD) inferiores o cercanas a la unidad, ya que a valores muy superiores a

la unidad la tendencia lineal comienza a desviarse (Becker, et al., 1996).

4.4 SELECCION DE CEPAS MICROBIANAS

La seleccién de las cepas de trabajo se realizd con base en la capacidad de la
cepa para crecer en el agua problemay de reducir la DQO. Se trabajé con las
cepas aisladas 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 y se seleccionaron las cepas viables para el
tratamiento biologico.

4.4.1 Analisis de la formacion de biomasa y velocidad especifica de

crecimiento en los ensayos preliminares de seleccion de cepas:
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Las cinéticas de crecimiento y sus velocidades especificas maximas de
crecimiento se presentan en la graficas 1y 2 respectivamente. Estos ensayos se

realizaron dos veces por separado y se encontré reproducibilidad entre ellos.

Los resultados de las cepas 2 y 6 no se incluyen ya que sus preinoculos no
presentaron ningun crecimiento en caldo nutritivo, procedimiento repetido en dos
ocasiones con igual resultado. Adicionalmente se inocularon estas dos cepas
en el agua de tratamiento y tampoco se logré crecimiento. Por esta razon las
cepas 2 y 6 se descartaron del proceso. La seleccion de cepas se realizd

unicamente conlas cepas 1,3,4,5y 7.

Grafica 1. Cinética de crecimiento de las cepas aisladas del agua residual
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En la grafica 1 puede observarse que las cepas 1, 3, 4, 5 y 7 presentaron
crecimiento con base en medio de agua residual, por lo cual se consideraron
como viables. Las cinéticas de crecimiento de las cepas son muy similares entre

si, excepto para la cepa 5, cuyo comportamiento se desvié del comun.
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En las cinéticas no se aprecia la presencia de fase lag, lo cual indica que el
tiempo de preinoculacion de las cepas fue adecuado, esto con excepcion de la
cepa 5 que fue la unica en presentar esta fase y cuya duracion fue de 10 horas
seguida por la fase exponencial de 9 horas. Las fases exponenciales de las
demas cepas tuvieron una duracion de 12 horas aproximadamente. Después del
crecimiento exponencial siguié una fase estacionaria en la cual no hubo

aumento en la densidad Optica.

Grafica 2. Velocidades especificas de crecimiento y densidad 6ptica a las
22 horas para las cepas aisladas del agua residual.
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El valor P correspondiente al andlisis de varianza para el factor cepay la variable
dependiente OD fue de 0.0018. Como este valor es menor que el valor de
significancia (= 0.05) se puede decir que las diferentes cepas presentan una
diferencia estadisticamente significativa en cuanto a la formacién de biomasa

(anexo V).

Al realizar un analisis de rangos multiples (anexo V) se encontr6 que la cepa 5

presenta diferencias significativas con las cepas 1, 3,4 y 7 con respecto a la DO
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de la biomasa, pero estas ultimas no presentan diferencias significativas entre si
Esto se confirma en la grafica 1, en la cual puede verse similitud entre las
cinéticas de las cepas 1, 3, 4 y 7 y las diferencias de estas con la cinética de la

cepa 5. La ODgyq para la cepa 5 en la fase estacionaria fue la menor: 0,69, y

para las cepas 1, 3, 4 y 7 fue de 1.22, 1.38, 1.39, 1.43 respectivamente, siendo

mayor la de la cepa 7.

Se encontro, con respecto a la velocidad especifica de crecimiento (h-1) (ver
grafica 2) que existen diferencias significativas entre las cepas (anexo V). El

valor P para el andlisis del factor cepa y variable dependiente pmpax €s de 0.001,

menor que el valor de significancia (= 0.05).

De acuerdo con los resultados (anexo V) la velocidad es significativamente

mayor para la cepa 5 con un valor promedio de 0,25h1 a pesar de ser la cepa
con menor formacion de biomasa. La menor velocidad se encontré que
corresponde a las cepas 1, 3 y 4, con valores de 0.088, 0.077, 0.071 h-1
respectivamente; entre éstas no se presentaron diferencias significativas. El
estudio presentd un comportamiento homogéneo entra las cepas 1-3,1-4,1-7,

3-4 y 3-7 y se presentan diferencias significativas entre las cepas 1-5, 3-5, 4-5,
4-7y4-5.

4.4.2 Analisis de la reduccion de DQO en los ensayos preliminares de

seleccion de cepas:
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A cada una de las cepas consideradas como viables también se les determino la

capacidad de reduccion de la carga organica presente en el agua (grafica 3

Grafica 3. Reduccién porcentual de la DQO y densidad o6ptica a las 22
horas para las cepas aisladas del agua residual.

70,0% 1,60

BI0% g & o= " 40
S 500% A T 7',
= t1m 3
g 40.0% 1 & |@Reduccion DQO
2 1o £
e 30,0% 7 = S Lnle}
E 1080 2
£ 2D,D% T 1 |:||A’-1|:|

10,0% - Lo

D,D% T T T T T T T T T D,I:“:'

1 3 4 o 7
Cepa

Entre las cepas viables también se encontré que existen diferencias
significativas en cuanto a la reduccién de la DQO. El valor P para el analisis del
factor cepa y la variable dependiente reduccién de la DQO fue de 0.0011, como
este valor fue menor que el valor de significancia (= 0.05) se puede decir que las
diferentes cepas presentaron una diferencia estadisticamente significativa en su

capacidad de reduccién de la DQO.

Segun el analisis de rangos multiples, el estudio presentdé un comportamiento
homogéneo entra las cepas 1-7,3-4 y 4-5, y que se presentaron diferencias
significativas entre las cepas 1-3, 14, 1-5, 3-5, 3-7, 4-7 y 5-7. Las mayores
reducciones obtenidas fueron del 57,3% correspondiente a la cepa 1 y del
49,9% correspondiente a la cepa 7. La cepa 3 y la cepa 4 presentaron
reducciones intermedias y la menor reduccion correspondid a la cepa 5 con un

valor de 23,35%. De esta manera, a pesar de ser esta la cepa que presentara
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una mayor velocidad especifica maxima de crecimiento no fue la de mas
potencial para degradar la fuente de carbono del medio. De esto podria
afirmarse que, la reduccién no es dependiente de la velocidad especifica

maxima de crecimiento.

Por otro lado se percibe una correlacion directa de la formacion de biomasa
(DO) con la DQO. Las cepas que presentaron una mayor densidad Optica,
presentaron una mayor reduccién de carga organica, como es el caso de las
cepas 1 y 7, mientras que la cepa 5 que fue la de menor reduccion, coincidio

con la de menor formacioén de biomasa.

De estos ensayos se decide descartar la cepa 5, pues a pesar de ser la cepa
con mayor velocidad especifica maxima de crecimiento es también la cepa con
la menor reduccion de la DQO y la menor formacion de biomasa. Posiblemente,
esto indica que dicha cepa no asimila correctamente la fuente de carbono
presente en el agua residual, es decir no posee la capacidad

para degradar los contaminantes. Por otro lado, vale recordar la presencia de
una fase lag prolongada para esta misma cepa, lo que dificulta su adaptacion en
el agua y ademas da constancia de la insuficiencia del tiempo empleado en la
incubacion del preindculo. Todo ello generaria inconvenientes a la hora de llevar

el tratamiento a escala industrial lo cual aumentaria los costos del proceso.

4.5 ADAPTACIONES DE LAS CEPAS

4.5.1 Analisis de biomasa para las cepas en las adaptaciones: En el

proceso de adaptacion de los microorganismos se realizaron las cinéticas de

82



crecimiento para las cepas seleccionadas (cepas 1, 3, 4, 7) en los diferentes
medios de cultivos a base de agua residual con concentraciones decrecientes
de caldo nutritivo (1, 0.6, 0.3, 0 g caldo/L agua residual). Estos ensayos se
realizaron dos veces por separado hallando reproducibilidad entre ellos, y los
resultados de uno de ellos se presentan en la graficas 4, 5, 6 y 7 para las
diferentes cepas microbianas. Adicionalmente, en estas graficas se anexa la
cinética de crecimiento de las cepas sin adaptar en el agua residual sin caldo

nutritivo (concentracion 0 g caldo/L agua residual.)

Grafica 4. Adaptacién cepa 1
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Grafica 5. Adaptacién cepa 3
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Grafica 6. Adaptacion cepa 4.
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Grafica 7. Adaptacion cepa 7.
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A partir de las graficas puede observarse que, para todas las cepas a pesar de
que presentaron diferencias entre si, a medida que se disminuye la fuente
alterna de carbono mas asimilable (caldo nutritivo) tiende a disminuir la

formacion de biomasa de manera significativa.

El analisis de varianza para los factores cepa y concentraciéon de caldo nutritivo
en el agua y la variable dependiente OD son de 0,00 para ambos casos (anexo
VI). Por otro lado, el valor P correspondiente a la interaccion entre ambos
factores tomé un valor de 0,00 por esto puede afirmarse que existe una
interaccion entre ellos.

Para concentraciones de 1 g/L se obtuvieron densidades Opticas alrededor de
1.04, para el caso de 0.6 g/L de 0.55, para 0.3 g/L de 0.322 y para O g/L de
0.158; valores que corresponden al promedio de las densidades Opticas de las

cuatro cepas.
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La cepa 3 fue la que presentd la mayor formacion de biomasa, seguida por las

cepas 4, 1y 7, esta ultima present6 la menor formacion de biomasa.

A continuacion se muestra la grafica dada por el software STATGRAPHICS
Plus 5.1, para la biomasa (DO) a las 22 horas y para las cepas adaptadas en

las diferentes concentraciones de caldo nutritivo empleadas.

Grafica 8. Interacciones de la variable dependiente densidad 6ptica con
los factores cepas y concentracion de CN
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Esta
disminucion en la formacion de la biomasa a medida que se disminuye la
concentracion del caldo nutritivo se deriva a la disminucion de la fuente de
carbono mas asimilable. En el caso del agua residual con 1 g/L la fuente de
carbono se presenta como moléculas de bajo tamafio en forma de peptona y
extracto de carne facilmente asimilables por el microorganismo, mientras que en
el caso del agua sin caldo la fuente de carbono se encuentra como una cadena
polimérica con acrilamida la cual el microorganismo debe romper antes de
acceder a ella, haciendo mas dificil su asimilacion. La formula molecular de los
polimeros floculantes utilizados (poliacrilamida aniénica o cationica) es compleja
y el acceso al carbono presente se hace mas dificil por la conformacién y
configuracién del polimero. Los pesos moleculares van de 1'000.000 a

20'000.000 umas (unidades de masa atomica), lo que dificulta su
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descomposiciéon a fuentes de carbono simples (Consuegra, 2003). Elshafie et
al, 2007 encontraron que existen diferencias significativas en cuanto a la
formacion de biomasa entre fuentes de carbono con diferente niumero de atomos
de carbono, asi la variacion del peso del polimero varia también el crecimiento

celular producido.

Por otro lado, Se encontré que la formacion de biomasa es significativamente
superior para aquellas cepas que no fueron sometidas a la adaptacion. El valor P
del andlisis de varianza para el factor adaptacion con la variable dependiente OD
fue de 0.0004, (anexo VI). En algunas cepas, inclusive, se presentd mas
formacion de biomasa con la cepa sin adaptar en el medio sin caldo que las
cepas sometidas al proceso de adaptacion en los medios con 0.6 y 0.3 g/L de
C.N. Con respecto a la formacion de biomasa es mejor el escenario presentado
por las cepas sin adaptacion. Contrario a lo encontrado en la literatura en donde
se reportan procesos de adaptacion con impacto positivo para la capacidad

biodegradativa del microorganismo (Mehmetoglu et al., 2003).

Se espera que la exposicion prolongada del microorganismo al medio adverso le
permita evolucionar de tal manera que su metabolismo sea capaz de producir
ciertas enzimas aptas para actuar sobre la fuente de carbono dificil de asimilar
presentes en el medio adverso (Carrillo et al., 2004) ya que las cepas que se
emplearon para la biodegradacién fueron inicialmente aisladas del agua residual
se supone que estas ya posean un metabolismo que les permita sobrevivir en
esta agua. El hecho de agregar una fuente alterna de carbono mas asimilable
generaria una variacion en sus rutas metabodlicas las cuales tendrian que
evolucionar nuevamente para poder utilizar la fuente de carbono mas compleja

presente en el agua residual.
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Por otro lado, el valor P correspondiente a la interaccidén entre ambos factores
tomo6 un valor de 0,00, asi que puede afirmarse que existe una interaccién

significativa entre estos.

Con respecto a las cepas evaluadas también se encontraron diferencias
significativas entre una y otra en cuanto a la formacién de biomasa. El valor P
del analisis de varianza para el factor adaptacion con la variable dependiente OD
fue de 0.00 (anexo VI). Las cepas 4 y 1 presentaron, en general, la mayor
formacion de biomasa con un comportamiento homogéneo, mientras que las

cepas 3y 7 presentaron la menor formacion.

Entre los grupos homogéneos de cepas 4-1 y 7-3 si se presentaron diferencias
significativas. A continuacion se muestra la grafica 9 dada por el software
STATGRAPHICS Plus 5.1, para la biomasa (DO) para las cepas adaptadas y

sin adaptar.

Grafica 9. Interacciéon de la variable dependiente DO con los factores
cepas y tratamiento de adaptacion
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4.5.2 Analisis de la velocidad especifica maxima de crecimiento

para las cepas en las adaptaciones: Con el fin de determinar el efecto de
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la presencia de una fuente de carbono alterna facilmente asimilable (caldo
nutritivo) que varia su concentracion en forma decreciente sobre la velocidad

especifica maxima de crecimiento, se graficaron los pymgx correspondientes a

cada concentracion de caldo nutritivo para cada cepa, los resultados se

muestran en la grafica 10.

Grafica 10. Interacciones de la variable dependiente velocidad especifica
de crecimiento (Lymax) con los factores concentraciéon de CN y cepas
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Se encontrd que existe una interaccion significativa entre el factor cepa y el
factor concentracion de caldo nutritivo en el medio. Ademas que cada uno de
estos factores por separado afecta significativamente la velocidad especifica
maxima de crecimiento. Los valores P correspondientes al analisis de varianza
para los factores cepa y concentracion de caldo nutritivo en el agua y la variable

dependiente pymax ©s de 0,0222 y 0,00 respectivamente y el parametro

correspondiente a la interaccion entre ambos factores tomé un valor de 0,0001

(anexo VI).

Con respecto a las concentraciones se encontré que en la segunda cinética de
la adaptacion, es decir aquella con concentracion de caldo nutritivo equivalente a
0.6 g/L, se presentaron velocidades especificas maximas de crecimiento

significativamente superiores para todas las cepas, con excepcion de la cepa 4,
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la cual presentd una mayor pmax €n concentraciones de 1 g/L. La menor pmax

corresponde a la cinética en la cual no se agrego6 caldo nutritivo (0 g/L); en
algunos casos como con la cepa 1 y la cepa 4 no se presentd ningun
crecimiento, todo esto se debe a la adversidad del medio. Para las
concentraciones 0,3 g/L y 1 g/L se obtuvieron valores intermedios que no tienen

diferencias significativas entre si (anexo VI).

De todo esto, suponiendo que se busque una velocidad especifica alta, al
emplear cepas nativas con procesos de adaptacion seria necesario mantener
una concentracion de 0,6 g/L de caldo nutritivo, ya que a partir de este valor, la

disminucion de pmgx implica una inhibicion por sustrato en el crecimiento del

microorganismo, el medio es ya demasiado adverso.

En la literatura se reporta un decremento en la pmpgx @ medida que se

disminuye la fuente de carbono alterna, ya que esta se encarga de estimular al
microorganismo a consumir la fuente de carbono del agua residual (Hess et al.,

1990.) Esto explicaria la disminucion en la ppax cuando la concentracion es

menor a 0.6g/L. En la literatura consultada no se explica las posibles causas del

decremento en la pmgx cuando la fuente de carbono alterna se incrementa, es

decir para el caso del medio con 1g/L de caldo nutritivo, casos similares no se
han reportado. Sin embargo, se cree, este fendmeno se debe a que inicialmente
el microorganismo es sometido a un estrés inicial que sufre cuando es pasado
de un medio rico en nutrientes (caldo nutritivo) a un medio donde escasean
(agua residual con 1 g/L de caldo nutritivo.) En este punto el microorganismo
puede estar generando un mecanismo protector de defensa que le permita
mantener su crecimiento en este medio, este comportamiento ha sido observado

en diferentes microorganismos que han sido sometido cierto nivel de estrés
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(Givskov, 1994) para cuando el microorganismo pasa al siguiente medio de
adaptacion ya el mecanismo esta instalado en su metabolismo y es aqui donde

se observa el pico en la umgx (grafica 10). Una disminucidn progresiva ya

genera demasiado estrés y el mecanismo protector no es suficiente y se genera

inevitable mente una disminucion enla pmax

Con respecto a las cepas se encontré que las cepas 3 y 7 presentaron, en

general en todo el proceso de adaptacion, los mayores valores de pmax (0.092,

0.086; valores promedio de las cepas en todo el proceso de adaptacion), con
diferencias significativas con las demas cepas pero sin diferencias entre ellas.

Mientras que las cepas 4 y 1 presentaron el menor valor de pmax Sin

diferencias significativas entre ellas (anexo VI).

Con el fin de comparar las cepas adaptadas y sin adaptar en el agua residual se
graficaron sus velocidades especificas maximas de crecimiento, para todas las

cepas adaptadas y sin adaptar (grafica 11).

Grafica 11. Velocidades especificas maximas de crecimiento para las
cepas adaptadas y sin adaptar en el agua residual
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analisis de varianza para el factor adaptacion (cepas con proceso de adaptacion

0 cepas sin proceso de adaptacion) con la variable dependiente pmgx es de

0.1458, mayor al valor de significancia. Segun este analisis estadistico podria
decirse que no existen diferencias significativas entre el proceso adaptado y el
proceso sin adaptar, sin embargo de la grafica 11 es evidente que si existen. Por
lo cual se opta por analizar los resultados obtenidos para cada cepa por

separado.

Se encontrd6 que todas las cepas presentan un comportamiento
significativamente diferente entre si. El valor P correspondiente al andlisis de

varianza para el factor cepa (1, 3, 4, 5, 7) con la variable dependiente pmagx €S

de 0,0299 (anexo VI).

Para las cepas 3 y 7 se aconseja el uso del proceso de adaptacion; estas

presentaron mejorias en su Pmgx Una vez adaptadas, para las cepas 1y 4 este

seria nefasto; estas ni siquiera presentan crecimiento en los procesos de
adaptacién. Podria decirse que existen diferencias metabdlicas notables entre
estos dos grupos de cepas (3-7 y 1-4). Mientras que las cepas 3 y 7 presentaron
una rapida evolucion en su metabolismo durante el proceso de adaptacion que
les permitié asimilar la fuente de carbono del agua residual, las cepas 1 y 4 no
se adaptaron. Sus rutas metabdlicas no se modificaron durante el tiempo que
estuvieron en contacto con la fuente de carbono del agua residual tras haber

estado en contacto con una fuente de carbono alterna mas asimilable.
Por otro lado, el valor P correspondiente a la interaccidén entre ambos factores

tom6é un valor de 0,0009 y puede afirmarse que existe una interaccion

significativa entre éstos.
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4.5.3 Resultados DQO: Para cada una de las cinéticas de la adaptacion se

evalué la reduccion de la DQO, a continuacion se presentan los resultados

obtenidos para cada una de las cepas en la grafica 12.

Grafica 12. Interacciones de la variable dependiente reduccién de DQO
con los factores concentracion de CN y cepas adaptadas
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A partir de la grafica y del andlisis estadistico (anexo V) se observa que tanto la
cepa como la concentracion de caldo nutritivo en el agua residual interactuan
entre si y contribuyen significativamente en la reduccién de la DQO. Ademas,
se puede apreciar que cada uno de estos factores por separado afecta
significativamente la reduccion de la DQO. Los valores P correspondientes al
analisis de varianza para los factores cepa y concentracion de caldo nutritivo en
el agua y la variable dependiente reduccién de la DQO son de 0,00 para ambos
casos. Por otro lado, el valor P correspondiente a la interaccion entre ambos
factores tomd un valor de 0,00 por lo que puede afirmarse que existe una

interaccion significativa entre estos.

Entre las cepas no se presentd ninguna tendencia en el rango de
concentraciones evaluadas, asi que se decidio analizar cada una de las cepas

por separado.
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Para el caso de la cepa 1 se ve una disminucion progresiva en la reduccion de la
DQO a medida que se reduce la fuente alternativa de carbono. Para el caso de
la cepa 3 sucede lo contrario, a medida que disminuye la fuente de carbono se
incrementa la reduccion de la DQO. Para las cepas 7 y 4, no se presento ningun
patron, la reduccion aumenta y disminuye arbitrariamente a media que se
disminuye la concentracion; la reduccion que presentan ambas cepas para 0 g/L
y para 1 g/L son muy similares y ademas se aprecia una reduccioén minima para

la concentracién 0.6 g/L

En un balance general la cepa 3 fue la que presentd el porcentaje de reduccién
mas alto, presentando diferencias significativas con las demas cepas mientras
que con las cepas 4 y 7 se alcanzd la menor; esto teniendo en cuenta las
reducciones en las diferentes concentraciones evaluadas. En un balance
general la cepa 3 fue la que presento el porcentaje de reduccion mas alto,
presentando diferencias significativas con las demas cepas mientras que con
las cepas 4 y 7 se alcanzo la menor; teniendo en cuenta las reducciones en las

diferentes concentraciones evaluadas.

En cuanto a las concentraciones de caldo nutritivo utilizadas, puede decirse que
la menor reduccion de DQO se obtuvo para 0.6 g/L, mientras que la mayor se

obtuvo en las concentraciones de 1y 0.3g/L.

Ademas del andlisis de la influencia que presentan las cepas y las diferentes

concentraciones a las diferentes variables (DQO, DO, pumax) se decidio

determinar si existe alguna relacion entre las variables reduccion de la DQO y

densidad Optica en los valores obtenidos para las diferentes cepas. A

continuacion se muestran, en la tabla 16, las ecuaciones de las linealizaciones

obtenidas al correlacionar dichas variables junto con los factores de
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correlaciones obtenidos para cada una de las cepas. También se presenta la
grafica de reduccion de la DQO vs. Densidad optica para la cepa 1 que fue la

unica que mostré un factor de correlacion aceptable.

Tabla 16. Linealizaciones para relaciones Reduccion de la DQO vs.

Densidad Optica.

CEPA LINEALIZACION R2
1 Red.DQO = 14,2045+40,5799*0D 0,867907
Red.DQO = 59,1263 -
3 22,7552*0D 0,205376
4 Red.DQO = 29,2928 - 9,0215*0D 0,105932
Red. DQO = 13,5161 +
7 35,794*0D 0,403758

En la grafica 13 se muestra la Reduccion de DQO vs. Densidad optica para la

cepa 1. Las graficas de las demas cepas se muestran en el anexo VIIl ya que

las correlaciones obtenidas (R2) no son significativas.

Grafica 13. Linealizacién Reduccion DQO vs. Densidad Optica para la

cepai.
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Se encontré que una mayor cantidad biomasa de la cepa 1 repercute en una

mayor reduccién en la DQO; por cada décima (0,1) que se incremente la

Densidad optica habra un incremento del 4 % en la reduccién de la DQO.
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Como para las demas cepas el factor de correlacion es muy bajo, se puede
afirmar que la densidad Optica no afecta la Reduccion en la DQO para las cepas

3,4y 7, porlo menos no bajé el modelo lineal.

La cepa 1 fue la unica que presenté un comportamiento tal cual el esperado. A
medida que se disminuye la fuente e carbono alterna, se logra una disminucion
en los nutrientes y a los microorganismos se le dificulta su consumo, al bajar el
consumo se espera que la reduccion de la DQO disminuya. Ademas, si el
microorganismo no consume carbono del medio no le es posible formar mas
biomasa. Es por esto, que se observa en la grafica 12 una linea de reduccion
descendente y en la grafica 13 una correlacion entre la formacion de biomasa y
el consumo de la fuente de carbono. Las demas cepas no siguieron este
comportamiento y se cree que este fendmeno puede deberse a la formacion de
metabolitos secundarios por parte de las demas cepas que pudieran incrementar
la DQO. Ademas se ha encontrado que ciertos microorganismos al ser
sometidos a ambientes con una escasa fuente de carbono sobreviven gracias a
la capacidad de producir ciertas proteinas conocidas como proteinas de estrés
(Givskov, 1994). Basandose en esto, se podria decir, que la totalidad del
carbono consumido por las cepas 3, 4 y 7 no termind unicamente en las células
nuevas formadas, sino que ademas parte de este terminaria en nuevos
productos que son medibles mediante la técnica de la DQO y que serian los

responsables de este comportamiento no esperado.

Con el fin de determinar si el proceso de adaptacion repercute en una mejora en
la reduccion en la carga organica del agua residual se compararon los
resultados obtenidos en cuanto a la reduccion de la DQO por las cepas,

adaptadas y sin adaptar (grafica 14).
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Grafica 14. Interacciones de la variable dependiente reduccion de DQO
con los factores cepas y proceso de adaptacion
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A partir de la grafica y del analisis estadistico se observd que tanto la cepa
como el tratamiento utilizado (adaptacion o no adaptacion) interactuan entre si y
contribuyen significativamente en la reduccién de la DQO. Los valores P
correspondientes al analisis de varianza para los factores cepa (1, 3,4, 7) y
adaptacién (cepas adaptadas o no adaptadas) y la variable dependiente
reduccién de la DQO son de 0,3197 y 0,0374 respectivamente. Mientras que no
existe una diferencia estadisticamente significativa entre las diferentes cepas
adaptadas; es indiferente cual de las cepas de trabajo se seleccione para el
proceso de biodegradacion con respecto a la reduccién de la DQO, el hecho de
si son 0 no sometidas a un proceso de adaptacion previo si es relevante (anexo
ViI).

Las cepas 1, 7 y 4 no adaptadas presentan reducciones en la DQO
significativamente superiores aquellas que se presentan con las cepas
adaptadas. La capacidad reductora disminuye aproximadamente en un 30, 25y
5 % respectivamente, entre el tratamiento de las cepas adatadas y sin adaptar.
La unica cepa que mostrd una reduccion superior en la cepa adaptada es la

cepa 3.
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Contrario a lo encontrado en la bibliografia, la adaptacion no genera ventajas en
cuanto al proceso biodegradativo. Sin embargo, Mehmetoglu et al., 2003 realizé
adaptaciones a diferentes concentraciones de benceno, tolueno y fenol para la
biodegradacion y se obtuvieron resultados positivos. Esto se debe posiblemente
al empleo de medios sintéticos como fuente de carbono, en nuestro caso no se
emplean estos como fuente alterna de carbono y se hace mas dificil la
asimilacién de los mismos por las condiciones adversas en este medio y la falta

de homogeneidad en el mismo.

Partiendo de estos resultados obtenidos se aconseja la seleccion de las cepas
sin adaptar para el proceso de biodegradacion con cepas nativas. A partir de los
resultados obtenidos se decidié emplear las cepas sin adaptaciéon para continuar
con el estudio de los consorcios debido a que la variable de interés para este
caso en el que se pretende emplear biodegradacion es la reduccién de la DQO.
Debido a que la cepa 3 fue la unica que presentdé una mayor reduccién de la
DQO para el microorganismo adaptado se decidid descartar esta cepa y se
seleccionaron las cepas 1, 4, 7 para pasar a la otra etapa de la investigacién

correspondiente a la evaluacién de consorcios.

4.6 INHIBICION ENTRE CEPAS MICROBIANAS

La inhibicion entre cepas se realizé con el fin de formular un consorcio viable
para la degradacion del agua residual. En la tabla 17 se presentan los resultados
obtenidos para las pruebas de inhibicion de las cepas seleccionadas a partir de

la adaptacion de cepas (1,4y7.)

Tabla 17. Resultados de inhibicion entre cepas®.

| 100 | 10" | 10°-3 | 10”5
Cepa 1 en medio /cepa 4 papel
10"0  [0/0 [ 0/0 | 0/0 [0/0
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107-3 0/0 0/0 | 0/0 0/0

1075 0/0 0/0 | 0/0 0/0
Cepa 1 en medio /Cepa 7 papel

1070 0/0 0/0 0/0 0/0

107-3 0/0 0/X 0/0 0/0

107-5 X/X X/X X/X 0/0
Cepa 4 en medio /Cepa 7 papel

1070 0/0 0/0 0/0 0/0

107-3 X/IX X/X X/IX X/IX

107-5 XIX XIX XIX XIX

*0/0, X/X:: ausenciay presencia de halos de inhibicién respectivamente

De la tabla 17 se puede observar que las cepas 1 y 4 son compatibles, pero las
cepas 1y 7,y4y7 presentan halos de inhibicidn (estando la cepa 7 en el papel
filtro y las cepas 1 y 4 en plateos por separado). En la figura 4 se presentan los
halos de inhibicidn que aparecieron tras los ensayos, para mayor claridad se
encerraron en circulos. Se observd que alrededor del papel filtro de 6 mm. de

diametro, no se forma biomasa, hay unos halos redondos que bordean el papel.

Fig. 4 Halos de inhibicién presentados en el ensayo entre cepa 1 en

plateo y cepa 7 en papel filtro.
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La inhibicion entre cepas puede darse por la predominancia de una cepa sobre
otra debido a la presencia de metabolitos secundarios. Muchas bacterias
producen antibidticos, HCN, y otras sustancias que pueden ejercer control
bioldgico sobre otros microorganismos, ademas las Pseudomonas por ejemplo,
son bacterias que logran inhibir el crecimiento de otras cepas por la produccion
de metabolitos que retrazan el crecimiento, es decir, es una cepa antagonista
(Bashan, 2005; Costa, et.al., 2006). La ausencia de halo en las pruebas de las
cepas 1y 4 permite determinar compatibilidad de estas cepas, pues su union no
inhibe, retraza o pospone el crecimiento de una cepa sobre la otra y la presencia
de halo en las siembras con cepa 7 en el papel filtro permite determinar
inhibicion de esta cepa con las otras y por tanto, una accion antagonica por parte

dela cepa 7, es decir, la cepa 7 inhibe crecimiento para las cepas 1y 4.

4.7 RESULTADOS DE LOS TRATAMIENTOS CON CONSORCIOS

Finalmente, una vez seleccionadas las cepas nativas mas viables (cepas 1, 4, 7
sin adaptacion) para el proceso de biodegradacion se evaluo la posible

existencia de sinergia entre estas. Para esto, se comparo el desempefio de dos
consorcios compuestos por estas cepas y el desempefio de una cepa sola
también sin adaptar (para estos ensayos se selecciond la cepa 7 ya que en la
gréfica 14 se observa que la cepa 7 sin adaptar presentd una mayor reduccion
de la DQO con respecto a las demas). Los consorcios empleados fueron el
comercial (Bacton®), el consorcio 1-4, y el consorcio 1-4-7, Este ultimo con el

fin de determinar si las cepas se inhibian entre si en medio liquido.

4.7.1 Andlisis de biomasa para los consorcios y la cepa 7: Con el fin

de comparar la eficiencia entre los tratamientos con consorcios nativos,
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consorcio comercial y cepas individuales se realizaron cinéticas de crecimiento
para cada uno de éstos (grafica 15).

Grafica 15. Cinéticas de crecimiento para los consorcios y la cepa 7.

—e— Congordo natiwe (1,47

—=— Consordo native
147

Consondo comerdal

Absorbancia

Cepa Mativa (7]

o 10 0 30 40
Tiempao [hr)

A partir de la grafica se observa que el crecimiento de los consorcios es muy
similar entre si tanto en fases de crecimiento presentadas como en la trayectoria
que sigue la cinética y que ademas presentan un comportamiento parecido al
exhibido por la cepa individual evaluada. No hay presencia de fase lag en
ninguno de los casos, las cinéticas comienzan con una fase exponencial de 18 h
que es seguida por una fase estacionaria de 10 h en donde no hay crecimiento
neto de los microorganismos. Las densidades Opticas alcanzadas en la fase
estacionaria no presentaron diferencias significativas, fendmeno que se hace
apreciable en la grafica y que se reitera con el andlisis estadistico mostrado mas
adelante; lo que indicaria que no se presentd sinergia entre las cepas con

respecto a la formacion de biomasa.

Del consorcio comercial pondria decirse que, con respecto a la formacion de
biomasa, es indiferente si se emplea este o si se emplean las cepas nativas para

el tratamiento en el tiempo de crecimiento evaluado. Debido a la variedad
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microbiolégica que presenta el consorcio comercial, es posible que el tiempo
requerido de incubacion para cada uno de los microorganismos presentes sea
diferente y esto hace que la cinética obtenida no tenga forma definida, mientras
algunos microorganismos han llegado a fase estacionario otros no lo han hecho
y esto puede aportar a la irregularidad de la cinética. Por ejemplo, mientras las
bacterias presentes (Azospirillum brasilense, Azotobacter chrococcum y
Lactobacillus acidophillus) tienen cinéticas de crecimiento entre 12 y 20 horas,
la Saccharomyces cereviseae puede tardar hasta 72 horas para crecer, de
acuerdo al medio donde se encuentre, ademas las fases de cada
microorganismo varian de acuerdo a su metabolismo (Moreno et.al., 2004 ). El
tratamiento con el consorcio comercial se inocul6 solo por 30 horas con el unico
fin de poder compararlo con los tratamientos en los que se emplearon cepas

nativas.

El valor P correspondiente al analisis de varianza para el factor consorcio y la
variable dependiente OD es de 0.0958. Como este valor es mayor que el valor
de significancia (= 0.05) se puede decir que los diferentes consorcios no
presentan una diferencia estadisticamente significativa en cuanto a la formacion
de biomasa, Es decir, la seleccion del tratamiento mas efectivo en cuanto a esta
variable puede hacerse de manera arbitraria. La grafica dada por el software
STATGRAPHICS Plus 5.1, para la densidad o6ptica alcanzada por los

diferentes consorcios se muestra a continuacion en la grafica 19.

Grafica 16. Evaluacion de los consorcios con variable dependiente
densidad optica.

102



Evaluacion de consorcios

059 F 3

DISS I . i

05 .

Do

047 -

044 b .
1.4 147 T comercial

Consorcios

La formacién de biomasa a pesar de no ser significativamente diferente para los
consorcios evaluados es mayor para el consorcio 1,4 y el consorcio 1,4,7. La
cepa 7 presenta una formacion de biomasa menor a los consorcios ya

nombrados y el consorcio comercial es el de menor formacién de biomasa.

4.7.2 Analisis de la velocidad especifica maxima de crecimiento: A
continuacién, en la grafica 17 se presentan las velocidades especificas maximas
de crecimiento obtenidas para los diferentes consorcios a partir de las cinéticas

de crecimiento.

Grafica 17. Velocidades especificas maximas de crecimiento para los
consorcios.
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Mmax de los consorcios conformados por cepas nativas se mostraron

superiores, casi en una proporcion 2 a 1 a aquel presentado por la cepa nativa
individual; esto podria indicar que la coexistencia de varias cepas nativas genera
un crecimiento mas acelerado. Sin embargo nétese que el consorcio 1-4

presenta una pPmax Significativamente superior a la del consorcio 1-4-7

(0,0543>0,0453), podria decirse que la presencia de una tercera cepa generd
algun grado de inhibicion en el crecimiento de este consorcio; sobre todo

conociendo los resultados obtenidos en las pruebas de inhibicion bacteriana.

Con respecto al consorcio comercial se encontré que su velocidad especifica
maxima de crecimiento es significativamente inferior a la de los consorcios
nativos y que no presenta diferencias significativas entre la cepa nativa
individual, es decir, este se comporta similar a las cepas nativas cuando se

encuentran solas.

El valor P correspondiente al analisis de varianza para el factor consorcio y la

variable dependiente ymax es de 0,0016. Como este valor es menor que el

valor de significancia (= 0.05) existe una diferencia estadisticamente significativa

en cuanto a la velocidad especifica maxima de crecimiento.

De acuerdo con los resultados (ver anexo F) el consorcio que presentdé una

mayor Umax €s el consorcio nativo 1-4 el cual presenta diferencias significativas

con los demas consorcios, seguido por el consorcio nativo 1-4-7 también
significativamente diferente. El consorcio comercial y la cepa individual

presentaron un comportamiento homogéneo obteniendo los menores valores de

Mmax-
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4.7.3 Anadlisis de la reduccién de la DQO: A cada uno de los consorcios
se les evalud la capacidad de reducir la carga organica presente en el agua
residual, para esto se graficaron los porcentajes de reduccién de la DQO

obtenidos para cada uno de los consorcios (grafica 18)

Grafica 18. Porcentaje de reduccion de DQO para los consorcios y cepa
7.
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Con respecto a la capacidad de degradacion de la materia organica, se encontrd
que el consorcio comercial es significativamente mas efectivo que los demas
consorcios evaluados, este alcanzé una reduccion del 73% mientras que las
demas alcanzaron reducciones del orden del 50% para el consorcio con mejores
resultados a base de las cepas nativas ( consorcio 1-4). Por otro lado, cuando
se compar0 la capacidad reductora de los consorcios nativos con la cepa
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individual se vié que no existen diferencias significativas. Con respecto a la
reduccion de la carga organica presente en las aguas residuales tratadas, las
cepas nativas no presentan sinergia; en caso de implementar un tratamiento
empleando cepas nativas se obtienen iguales resultados empleando la cepa 7

sola, que al emplear el consorcio de cepas 1-4.

Igualmente se observd que, el consorcio nativo 1-4-7 fue el que presentd la
reduccion mas baja con diferencias significativas con respeto a los demas
tratamientos, esto se debe probablemente a la existencia de inhibicion entre las
cepas que componen este consorcio (resultados de las pruebas de inhibicion).
Es importante, al trabajar con consorcios microbianos, asegurar que no se
presenten inhibiciones entre los microorganismos empleados ya que en caso

contrario, no se logra una sinergia y se deterioran los posibles resultados.

El valor P correspondiente al analisis de varianza para el factor consorcio y la
variable dependiente reduccién de la DQO es de 0,00. Como este valor es
menor que el valor de significancia (= 0.05) asi se corrobora la existencia de

diferencias significativas.

4.7.4 Cinéticas de degradacién de DQO: En las graficas 19, 20 y 21 se
pueden observar las cinéticas de crecimiento y de degradacion de la carga

organica (DQO) para el consorcio nativo 1-4, la cepa 7 y el consorcio comercial.

Grafica 19. Cinética de crecimiento de degradacion para el consorcio 1-4.
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En los tres casos es evidente la reduccion en la DQO y el aumento de la
biomasa. Para las cinéticas de degradacion, al igual que para las cinéticas de
crecimiento, se pueden percibir diferentes fases. En primera instancia se
observa una fase lag (se evidencia en la cepa 7 y en el consorcio comercial),
seguida por una fase exponencial (en donde hay un aumento exponencial para la

biomasa y una disminucion exponencial para la DQO) y una posterior fase
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estacionaria en donde no hay cambios significativos en el tiempo ni para la

biomasa ni para la degradacion de DQO.

En el caso especifico de la cepa 7 se evidencia una fase lag de 5 horas en la
cinética de degradacion de DQO y una fase lag de 3 horas para la cinética de
crecimiento. Luego de la fase lag para la curva de degradacién de DQO se
presenta una fase de decrecimiento acelerado con una duracion de 11 horas y
luego de la hora 16 se estabiliza la DQO del agua residual. Para la cinética de
crecimiento se presenta luego de la fase lag una fase exponencial de 15 horas y

luego una fase estacionaria donde la biomasa no varia en el tiempo.

Para el caso de los consorcios se ve una relacion cercana entre ambas las
variables reduccion de DQO y Densidad Optica. Sélo para el consorcio
comercial se presentd fase lag. Se aprecidé un crecimiento de la biomasa y una
reduccion de la DQO acelerado desde el origen de las cinéticas para los
consorcios nativos y luego a las 19 horas se logra una fase estacionaria. Puede
observarse una relacion cercana entre ambas variables. Esto era de esperarse
ya que los microorganismos extraen carbono de la fuente de carbono del medio
(agua residual) reduciendo la DQO vy lo destinan a la formacion de biomasa

aumentando la biomasa.

Tras haber evaluado el proceso de biodegradacion con cepas nativas, sometidas
y no sometidas a procesos de adaptacion, aprovechar la posible sinergia entre
estas y emplear consorcios de microorganismo eficiente, se encontré que
empleado este proceso por si solo no logra el cumplimiento total de la norma. En
el mejor escenario correspondiente al consorcio comercial de microorganismos
eficientes, no se logra la reduccion del 80 % en la carga organica. En cuanto a
los demas parametros la norma se cumple, sin embargo, en un proceso donde

se complemente el tratamiento biologico con tratamientos primarios y terciarios,
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se puede lograr la reduccion de la normatividad y hasta en mayor proporcion

para lograr un reuso del agua (Tabla 18).

Vale la pena resaltar que la reduccion en la carga organica se evalué como la

reduccion de la DQO y no como la reduccion en la DBOg tal como se expresa

en el decreto 1594 de 1984. Esto basandose en las recomendaciones de la

literatura en donde se habla de la DBOg5 como una variable no reproducible cuya

variacion se puede medir en términos de variacion en la DQO, medida
reproducible y confiable (Asociacion de Ingenieros Sanitarios de Antioquia,
1993; Crites y Tchobanoglous, 2000):

Tabla 18. Reducciéon de DQO en los procesos de tratamiento de aguas
residuales (Min Ambiente, 2002) .

Tratamiento Reduccién
Primario Proceso DQO
cribado 40%

Tratamiento

Primario mecanico 50%
Secundario Bioldgico 70%
Desinfecciones 70%
Terciario Decantaciones 70%
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5. EVALUACION ECONOMICA TRATAMIENTO BIOLOGICO

5.1 REQUERIMIENTOS DEL PROCESO

5.1.1 Materias Primas: Para el proceso de tratamiento bioldgico se

emplearan las siguientes materias primas:

Cepas microbianas: Microorganismos conservados en agar nutritivo o Consorcio

Comercial Bacthon conservado a una temperatura de 4° C.

Agua de efluente previamente clarificada: El agua efluente del proceso de
produccion de Pintura Base Agua se clarifica y posteriormente pasa al proceso
bioldgico. Esta agua contiene el Polimero NOVA y algunas trazas de materias
primas de pinturas base agua, ademas una serie de microorganismos que

compiten con las cepas aisladas.

5.1.2 Equipos requeridos: Para el tratamiento se requieren una serie de
equipos que se presentan en la Tabla 19. La bomba dosificadora lleva el fluido
hasta la piscina de biorremediacién, se tiene en cuenta su posible uso y costo,
pero es probable que el proceso no la requiera y se trabaje solo por gravedad. El
compresor de aire es el encargado de comprimir el aire que estara oxigenando la

piscina de biorremediacion.
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La piscina se tiene en cuenta para los costos, pero en la planta hay
disponibilidad de usar un pozo donde en este momento se depositan las aguas

para clarificacion, que puede ser adaptado para utilizarlo como piscina.
Las tuberias permiten el transporte del fluido hasta la piscina y desde la piscina
hasta el tanque de almacenamiento. Estas pueden ser en PVC, pues el fluido no

€s corrosivo y no presenta contraindicaciones a este material.

El tanque de almacenamiento permite almacenar las aguas tratadas para

tenerlas listas para una posterior disposicion.

Tabla 19. Equipos requeridos para tratamiento biolégico de efluentes.

Precio
Equipo (pesos) Necesidad
Bomba Dosificadora $ 800.000 1
Compresor de aire $ 800.000 1
$
Piscina 1.000.000 1
Tuberias $ 300.000 15 mts
Tanque de $
almacenamiento 1.000.000 1
TOTAL $3.900.000

5.1.3 Inversiones Fijas: Las inversiones fijas que deben realizarse para el
desarrollo del proyecto basicamente son la construccion de la piscina de
biodegradacion y apertura de espacios para el proceso (en la planta se

encuentra una zona definida para este fin, en la planta de clarificacion de
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aguas), obras civiles también relacionadas con este propdsito, la maquinaria y

equipos Y los repuestos y herramientas necesarios.

5.1.4 Inversiones diferidas: Las inversiones diferidas tienen en cuenta los

gastos de organizacion y de ingenieria, los gastos de montaje de la planta, la
instalacion, pruebas y puesta en marcha, la capacitacion de los operarios

encargados y algunos gastos financieros que puedan presentarse.

Tabla 20. Inversiones diferidas para el proyecto con tratamiento

bioldgico.

Inversiones diferidas $ 700,000
Gastos de organizacion $ 200,000
Gastos de montaje $ 100,000
Instalacion, pruebas y puesta en

marcha $ 260000
Licencias $0
Capacitacion $ 90,000
Gastos financieros durante la

instalacion $ 50,000

5.1.5 Capital de trabajo: El capital de trabajo se presenta en la tabla 22. En

ella pueden apreciarse los rubros correspondientes.

Tabla 21. Capital de trabajo para el proyecto

Valor

Concepto (pesos)
Capital de trabajo $1.000.000
Efectivo y bancos $ 800.000
Inventario de materia prima y materiales $0
Productos en proceso $0
Inventario de productos terminados $0
Cuentas por cobrar $0
Cuentas por pagar $ 200.000
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5.1.6 Gastos preoperativos: Los gastos preoperativos del proyecto fueron
cubiertos por la Universidad EAFIT, por tanto no se tienen en cuenta para la
adopcion del proyecto por parte de CGP. Estos son aquellos gastos para el

trabajo de laboratorio realizado en la Universidad.

5.1.7 Costos: Los costos de operacion corresponden a costos directos, de los
cuales la mayor proporcion son las materias primas y materiales.

Los servicios publicos como la electricidad se valoran en $50000/mes aprox.
Teniendo en cuenta posible uso de electricidad de la planta de la empresa.
Ademas, se valoré el mantenimiento de equipos y sistemas, pero soélo en una
proporcion, pues una sola persona de mantenimiento se encarga no solo de la

planta de clarificacion sino también de la zona de envase y de empaque.

Se tiene en cuenta también el costo de un seguro para los equipos y los

impuestos indirectos se incluyen en otros rubros.

Tabla 22. Costos de Operacion para el tratamiento biolégico

Concepto Valor /aiio

Costos de Operacion $ 2.233.000,00
Costos directos $900.000,00
Materias primas y materiales $ 900.000,00
Costos indirectos $1.333.000,00
Servicios $ 600.000,00
Mantenimiento $ 433.000,00
Seguros $ 300.000,00
Impuestos indirectos $ 0,00
Gastos de comercializacion y

distribucion $ 0,00
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5.1.8 Ingresos Los ingresos que se estiman se deben a los rubros que dejan
de pagarse a EPM por agua para el proceso, pues, el agua que se trate entrara a
ser utilizada en los procesos de la planta. El costo unitario de m3 de agua
potable es de $ 1400 teniendo en cuenta alcantarillado. Por tanto el consumo de
agua sera el valor en pesos por m3 multiplicado por el numero de m3 que se
utilizan por afio (aprox. 3150 m3 de agua/afio).

Tabla 23. Ingresos del proyecto

Concepto Valor
Ingresos $4.612.470,00
Operativos $4.410.000,00
Otros ingresos (no manejo de EPM) $ 150.000
Otros ingresos (tasas retributivas ) $ 52.470,00

5.1.9 Flujo de efectivo: El Flujo de efectivo del proyecto con tratamiento

bioldgico se presenta en la figura 5.

5.2 ANALISIS DE RENTABILIDAD

5.2.1 Valor presente neto: El valor presente neto del proyecto con el

proceso de biorremediacion es de 571.805,13 pesos colombianos, considerando
una vida util del proyecto de 5 afios, la cual se fijo teniendo en cuenta la vida util
en la que se depreciaron los equipos. Como este valor es positivo, bajo los

parametros en los que se analizd, se considera que el proyecto es viable.

5.2.2 Tasa Interna de Retorno: La tasa interna de retorno (TIR) del

proyecto es del 10%, lo cual indica que bajo los parametros que se han

establecido, el proyecto es factible econdbmicamente.
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5.2.3 Relacion Beneficio/Costo: La relacion beneficio/ costo es de 1.10
aproximadamente. Lo que indica que los ingresos superan los egresos y el

proyecto es viable.

6. EVALUACION ECONOMICA DE LA SITUACION ACTUAL

6.1 REQUERIMIENTOS DEL PROCESO

6.1.1 Materias Primas: Para el proceso de tratamiento actual se emplea un
floculante: Polimero NOVA. Este floculante se emplearia en el proceso completo
para tratamiento de aguas, por lo tanto, al no generar una carga extra para el
proceso no se tiene en cuenta en los costos, pues incumbirlo en los costos
implica incumbirlo en los costos del tratamiento biologico también y no

representa cambio significativo.
Agua de efluente: El agua efluente del proceso de produccion de pintura base
agua que contiene una serie de trazas de materias primas de pintura, pigmentos,

microorganismos en baja proporcion, contaminantes del proceso, entre otros.

6.1.2 Capital de trabajo: El capital de trabajo se presenta en la tabla 24. En

ella pueden apreciarse los rubros correspondientes.

Tabla 24. Capital de trabajo para la situacién actual

Valor
Concepto (pesos)
Capital de trabajo $1.000.000
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Efectivo y bancos $ 800.000
Inventario de materia prima y materiales $0
Productos en proceso $0
Inventario de productos terminados $0
Cuentas por cobrar $0
Cuentas por pagar $ 200.000

6.1.3 Costos: Lo que se tomaron como costos para esta parte de la evaluacion
son los rubros correspondientes al agua que deja de reprocesarse y que debe
comprarse a EPM para su uso. El m3 de agua de EPM tiene un costo de $1400.

Se dejan de reprocesar cerca de 9 m3/dia. Ademas se tienen en cuenta las

tasas retributivas a pagar, cuyo costo es de $87.45 por cada mg/L de DBO y los

otros gastos por el uso de agua de EPM.

Tabla 25. Costos del proceso como se realiza actualmente

Concepto Valor

Costos $4.612.470,00
Agua EPM $4.410.000,00
Otros ingresos (no manejo de EPM) $ 150.000
Otros ingresos (tasas retributivas ) $ 52.470,00

6.1.4 Ingresos: No se tienen ingresos por el proceso actual, pues esto se
hace como forma de evitar cargas contaminantes a los efluentes. No como

forma de agregar valor agregado a los efluentes.

6.1.5 Flujo de efectivo de la situaciéon actual: El flujo de efectivo de la

situacion actual se presenta en la Figura 6.

6.2 ANALISIS DE RENTABILIDAD
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6.2.1 Valor presente neto: El valor presente neto del proyecto con el

proceso actual es de -15.399.872,62 pesos colombianos, considerando una
vida util del proyecto de 5 afos, la cual se fijé teniendo en cuenta la vida util en la
que se depreciaron los equipos existentes. Como este valor es positivo, bajo los
parametros en los que se analizd, se considera que este es poco viable o0 sélo se

realiza para fines benéficos (en este caso para el ambiente).

6.2.2 Tasa Interna de Retorno: La tasa interna de retorno (TIR) del

proyecto es de 0%, lo cual indica que bajo los parametros que se han

establecido, el proyecto no es factible econdmicamente.
6.2.3 Relacion Beneficio/Costo: La relacion beneficio/ costo es de -14

aproximadamente. Lo que indica que los egresos superan los ingresos vy el

proyecto no es rentable.
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7. PROCESOS COMPLEMENTARIOS AL PROCESO PARA REDUCIR LA
CARGA ORGANICA Y LOGRAR AGUAS PARA REPROCESO

Dentro del campo de tratamiento de aguas efluentes y/o residuales se han
presentado cambios tecnoldgicos apreciables. La variedad de posibles métodos
de tratamiento aumenta, sin embargo, los métodos que han comprobado su
eficiencia son de tres tipos: biologicos, fisicos y quimicos. Estos a su vez se
combinan entre si en una gran variedad de formas creando sistemas

bioquimicos o fisico-bioldgicos (Crites y Tchobanoglous, 2000).

En este proyecto se proponen dos procesos para el tratamiento de aguas
efluentes de la Planta Base Agua de la CGP. Ambos utilizan los tres tipos de
procesos para tratamientos de aguas: procesos biolégicos, fisicos y quimicos,
ademas de los tres tipos de tratamientos: primarios, secundarios y terciarios.
Siguiendo los procesos propuestos se garantiza el cumplimiento del Decreto

1594 de 1984 y ademas se reduce la carga organica de las aguas efluentes.

El proceso numero 1 se compone de un tratamiento primario con un filtro de

malla, el cual, permite separar los sélidos de mayor tamafio y otros solidos
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suspendidos de diametro mayor a las mallas. Luego de este tratamiento se da
inicio a un tratamiento secundario consistente en el tratamiento biolégico. Los
efluentes permanecen un tiempo de 20 horas aproximadamente en la piscina de
tratamiento estando en contacto con los microorganismos y ademas de los
microorganismos se agrega el floculante. Una vez el tiempo indicado finaliza, la
porcion liquida pasa a un tratamiento terciario de desinfeccion, en el cual, el
efluente del proceso bioldgico se pone en contacto con hipoclorito de sodio al
2% para matar los microorganismos que permanezcan en el seno del fluido y
por ultimo se realiza una filtracion con arena para garantizar mejor calidad del

agua.

El proceso numero 2 se compone de un tratamiento primario con un filtro de
malla, luego de este tratamiento se realiza una clarificacion con un polimero
floculante, en este proceso el floculante logra aglomerar los sdlidos y por el peso
de los flocs caen al fondo del tanque, permitiendo que las aguas queden libres
de solidos. Las aguas clarificadas pasan entonces al proceso biolégico en la
piscina de tratamiento. En esta tienen un tiempo de residencia aproximado de 20
horas, en las cuales, los microorganismos por medio de su capacidad
biodegradativa disminuyen la carga organica y por tanto reducen la DQO. Una
vez este tratamiento finaliza, se pasan las aguas a un tanque de desinfeccion en
donde el hipoclorito de sodio al 2% mata las bacterias y microorganismos

presentes y logran aguas limpias y de condiciones para reproceso.
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8. CONCLUSIONES

La biota obtenida a partir de las aguas residuales del proceso de pinturas generé
un conjunto de 7 cepas bacterianas nativas similares del tipo bacilos y
coco-bacilos gram negativos, de las cuales 4 cepas poseian caracteristicas
aceptables en cuanto a la capacidad reductora de la carga organica y capacidad

de supervivencia en las aguas efluentes de la planta base agua de la CGP.

La biomasa microbiana obtenida en el proceso de biodegradacion de las aguas
sin fuente alternativa de carbono es relativamente baja , al igual que la velocidad
especifica maxima de crecimiento. Esto debido a la adversidad del medio donde

crece el microorganismo.

En general el proceso de adaptacion de las cepas nativas empleando una fuente
de carbono sintética mas facilmente asimilable es contra productivo para el
proceso de biodegradacién de estos efluentes. Las cepas que son sometidas a
este proceso pierden su capacidad reductora de carga organica entre un 5% a
un 30%.

La reduccion de la carga organica presente en los efluentes provenientes del
proceso productivo la CGP para la produccion de pinturas a base agua se logra
al emplear procesos de biodegradacion con microorganismos nativos aislados
de las aguas o empleando microorganismos eficientes, ambos son capaces de

asimilar la fuente de carbono presente en estas aguas.

La mayor reduccion de carga organica se logra al emplear consorcios de

microorganismos eficientes (Bacthon®) alcanzando reducciones de un 73% de
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la carga en un periodo de 30 horas aproximadamente. Al emplear
microorganismos nativos se alcanzan reducciones del orden de 50% en un
periodo de 30 horas dependiendo de las cepas empleadas (cepas 1, 3,4y 7),
siendo irrelevante si se emplean de manera individual 0 como consorcios, ya que
entre las cepas no se presenta sinergia; esto siempre y cuando las cepas no

tengan efectos inhibitorios entre ellas.

Para las cepas evaluadas se encontraron efectos inhibitorios entre algunas de
estas (grupo de cepas 1 y 4 con la cepa 7,) de aqui la necesidad de controlar las
cepas empleadas en el proceso ya que de utilizar cepas que se inhiben entre si

se reduce notablemente la efectividad de la biodegradacion.

El proceso de biodegradacion del agua residual de la planta de produccion de
pintura a base agua de la CGP es un proceso viable econédmicamente ya que la
TIR alcanzada es del 10% en comparacion con el proceso actualmente utilizado

que es de 0%

El empleo de un proceso de biodegradacion trabajado individualmente no genera
el cumplimiento de la norma de vertimiento presentada en el Decreto 1594/1984.
Por ende es necesario emplear otras operaciones primarias, secundarias y

terciarias complementarias.

Las aguas tratadas por el proceso compuesto por tratamientos primarios,
secundarios vy terciarios pueden ser empleadas en procesos secundarios en la
planta generando una disminucion en los costos de utilities y de materias
primas. Si se logra una desinfeccion adecuada es posible lograr el reproceso en

el proceso de produccion de pinturas base agua.
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9. RECOMENDACIONES

Evaluar la degradacion de la carga organica alcanzada por el consorcio
comercial basado en microorganismos eficientes en su totalidad, hasta
que la reduccion de la DQO no sea significativa en el tiempo. Con el fin
de determinar el potencial de degradacion que presenta este consorcio en

esta agua, el tiempo de duracion del proceso y su viabilidad econdmica.

Realizar una evaluacion similar a la que se plante6 en este proyecto para
los efluentes de la planta pinturas a base agua de la CGP antes de llevar
acabo el proceso de clarificacion, esto con el fin de observar el potencial

de la biodegradacion en este punto.

Realizar el escalado del proceso a nivel industrial para evaluar su

eficiencia y comparar los resultados obtenidos a nivel del laboratorio.

Llevar acabo la identificacion molecular de las cepas microbianas para
profundizar mas la investigacion conociendo los posibles metabolitos
producidos por la cepa, la caracterizacion de la cepa y su patogenicidad,

entre otros factores que pueden afectar el proceso de una u otra manera.
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ANEXOS

ANEXO . Ficha técnica y Hojas de seguridad polimeros para floculacién.
Polimero NOVA C-225
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NOVAQUIMICA

Tratamiento de aguas

Boletin Técnico
NOVA C-225

COAGULANTE

El NOVA (C-225 es un polimero
coagulante y floculante cationico utilizado en
el tratamiento de aguas potables y residuales
para eliminar la turbidez ocasionada por los
solidos en suspension. También ayuda en la
reduccion y sedimentacion del hierro y el
color presentes.

Elimina color y materia organica.
Reduce y sedimenta el hierro presente.
Trabaja en un amplio rango de pH (5.0 —
8.5).

® Reemplaza hasta en un 100% el sulfato de

aluminio.

* Se puede dosificar puro y es 100% soluble
en agua.

* Proporciona un excelente balance técnico-
econdmico.

DESCRIPCION

El NOVA C-225 es un polimero catidénico con
alto peso molecular.

PROPIEDADES

Apariencia : Liquido

Color : Transparente - Ambar
Olor : Dulce

Solubilidad : Total

Densidad gr/ml : 1.31-1.34
DOSIFICACION

La dosis de NOVA (C-225 depende del
contenido de sélidos presentes en el agua a

PBC-03 Version 1
Pagina 1 de 1

tratar y del hierro que se desea reducir. Para
la determinacion de las dosis dptimas se deben
realizar pruebas de jarras con una muestra
representativa del agua a tratar, 6 con base en
la experiencia dosificar directamente a la
planta de tratamiento, tomando como base la
dosis de sulfato de aluminio utilizada
normalmente.

ALIMENTACION

Se debe dosificar con bomba en forma
continua, preferiblemente directo desde el
tambor de suministro, inyectindolo en un
punto de buena agitacion como la entrada de
agua a la planta de tratamiento.

MANEJO

El NOVA C-225 puede causar irritaciones en
la piel debido a su caracteristica acida. Por tal
razén se deben utilizar los implementos de
seguridad recomendados para estos productos,
como guantes y gafas. En caso de contacto
lave INMEDIATAMENTE con abundante agua
los ojos y la piel por lo menos durante 15
minutos.  Para los ojos consiga atencion
médica.

Se deben evitar también los derrames del
producto ya que el suelo se vuelve liso y se

pueden ocasionar accidentes.

EMPAQUE Y ALMACENAMIENTO
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Boletin Técnico =
NOVA C-225 P a2 o 1

El NOVA C-225 viene empacado en tambores
de 150 yv 270 kgs. También se despacha a
granel.
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TARJETA DE EMERGENCIA : NOVA C-225 POLIMERO CATIONICO

PRODUCTO : NOVA C-225 POLIMERO CATIONICO

‘1. IDENTIFICACION DEL PRODUCTO QUIMICO/ EMPRESA

NOVAQUIMICA PRODUCTO QUIMICO

Circular 4 #71-64 LAURELES Codigo interno: NOVA C-225

Tel: 416 26 22/ 416 10 61 Sinonimia: polinuclear cationico. >

lunes a viernes de 7:30 a.m. A 6:00 g Formula quimica: Mezcla

y sabados 8:00 a.m. A 12:00m Peso Molecular: Mezcla

e-mail: comercial@novaquimica.com.co

EMERGENCIAS QUIMICAS LLAMAR A CISPROQUIM 01 8000 916012 FUERA DE BOGOTA O 288 60 12 BTA

2.IDENTIFICACION DE PELIGRO

CONTACTO 0JOS: Producto corrosivo, el contacto directo con el material puede causar dano en los ojos.
INGESTION: corrosivo, la ingestién causa quemaduras de inmediato en boca, garganta, eséfago y tracto
gastrointestinal. Puede causar nauseas, vomito y diarrea. La ingestion puede ser fatal.

CONTACTO PIEL: El contacto prolongado o repetido con la piel puede causar enrojecimiento, dolor y quemaduras
de la piel

3, EQUIPO DE PROTECCION PERSONAL/ CONTROLES DE EXPOSICION

PROTECCION RESPIRATORIA: N.A.

VENTILACION EXTRACCION: GENERAL: X EXPECIFICA:
TIPO DE GUANTES DE PROTECCION: Manipule con guantes de goma.

TIPO DE LENTES PROTECCION: Lentes de seguridad para quimicos (goggles).

PROTECCION ADICIONAL: Petos y botas de caucho. Es importante el tener una ducha de seguridad
con lava ojos cerca del sitio de manipulacién

4, MEDIDAS DE PRIMEROS AUXLIOS

CANTIDAD AMBIENTAL MAXIMA PERMISIBLE: No establecida.

0JOS: Lave con abundante agua por lo menos durante 15 minutos. Acuda de inmediato a un médico
PIEL: Lave con abundante agua y jabén. Retire la ropa contaminada con el producto.

INGESTION: No induzca al vomito. Suministre grandes dosis de agua. No de nada de beber a personas
inconscientes. Llame a un médico

5 MEDIDA PARA EXTINCION DE INCENDIOS

PUNTO DE IGNICION: Ninguno.

AGENTE DE EXTINCION: No aplica.

PROCEDIMIENTOS ESPECIALES PARA COMBATIR EL FUEGO: Ninguna.

PELIGRO DE EXPLOSION Y DE FUEGO IMPREVISTOS: El contacto con metales, puede liberar gas hidrogeno
inflamable. En tal casa utilice CO2 como extintor.

6, MEDIDAS EN CASO DE VERTIDO ACCIDENTAL

Elimine todo riesgo de contacto con metales, no verter por el desagoe. Absorba con material inerte como arena,
tierra, no utiice materiales combustibles como viruta de madera.

7, MANIPULACION Y ALMACENAMIENTO

CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO: Almacene en un area bien ventilada. Los envases bien cerrados
cuando no se usen. Verifique periodicamente el perfecto estada de los mismos.

PROCEDIMINETOS DE MANIPULACION: Evite contacto con la piel y derrames, estos tornan las superficies
resbalosas.

Vacie los tambores dentro del equipo de aplicacién. Eimine los tambores vacios en un vertedero industrial o
incinerelos segun lo que permitan las autoridades estatales y locales. Si son incinerados evite la inhalacion del
humo.

APROBO: MAURICIO BELTRAN CAMARGO FECHA:OCTUBRE 27 DE 2006
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NOVAQUIMICA

Tratamiento de aguas
Boletin Técgﬁico
NOVA A-410

POLIMERO ANIONICO
NOVA A-410 es un polimero floculante

anidnico utilizado en el tratamiento de aguas
potables y residuales para lograr la
sedimentacion en forma rdpida de los fléculos
formados después de la etapa de coagulacion.

Trabaja en un amplio rango de pH: 6-13.
Proporciona sedimentacion ripida de los
sélidos en la planta de tratamiento.

® Mayor velocidad de filtracion posterior.
Facilmente soluble en aguas.
Proporciona un excelente balance técnico-
econdmico, ya que trabaja a dosis muy
bajas.

DESCRIPCION

NOVA A-410 es un copolimero de dcido
acrilico de carga anidnica y de peso molecular
alto.

PROPIEDADES

Apariencia : Polvo Granular
Color : Blanco

Tipo de carga  : Anidnica

Olor : Ninguno
DOSIFICACION

La dosis de NOVA A-410 depende de la
aplicacion ¢ del tipo de agua a tratar y solo se
determinard por medio de las pruebas de jarras
combinindose con los ofros productos
utilizados, como coagulantes y [loculantes
adicionales.
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ALIMENTACION

Se debe dosificar con bomba en formu
continua en un sitio de buena agitacién, po
ejemplo, en la entrada de agua a la planta d«
tratamiento y luego de la adicién de
coagulante, a una distancia estratégica 3
conveniente.

Para lograr el mejor rendimiento del productc
se deben preparar soluciones con un:
concentracion maxima de 0.5% y alimenta
luego con diluciones de ésta al 0.1%. L«
anterior puede variar dependiendo si se trat
de clarificacion de agua influente & ds
residual.

El tiempo de preparacion de las soluciones de
NOVA A-410 debe estar como minimo entre
30 y 45 minutos con agitacién constante. Est:
se debe realizar de la siguiente manera:

* Bajo agitacidon constante, agregar NOV 2
A-410 lentamente al agua (Con esto s

evita la formacion de grumos ¢
apelmazamiento).

* Continuar con la agitacién durante 10 a 1£
minutos.

® Dejar en reposo entre 10 a 15 minutos.
e Iniciar de nuevo la agitacién por I¢
minutos.
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CODIGO PTC-02
Version 1
Pagina 1 de 1 NOVAQUIMICA

Tratamienta de aguas

TARJETA DE EMERGENCIA : NOVA A-410 POLIMERO ANIONICO

PRODUCTO : NOVA A-410 POLIMERC ANIONICO

[1. IDENTIFICACION DEL PRODUCTO QUIMICO/ EMPRESA

NOVAQUIMICA PRODUCTO QUIMICO
Circular 4 #71-64 LAURELES Codigo interno: NOVA A-410
Tel: 416 26 22/ 416 10 61 Formula quimica: Copolimero de

lunes a viernes de 7:30 a.m. A 6:00 |amida acrilica y acrilato de sodio
y sabados 8:00 a.m. A 12:00m
e-mail: comercial@novaquimica.com.co

EMERGENCIAS QUIMICAS LLAMAR A CISPROQUIM 01 8000 916012 FUERA DE BOGOTA O 288 60 12 BOGOTA

2.IDENTIFICACION DE PELIGRO

CONTACTO OJOS: Lavar largo tiempo con mucho agua; eventualmente buscar ayuda medica.
INGESTION: En caso de malestar acudir al medico.

CONTACTO CON LA PIEL: Lavar con agua y jabon. Deshacerse de la ropa contaminada.
INHALACION: En caso de malestar acudir al médico, poco probable la inhalacion de grandes cantidades.

3, EQUIPO DE PROTECCION PERSONAL/ CONTROLES DE EXPOSICION

PROTECCION RESPIRATORIA: Con formacion de polvo.

PROTECCION DE OJOS: Lentes de proteccién.

MEDIDAS DE HIGUIENE: Para la manipulacién de productos quimicos atender las usuales normas de precaucién
vy reglas de limpieza.

4, MEDIDAS EN CASO DE VERTIDO ACCIDENTAL

PRECAUCIONES INDIVIDUALES: Producto derramado genera con agua o humedad gran peligro resbalamiento.
PRECAUCIONES PARA LA PROTECCION DEL MEDIO AMBIENTE: Remover con un material absorbente.

Lavar y enviar los pequenos restos al sistema de canalizacion con mucho agua y adicionar al tratamiento biologico
de aguas servidas.

5, MANIPULACION Y ALMACENAMIENTO

MANIPULACION: Advertencia para la manipulacion segura: Antes de generacion de polvo, asegurar una
buena ventilacidn, eventualmente aspiracion.

ALMACENAMIENTO: Exigencias técnicas para almacenes y recipientes: Medidas especiales no son necesarias.

6.INFORMACIONES ECOLOGICAS.

Informaciones sobre eliminacion (permanencia y degradabilidad).

Biodegradabilidad: No permitir que el producto concentrado alcance las vias de agua sin un tratamiento biologico
de las aguas servidas.

Las soluciones diluidas de aplicacion especifica deben ser consideradas como no contaminantes del agua, motivado
por las caracteristicas especificas del producto (sustantividad elevada, floculacion con lodos activos).

De acuerdo a su estructura altamente polimerizada no se presenta un valor apreciable de degradacion biologica.

de aguas servidas, ya que se fija a los lodos activos.

Por la sustantividad propia del producto se alcanza un afto grado de eliminacion en instalaciones biologicas de depuracion

7, CONSIDERACIONES SOBRE LA ELIMINACION

de incineracion.
ENVASES CONTAMINADOS: Embalajes no danados pueden ser, luego de una limpieza adecuada, nuevamente
utilizados bajo responsabilidad propia.

PRODUCTO: Desechar segln las prescripciones de las autoridades locales, como por ejem, en una adecuada insftalacién

APROBO: MAURICIO BELTRAN CAMARGO FECHA:OCTUBRE 27 DE 2006
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Anexo Il. Caracterizaciéon de agua residual de la Planta Base Agua de

Compaiiia Global de Pinturas.

1. Informacidén del Usuario.

por:

Reporte:

Cliente: COMPANIA PINTUCO S A.
Solicitado Ingeniero Sergio Uribe

Direccién: Autopista Medellin Bogota, Km. 1 Via Belén rionegro
Fecha de 16 de julio de 2007

2. Identificacion de las Muestras Recibidas

Fecha de 05 de Julio de 2007

Recepcion:

Muestreado Omniambiente Ltda.

por:

Cadigo Descripcion de la Muestras
2886-01 Entrada P. T. A. Residual Industrial
2886-02 Salida P.T.A. Residual Industrial

Hora:

Matriz

Agua
Agua

Puntual

Caracteris
ticas

A. Residual
A. Residual

3. Andlisis de Laboratorio _

Resultados Pruebas Fisicoquimicas

Parametros Unidad Valores Obtenidos

es 2886-01 2886-02
DQO mg/l Oo 2784 784
DBO5 mg/l O 1920 540
Solidos mg/I 2439 250
Suspendidos

Metodologias de Analisis
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DQO 5320D — Reflujo cerrado — Método Calorimétrico

DBOs 5210B — Prueba ROB de 5 dias

Sélidos 2540D — Solidos Totales en suspension secados a 103-105 OC.
Suspendidos

4. Confidencialidad

Los resultados anteriores son validos Unicamente para las muestras analizadas
en el laboratorio, y son de caracter confidencial y de propiedad del cliente.

Ana Maria Alzate Montes

Anexo lll. Decreto 1594 de 1984 (normatividad de efluentes)
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PARAGRAFO. De acuerdo con las caracteristicas del cuerpo recptor y del vertimiento, la EMAR
decidira cual o cuales de las normas de control de vertimiento sefialadas en este articulo

podran excluirse.

ARTICULO 73. Todo vertimiento a un alcantarillado publico deberéa cumplir, por lo menos, con

las siguientes normas:
REFERENCIA

pH

Temperatura

Acidos, bases o soluciones acidas
0 basicas que puedan causar
contaminacion; sustancias explosivas
o inflamables

Sdlidos sedimentables

Sustancias solubles en hexano
Sdlidos suspendidos para desechos

domesticos e industriales

DEMANDA BIOQUIMICA DE OXIGENO
Para desechos domésticos

Para desechos industriales

Caudal maximo

WVALOR
5 a9 unidades

<40° C

Ausentes
=10ml/1
=100 mg /1

USUARIO EXISTENTE
Remocién = 50 %
en carga

Remocion =30%
en carga

Remocion =20%
en carga

1.5 veces el caudal
promedio horario
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Carga maxima permible (CMP) de acuerdo a lo establecido en los articulo 74 y 75 del presente

Decreto.

PARAGRAFO. De acuerdo con las caracteristicas del cuerpo receptor y del vertimiento, la
EMAR decidira cual o cuales de las normas de control de vertimiento anotadas, podran

excluirse.

ARTICULO 74 Las concentraciones para el control de la carga de las siguientes sustancias de

interés sanitario, son:

SUSTANCIA
(mgfl)

Arsénico

Bario

Cadmio

Cobre

Cromo
Compuestos fendlicos
Mercurio

Niquel

Plata

Plomo

Selenio

Cianuro

Difenil policlorados

EXPRESADA COMO

As

Ba

Cd

Cu
Cr+6
Fenal
Hg

Ni

Ag

Fb

Se

CN
Concentracion de Agente
Activo
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Mercurio organico Hg No detectable

Tricloroetileno Tricloroetileno 1.0
Cloroformo Extracto carbon

Cloroformo (ECC) 1.0
Tetracloruro de Carbono Tetracloruro de Carbono 1.0
Dicloroetileno Dicloroetileno 1.0
Sulfuro de Carbono Sulfuro de Carbono 1.0
Oftros compuestos organoclorados  Concentracion de
cada variedad Agente Activo 05
Compuestos organofosforados, Concentracian de
cada variedad Agente Activo 0.1
Carbamatos - 0.1

PARAGRAFO. Cuando los usuarios, atun cumpliendo con las normas de vertimiento, produzcan
concentraciones en el cuerpo receptor que excedan los criterios de calidad para el uso de usos
asignados al recurso, el Ministerio de Salud o las EMAR podran exigirles valores mas
restrictivos en el vertimiento.

ARTICULO 75. La carga de control de un vertimiento que contenga las sustancias de que trata
el artpiculo anterior, se calculara mediante la aplicacion de las siguientes ecuaciones:

A
B

(Q) (CDC) (0.0864)
(Q) ( CV) (0.0864)

PARAGRAFO 1. Para los efectos de las ecuaciones aque se refiere el presente articulo,
adoptanse las siguientes convenciones:

A Carga de control, Kg/dia

Q . Caudal promedio de vertimiento, l/seq.

B : Carga en el vertimiento kg/dia

CDC: Concentracion de control, mg/l

CV : Concentracion en el vertimiento, ma/l

0.0861: Factor de conversion.

PARAGRAFO 2. La carga maxima permisible (CMP) sera menar de los valores entre Ay B.
ARTICULO 76. Cuando la carga real en el vertimiento sea mayor que la carga maxima
permisible (CMP), aguella se debera reducir en condiciones que no schrepase la carga maxima
permisible.

ARTICULO 77. Cuando el caudal promedio del vertimiento se reduzca y por consiguiente la
concentracion de cualesquiera de las sustancias previstas en el articulo 74 se aumente, la
carga maxima permisible (CMP) continuara siendo la fijada segun el paragrafo 2 del articulo 75
del presente Decreto.

ARTICULO 78. El conthrol del pH, Temperatura (T), Material Flotante, Solidos Sedimentables,
caudal y sustancias solubres en hexano, en el vertimiento, se hara con base en unidades y en
concentraciion. El de los solidos suspendidos y el de la Demanda Bioquimica de Oxigeno, con
base en la carga maxima permisible, (CMP) de acuerdo con las regulaciones que establezca la
EMAR.

ARTICULO 79. Las normas de vertimiento correspondientes a las ampliaciones que hagan los

usuarios del recurso se calcularan de acuerdo con lo establecido en los articulos 75, 76, 77 y 78
del presente Decreto.
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Anexo IV. Protocolo de Tincion de Gram.

Esta tincion sirve para diferenciar las bacterias Gram. positivas y las bacterias

Gram. negativas. Las bacterias Gram. positivas mediante este método, quedan

de un color azul violeta y las bacterias Gram. negativas quedan de un color

rojizo.

Procedimiento:

Se tomo una pequena muestra de la bacteria a colorear y se fija a la
placa.

Se coloca la placa sobre el puente de coloracion.

Se agregan a la placa varias gotas de Cristal Violeta hasta que la muestra
de bacteria quede completamente cubierta y se deja reposar por un
minuto.

Lavar la placa con agua, con la precaucion de no exponer directamente el
extendido.

Agregar varias gotas de Lugol con el fin de fijar el cristal violeta y dejar
reposar por un minuto

Lavar con agua.

Agregar Alcohol Cetona sobre la muestra y dejar reposar por 30
segundos.

Lavar con agua.
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e Agregar varias gotas de Safranina sobre la muestra y dejar reposar por
un minuto.

e Lavar con agua.

e Secar la muestra.

e Observar la muestra en el microscopio.

(Becerra, 2007).

Anexo V. Andlisis estadistico por Statgraphics 5.1 para los ensayos

preliminares con 1 g/l de caldo nutritivo.

1. Formacién de biomasa

Dependent variable: OD
Factor: Cepa

Number of observations: 10
Number of levels: 5

AHOUA Table for DO by Cepa

Analysis of Variance

Source S5um of Squares Df Hean Square F-Ratio P-Ualue
Between groups a,764429 L} a,191187 24 .45 8,0818
Within groups 0,8390882 c 0,0078164

Total {(Corr.) a,803511 9
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Multiple Range Tests for DO by Cepa

Cepa Count Hean

L 2 B8,09275
1 2 1,29125
3 2 1,37675
L 2 1,39425
Fi 2 1,434
Contrast

* denotes a statistically significant difference.

2. Velocidad especifica de crecimiento

Dependent variable: Ux
Factor: CEPA

Number of observations: 10
Number of levels: 5

ANOUA Table for ux by Cepa

Ainalysis of Uariance

X

X

X

X

X
Difference +/- Limits
-0,B855 0,227267
-08,183 B,227267
=0,508% B,227267
-08,14275 B,227267
-a,817% B,227267
=0,68Y B,227267
-08,85725 B,2272467
*0,7015 0,227267
-08,8397% B,227267
=—0,74125% B,227267

Df Hean Square F-Ratio
A.8114185 30.94
A.080834690855

Source Sum of Squares
Between groups 8. 08456742
Within groups B.08184528
Total {(Corr.) B.8475194
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Hultiple Range Tests for ux by Cepa

Cepa Count Hean Homogeneous Groups

4 2 8, 8785 X

3 2 8,08768 bt

1 2 8, 88695 b

7 2 8,12845 X

5 2 8,25205 b

Contrast Difference +/- Limits
1 -3 a,81e15 a,8493831
1 -4 A,81645 A,8493831
1-5 *=—B,1651 A,8493831
1 -7 -8,8335 A, 8493831
3 -4 A,08063 A,8493831
3 -5 =—8,17525 6,8493831
3 -7 -8,84365 A,8493831
4 - & =—-8,18155 A,8493831
y - 7 =8, 04995 A, 8493831
5 -7 *0,1316 A,8493831

# denotes a statistically significant difference.

3. Reduccién de la DQO

Analysis Summary

Dependent variable: reduccién
Factor: cepa

Number of observations: 10
Number of levels: 5
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AHDUA Table for Reduccion DQO by Cepa

Analysis of Uariance

Source S5um of Squares Df Hean Square F-Ratio P-Ualue
Between groups 1572,99 L} 393,248 29 .89 a,ae11
Within groups 65,7781 5 13,1556

Total {Corr.) 1638,77 9

Hultiple Range Tests for Reduccion DQO by Cepa

Cepa Count Mean Homogeneous Groups

L 2 23,35 X

4 2 31,6529 ]

3 2 33,168 X

7 2 L9 ,895 b

1 2 L7 ,3085 X

Contrast Difference +f- Limits
1 -3 *2) 1325 0,3237
1 -4 =25 6470 09,3237
1 -5 *33,9585 0,3237
1 -7 7408548 0,3237
3 -4 1,51515 90,3237
3-5 =0 81881 0,3237
3 -7 *-16,727 0,3237
4 - & 8,38287 90,3237
hy - 7 *-18,2421 00,3237
£ -7 *-26,545 09,3237

= denotes a statistically siqgnificant difference.

Anexo VI. Andlisis estadistico por Statgraphics 5.1 para el proceso con

Adaptacion.

1. Formacién de biomasa: _
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1.1 comparacion entre las diferentes concentraciones de las cinéticas de

adaptacion:
Analysis Summary

Dependent variable: DO
Factors:
Cepa
Concentracion

Number of complete cases: 64

Ainalysis of Variance for Absorbancia -

Type III Sums of Squares

MAIH EFFECTS
A:Concetracion
B:Cepa

INTERACTIOHNS
AR

RESIDUAL

TOTAL {(CORRECTED})

¥,11843

B,65765h

1,43982

a,288319

9,49543

3 2,37014

3 8,219218

0 8,159801
Lg A,080608664
63

Multiple Range Tests for Absorbancia by Concetracion

Method: 95,8 percent LSD

8,157625%
8,322344
8,551937
1,08425

8,8193756 he
8,8193756 he
8,8193756 he
8,8193756 he

Concetracion Count
a 16
a,3 16
a,6 16
1 16
Contrast

A - 4.3

A - d,0

a-1

A,3 - 8,0

8,3 - 1

a,6 - 1

*—0,164719
*—0,394312
*—0,884B875
*—0,229594
*—0,720156
*—0,4908563

a8, 6550891
a8, 6550891
a8, 6550891
a8, 6550891
a8, 6550891
a8, 6550891
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Multiple Range Tests for Absorbancia by Cepa

Cepa Count LE Hean LS Sigma Homogeneous Groups
7 16 A,388625 8,8193756 X

1 16 A, 468986 8,8193756 X

L 16 8,572 8,8193756 X

3 16 8,652875 8,8193756 X

Contrast Difference +/- Limits
1-3 *-0,191969 a,8558941
1-4 *=-0,111894 a,8558941
1-7 =0,8722812 a,8558941
I-4 =0,080875 a,8558941
I-7 =0,26425 a,8558941
L - 7 =0,183375 a,8558941

1.2 comparacion entre cepas adaptadas y sin adaptar a 0 g/L de caldo
nutritivo:

Analysis Summary

Dependent variable: DO
Factors:

Adaptacion

Cepa

Number of complete cases: 32

Ainalysis of Uariance for Absorbancia - Type III Sums of Squares

MATH EFFECTS

A:Concetracion 1,35836 1 1,35836 229,51 a,8808
B:Cepa A8,159738 3 8,8532459 0,88 A, 8084
INTERACTIONS

AB B,462257 3 A8,1540886 26,083 a,08808
RESIDUAL A,1420846 24 8,88591859

TOTAL (CORRECTED}) 2,12211 Ky
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Multiple Range Tests for Absorbancia by Concetracion

Method: 95,8 percent L3D

Concetracion Count LS Mean LS Sigma Homogeneous Groups

o 16 0157625  @,019238 X
B na 16 8,569687 a,0192331 X

contrast Difference s/~ Limits
o-0n0a «-0,412062  0,0561376

= denotes a statistically significant difference.
Multiple Range Tests for Absorbancia by Cepa

Cepa Count LS HMean LS Sigma Homogeneous Groups
3 8 B,267875 a,8271997 X

7 8 a,325875 a,8271997 X

1 8 a,415% a,8271997 X

L B B,445375 a,8271997 X

Contrast Difference +/- Limits
1 -3 =0,147625 8,87939085
1-4 -8,829875 a,87939085
1 -7 =0,889625 a,87939085
3-4 *—0,1775 a,87939085
3 -7 -8,858 a,87939085
y - 7 =0,1195 a,87939085

= denotes a statistically significant difference.

2. Velocidad especifica de crecimiento (ux): _

2.1 comparacion entre las diferentes concentraciones de las cineticas de
adaptacion:

Analysis Summary

Dependent variable: UX
Factors:
Cepa
Concentracion
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Number of complete cases: 64

Analysis of Variance for ux - Type III Sums of Squares

HAIN EFFECTS
A:Cepa
B:Concetracion

INTERACTIONS
AB

RESIDUAL

8,81068236
a,187181

a8, 8417865

8,8457562

Df Mean Square F-Ratio P-Ualue
3 8,88334119 3,51 a,a222
3 8,8357268 37,48 a8,8008
9 8,88463339 4,86 a, 8881
L8 8,888953255
63
LS Sigma Homogeneous Groups

8, 06355
8, 8648875
8, 8859987
8,8917875

a,80771871 X

8,88771871 XX
a,88771871 ]
a,88771871 i

Cepa Count
1 16
L 16
7 16
3 16
Contrast

1-3

1-54

1-7

3 -4

3 -7

- 7

*-8, 0282375
-@,08813375

*-8, 0224488

=0, 08269
8,00578875
-8,08211112

a,8219479
a,8219479
a8, 8219479
a,8219479
a,8219479
8, 8219479

* denotes a statistically significant difference.
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Multiple Range Tests for ux by Concetracion

Method: 95,8 percent L3D

Concetracion Count LS Hean LS Sigma Homogeneous Groups
1] 16 a,822225 6, 88771871 b

a,3 16 a,08634 a, 88771871 X

1 16 0,B848375 a,0808771871 X

a,6 16 8,135761 a, 88771871 X

Contrast Difference +/- Limits
A - 8,3 *-0,841175 0,8219479
8- 8,6 *-0,113536 a8,8219479
a-1 *-0,8626125 a,8219479
8,3 - 0.6 *—0,08723613 a,8219479
8,3 -1 -0,08214375 a,8219479
a,6 - 1 *=0,0509237 0,8219479

= denotes a statistically significant difference.

2.2 Comparacién entre cepas adaptadas y sin adaptar a 0 g/L de caldo
nutritivo:

Analysis Summary

Dependent variable: ux

Factors:
Concentracion

Cepa

Number of complete cases: 32
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Analysis of Uariance for ux - Type III Sums of Squares

MAIH EFFECTS

fi:Concetracion 6,80808521645 1 6,80808521645 ¥,73 a,0184
B:Cepa 8,0030682% 3 g8,0018227% 15,16 a8, 0000
INTERACTIONS
AB 8,080980966 3 8,80326989 LB, 48 a,0008
RESIDUAL g,088161888 24 8,00080674533
TOTAL {CORRECTED) a,8158184 31
Multiple Range Tests for ux by Concetracion
Method: 9%,8 percent LSD
Concetracion Count LS Hean LS Sigma Homogeneous Groups
a 16 a,82222% a,88285325% i
8 na 16 a,8362 6,88285325 X
Contrast Difference +/- Limits
8- 8 na *—@,080880875 d,868599382

* denotes a statistically significant difference.

Multiple Range Tests for ux by Cepa

Method: 95,8 percent LSD

Cepa Count LS HMean LS Sigma Homogeneous Groups
3 8 a,819125 B,08082908373 b

L 8 a,8z2e175 B,08082908373 b

1 8 8,822675 8,0802908373 b

7 8 8,843875 8,0802908373 X

Contrast Difference +f- Limits
1-3 8, 88355 a,8884751
1-4 A, 8az2s a,8884751
1-7 =—0,08204 a,8884751
3 -4 -8,.86185 a,8884751
3 -7 *—0,082395 a,8884751
h - 7 *—0,08229 a,8884751

= denotes a statistically significant difference.

3. Reduccion de la DQO:
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3.1 comparacion entre las diferentes concentraciones de las cinéticas de
adaptacion:

Analysis Summary

Dependent variable: Reduccion DQO
Factors:

Cepa

Concentracion

Number of complete cases: 64

Analysis of Uariance for Reduccion DOO - Type III Sums of Squares

MAIN EFFECTS

A:Concetracion 3008, 05 3 1002,68 16,10 06,0000
B:Cepa 3745, 03 3 1248 ,34 208,85 0,0000
INTERACTI0NS

AB 9735,82 9 1081,76 17,37 0,0000
RESIDUAL 2988 ,97 48 62,2703

TOTAL {(CORRECTED) 19477,9 63
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Multiple Range Tests for Reduccion DQO0 by Concetracion

Method: 9%,8 percent L3D

Concetracion Count LS HMean LS Sigma Homogeneous Groups
8,6 16 21,5594 1,97279 X

a 16 31,7586 1,97279 X

a,3 16 35,1819 1,97279 XX

1 16 48,3338 1,97279 X

Contrast Difference +f- Limits
A -06,3 -3,35125 L,68957

A - 8,6 *10,1913 5,68957

A -1 =-§,58313 5,68957
8,3 - 8,6 =13,5425 5,68957
8,3 - 1 -5,23188 5,68957
a,6 - 1 =-18,7744 5,68957

Cepa Count LS Hean LS Sigma Homogeneous Groups
4 16 24,1325 1,97279 b

7 16 27,4269 1,97279 b

1 16 32,7162 1,97279 b

3 16 Ly, 27 1,97279 X

Contrast Difference +/— Limits
1 -3 *-11,3537 L,68957

1 -4 =8 ,78375 L ,68957

1 -7 C.48938 C,6H957

3 -4 *20,1375 L,68957

3 -7 =16, 8431 L ,68957

y - 7 -3,29437 C,6H957

3.2 Comparacién entre cepas adaptadas y sin adaptar a 0 g/L de caldo
nutritivo:

Analysis Summary

Dependent variable: Reduccion DQO
Factors:
Cepa
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Adaptacion
Number of complete cases: 32

Analysis of Variance for Reduccion DQO - Type III Sums of Squares

MAIN EFFECTS

A:Concetracion 369,784 1 369,784 L. 86 8,837y
B:Cepa 281,531 3 93,8436 1,23 68,3197
IHNTERACTIDHS

AB L166,28 3 1722 ,089 22,62 6,080600
RESIDUAL 1827 ,46 24 7o ,1442
TOTAL (CORRECTED) FouS , 086 31

Method: 95,8 percent L3D

Concetracion Count LS Hean LS Sigma Homogeneous Groups
o % 31,7506 2,18152 x
8 na 16 38,5494 2,18152 X

contrast Difference +/- Limits
o-6na ~6,70875 6,378

* denotes a statistically significant difference.

Anexo VII. Analisis estadistico por Statgraphics 5.1 para el proceso con

Consorcios.

1. Formacién de biomasa: _

Analysis Summary

Dependent variable: DO
Factor: consorcios

Number of observations: 16
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Number of levels: 4

AHOUA Table for DO by Consorcio

Analysis of Variance

Source Sum of Squares Df HMean 3Square F-Ratio P-Ualue
Between groups A, 011345 3 8,88378167 2,71 a,8918
Within groups 8,01675 12 A8,80139583

Total (Corr.)} a,8280895 15

2. Velocidad especifica de crecimiento: _

Analysis Summary

Dependent variable: ux
Factor: Consorcio

Number of observations: 16
Number of levels: 4

AHOUA Table for ux by Consorcio

Analysis of Uariance

Source Sum of Squares Df HMean Square F-Ratio P-Ualue
Between groups A,88272648 3 9,000988827 132,74 a,8088
Within groups A,80888216 120,00000684667

Total (Corr.} A,00280864 15
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Multiple Range Tests for ux by Consorcio

Method: 95,8 percent L3D

Consorcio Count Mean Homogeneous Groups

comercial L a,8222 b

7 4 a,8271 X

1.4,7 4 a, 8453 X

1,4 4 a,a8542 X

Contrast Difference +/- Limits
1.4 - 1,4,7 =0, 0889 0,088408313
1.4 - 7 =0, 8271 08,08468313
1,4 - comercial =0, 832 A, 80408313
1,4,7 - 7 =0, 0182 g,00648313
1,4,7 - comercial =0, 08231 0,08040313
7 - comercial =0, 6849 0,088408313

= denotes a statistically significant difference.

3. Porcentaje de reduccion de la DQO:

Analysis Summary

Dependent variable: reduccion DQO
Factor: consorcio

Number of observations: 16
Number of levels: 4

AHODUA Table for Reduccion DQO by Consorcio

Analysis of Uariance

Source Sum of Squares Df Hean Square F-Ratio P-Ualue
Between groups 6218 .,62 3 2072 .87 39.94 8, 88848
Within groups 622,762 12 51,8968

Total (Corr.) 6841,38 15
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Multiple Range Tests for Reduccion DOO by Consorcio

Method: 95,8 percent L3D

Consorcio Count Mean Homogeneous Groups

1,4,7 4 15,834 Y

1,4 L 45,5997 X

Fi L h9.66 X

comercial L 71,1375 X

Contrast Difference +f- Limits
1.8 - 1,4,7 *#20 7657 11,0988
1,4 - 7 -4 ,860825 11,0988
1,4 - comercial *-25 5378 11,0988
1,4,7 - 7 *—33,826 11,8988
1,4,7 - comercial *-5L5 30835 11,8988
7 - comercial *—321, 4775 11,8988

= denotes a statistically significant difference.

Anexo VIII. Linealizacion Reduccién DQO vs. Densidad Optica para las
cepa3,4y7.
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Anexo XI. Fotografias

Tincion de Gram consorcio Tincion de Gram cepa 7

Cajas Petri con cepa 7 Cultivos liquidos. Ensayo preliminar
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Cepad. Cultivo Liquido Adaptacion.

Aislamiento dilucion 100. Aislamiento dilucién 10-3
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Cepa 4 en medios selectivos

Medicion de pH Cepa 7.

Preinéculo cepa 4.
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