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RESUMEN

La remocidn de contaminantes quimicos del agua por medic de
microorganismos especificcg, es una alternativa gue pretende ser un
método eficiente vy no muy caro para el tratamiento de agua residual
industrial. Este método se agrupa dentro de una de las tecnicas
consideradas dentro de las tecnologias limpias, como  es la
bioremediaci®én. En esta investigacidn se planted la obtencidn de
microorganismos capaces de remover dietilenglicol de agua residual
industrial y la mwedicidn del efecto de la wvariacidn del pH sobre dicha
remocidn. Para ellc se aislarcn y seleccicnaron microorganismos de suelo
y agua regsidual industrial, capaces de utilizar al dietilenglicol como
Uinica fuente de carbono; se ensayaron a nivel de matraz y utilizando
agua sint&tica como medic de cultivo, por medio de un andlisis de peso
se¢o, ge geleccicnaron las tres cepas con mayor rendimiento en
produccidn de biomasa. BEstas c¢epas sSe ensayaron a nivel de matraz,
utilizando medioc sintético con dietilenglicol como tunica fuente de
carbcno; se realizd una determinacidn de bicdegradacitn de
dietilenglicol, mediante un anélisis por cromatografia de gases, del
dietilenglicol remanente. Se selecciond la cepa que presentd el mayor
indice de remocidn de dietilengliccl (cepa RCM-007). Se ensayd a nivel
de reactor bioldgico con agua residual industrial como medio de cultivo,
a diferentes condiciones de pH. La cepa RCM-007 presentd niveles de
remocidn de dietilenglicol del 60.0 % a un pH 4.5, 71.9 %¥ a un pH de 7.0
yun 75.8 % a un pH de 8.0. Ademés se realizd un andlisis de remocidn de
DOO (Demanda quimica de oxigeno), donde a un pH de 4.5 se removid un

28,0 %, a pH 7.0 se removidé un 30.0 %¥ vy a pH de 8.0 un 58.3 %. Por lo



gue podemos concluir que en las condicicnes ambientales preestablecidas
en esta investigacidn, la condicién éptima de pH para la remocién de
dietilenglicol y DQO de agua residual industrial, por la cepa RCM-007 es

de pH 8.0.



INTRODUCCION

El agua eg un invaluable recurso natural, que es importante para
la vida de todo organismo viviente y para sus actividades. De ahi 1la
importancia de la descarga de desechos industriales hacia los cuerpos de
agua ( 55 1.

El gran auge de la industrializacidén a nivel mundial, en las
tltimas décadas ha traideo conslgo ademds del incremento de desechos,
también un aumento en la pregencia de compuestos orginicos xenobidticos
como contaminantes del agua, wuchos de estos son poco © nada
bicdegradables, son conocidos o gospechosos de causar cancer,
mutagénesis © alguna otra alteracién ( ¢ ). Un ejemplo de compuestos
xenobidéticos, es el dietilenglicol, gque s un compuesto altamente
miscible en el agua, por lo que es ampliamente utilizado en la
industria: para la formulacidn de anticongelantes y flufdos hidradlicos;
como solvente en la fabricacién de lacas, resinas, pinturas; como agente
suavizador. El dietilenglicol puede causar alteraciones a pulmdn, higado
v rifiones, en humanos y animales ( 25 }.

Una wmwanera de remediar la descarga de residuos industriales al
medio ambiente, puede sger mediante €l usc de microorganismcs. Los
microorganismos tienen un papel importante en el ciclo natural de los
elementos, debido principalmente a la actividad degradadora microbiana |
16 ).

La remocidn de contaminantes ambientales por biodegradacién, tiene
8us bases en el tratamiento de aguas residuales { 63 ). Los efluentes de
agua residual industrial, pueden contener material biodegradable, aungue

en términos generales, viene acompafiado de material téxico para los



microorganigmos wutilizados en la depuracidn bioldgica, por lo tanto
algunos de estos compuestos no van a ser removidos por los tratamientos
convencionales de ledos activados, de ahi la importancia de desarrollar
procesos alternos usuales como la bioremediacién, que es el uso
controlado de la biodegradacidén para remover productos quimicos, ofrece
perspectivas para llegar a ser un método eficiente y no muy caro para la

remocidn de contaminantes del ambiente ( 16 ).



ORIETIVOS

a. Objetivo principal.

Obtener microorganismos, aislados de suele o© agua residual
industrial, gque a nivel de matraz sean capaces de degradar
dietilenglicol. Posteriormente, determinar a nivel de reactor bioldgico
el pH en el cual se presenta el mayor gradoe de remocidn de

dietilenglicol contenido en agua residual industrial.

bh. Cbhbjetivos especificos.

Alglar de suelc y de agua residual industrial, microorganismos

capaces de utilizar al dietilenglicol como dnica fuente de carbono.

Determinar la cinética de crecimiento de los microorganismos vy

mezclas de microcorganismos seleccionados.

Determinar las curvas de biodegradabilidad del dietilenglicol a
nivel de matraz, de los microorganismog y mezclas de microorganismos

seleccionados.

Determinar & nivel de reactor bioldgico, el pE en el cual se
presenta el mayor grado de remocidén de dietilenglicol presente en agua

residual industrial.



ANTECEDENTES

1. El problema de la contaminacidn con productos gquimicos.

Los c¢ontaminantes ambientales han sido definidogs por Hutzinger y
Veerkamp como: "Quimicos de origen natural o sintético gque han sido
descargados por actividades humanas, hacia el ambiente, donde ellos
tienen un efecto indeseable sobre el ambiente o sobre el mismo hombre.
El efecto sobre el ambiente puede ser sobre organismos vivos o sobre
entidades no vivienteg" { 41 ).

El crecimientoc poblacional e industrial han aumentado la descarga
de contaminantes en el ambiente, debido & que esta necesita mas
productos guimicos, energia y productos agricolas.

Los productos gquimicos y desechos quimicos, tcoman diferentes rutas
en el ambiente. Ambos pueden entrar a la ecosfera directamente o después
de pasar por algin tipo de tratamiento. El uso tan amplic y disperso de
productos quimicos por consumidores, hace su descarga hacia el ambiente,
muy dificil de controlar. Por otro lado los efluentes concentrados de
contaminantes quimicos, de 1las plantas industriales justifican el
desarrollo de tecnologia sofisticada pero eficiente para el control de
dichos efluentes { 41 ).

La descarga de gquimicos hacia la ecosfera sigue alguna de las
siguientes rutas:

a. Directamente del consumidor hacia el ambiente. Estc es cuando
los consumidores descargan hacia el sueloc, agua o aire, preoductos

contaminantes. Aqui pedemos mencionar el uso de pesticidas, aerosoles,



solventeg, etc.

b. A través de los efluentes de plantas de tratamiento de agua
residual.

c. Accidentalmente. Derrames durante el trangporte, fugas de
gitios de disposicidn de desechos, etc.

d. Descargas deliberadas ( 41 ).

El problema de la pergigtencia de compuestos extrafios al ambiente,
se observd inicialmente en paises desarrollados. Perc este problema se
fué ampliando hacla los demds paises, por la cantidad y diversidad de
productos quimicos sintéticos gque son producidos por la industria.
Existen mas de cinco millones de compuesteos quimicos conocidos por el
hombre, cerca de 53,500 de ellos, son de importancia comercial {(41).

Para evaluar el potencial contaminante de un compuesto guimico en
particular, se debe tomar en cuenta la cantidad a la cual se descarga al
ambiente, sus propiedades gquimicas y toxiccléogicas y la estructura
quimica; siendo esta Gltima de principal impcrtancia en la determinacidén
de si es acumulable o no, mientras que la concentracidn y toxicidad
determinan el impacto ambiental de la acumulacién, o sea, su significado
como contaminante {( 50 ).

La persistencia en el ambiente $¢ observa principalmente en 1los
productos xenobidticos, que son compuestos hechos por el hombre y que no
se encuentran naturalmente en el medio ambiente.

El movimiento de materia orgédnica en el ciclo del carbono por
fotosintesis y biodegradacidn es de aproximadamente 2 x 10l toneladas
al afio, mientras que la produccidén wundial de aceite es de 3 x 109
toneladas por afio y la sintesis de quimicos orgdnicos, contaminantes y

otros, es de aproximadamente 2 X 108 toneladas por afic. Por consecuencia



existe un gran desequilibrio en la naturaleza, el cual se trata de

compensar por medio del tratamiento de desechos contaminantes({ 41 ).

2. La industria y la contaminacidn del agua.

De los muchos servicios que pueda prestar el agua a nuestra
sociedad, los que pueden definirse como bésicos para la industria son,
los de transferencia de calor, generacién de energia y la aplicacidn a
Erocesos.

En los procesos industriales el agua realiza Importantes
funcioneg: se utiliza para transportar otros materiales en diferentes
procedimientos de lavado, como materia prima y un sin ndmero de otras
aplicaciones que pueden ser exclusivas de una sola industria e incluso
de una scla planta ( 4 ). Las aguas gastadas en el procesc generan por
lo comin, la carga mids grande de contaminacidn de los efluentes de
plantas industriales , con base en el promedio diario.

La importancia de la descarga de desechos industriales en relacién
con el abastecimiento y uso del agua no es la misma en diferentes partes
del pais, el problema wvaria dentro de un A4rea dependiendo de 1la
distribucidén vy tipec de industria (55). Aungue en nuestro pais
encontramos una gran diversidad de industrias distribuidas a través del
mismo, es notorio que la mayoria de las industrias estan instaladas en
polos de concentracién bien definidos, donde en egtos pelos, por
consecuencia tendremos un fuerte problema con  respecto a la
contaminacién del agua.

En la actualidad los criterigs de calidad del agua de los

efluentes, son definidos por normas estatales y federales. Al considerar



el tratamiento de un efluente para su descarga a una corriente u otro
cuerpo de agua receptor, cada descarga de una planta se debe considerar
de forma individual. Estc gse debe & que las caracteristicas de los

efluentes wvarian mucho, aun en plantas de la misma industria gue tengan

la misma capacidad y los mismos procesos ( 23 ).

3. Caracteristicas vy usos del dietilenglicol.

El dietilenglicel (2-hidroxietileter, 2,2' oxidietanol) { 3 }, es
un compuesto orgdnico xXenobidtico. Pregenta un punto de ebullicién de
245°C, una densidad de 1.118. Punto de fusidén de -10°C y punto de
ignicidn de 143°C.

Fue sintetizado por Lourenco y Wurtz en 1859 y se comercializd por
Unidén Carbide en 1928. Es un producto (9 a 10 %) de etilenglicol
producido por hidrélisis del ¢©éxide de etilenc (36). Es altamente
migcible en agua, acetona, benceno, tetracloruro de carbono, eter
dietilico, metanol, por lo que eg muy Gtil como disolvente { 53 ).

De la produccitn total del dietilenglicol, alrededor del 35 % es
usado como intermediario en la manufactura de resinas de poliester no
gsaturados y polioles para peliuretancs, aproximadamente el 15 % es
convertido a trietilenglicol, 10 % se consume como agente suavizante y

lubricante para textiles v 10 % para deshidratacidn de gas natural ( 36

En general 1os glicoles de cadena corta { T a C4), son usados en
la formulacidén de anticongelantes y fluides hidrafilicos. como solventes
para productos farmacelticos, aditives alimenticios, cosmeticos vy
pinturas { 48 ).

Desde el punto de vista toxicolégico es importante, ya que en el
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afio de 1937 ocurriercn arriba de 100 muertes en los Estados Unidos, como
resultado de la ingestidn de un elixir de sulfanilamida, en el cual se
utilizd al dietilenglicol como solvente en una proporcidn del 72%. Los
cagos fatales mostraron una falla renal progresiva con muerte en menos
de ocho dias después de presentarse anuria ( 30 ) ( 11 }.

Por otro lado el dietilenglicol puede causar en el humano
alteraciones a pulmdn, higado y riflones, causa depresitn del sigtema
nervioso central en un grado 3 (en una escala donde los signos se
acentian hasta llegar al 3) ( 24 )({ 25 ). La sintomatologia que presenta
el ser humano al intoxicearse con dietilenglicol, e3 la siguiente.

a. Depresién del sistema nervicoso central.

b. Acidosis metabdlica.

c. Nausea, vimito y algunas veces diarrea.

d. Dolor de cabeza prominente.

e. Anuria.

f. Falla renal aguda.

g.Pueden aparecer lesiones patoldgicas criticas menores en
cerebro, higado, meninges y corazdn { 25 ).

Al ser ingerido, este se oxida en el organismo v se transforma en
dcido oxdlico, que a su vez se une con icnes calcio para formar oxalato
de calcio que precipita en los tubuleos renales provocando lesiones y
ohgtruccidétn que conduce a una anuria. También ge han encontrado estos
cristales en cerebro y medula osea { 12 ) { 24 ).

La dosis letal para el hombre, probablemente sea de 1 a 2 g/kg

69 ).
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4. Eliminacidén de contaminantes del ambiente.

Una wvez que un producto guimico es descargado al ambiente, este
puede sger removido por wvarics medies. evaporacidn, digolucidn,
degradacidn fisicoguimica ( 50 ).

La mineralizacién o degradacidn completa de compuestos gquimicos
organicos en ecosistemas naturales es principalmente debide a los
microorganismos, dependiendo de las caracteristicas estructurales de los
compuestos quimicos, son las responsables de que el ataque microbiano
sea retardado o no tenga efecto, lo que puede llevar a su acumulacidn en
el ambiente ( 41 ).

En cuanto a las reacciones abidticas de los compuestos quimicos en
el ambiente, los dos tipos de reacciones més importantes que involucran
la transformacién de contaminantes organicos en gistemag acudticos
naturales: son reacciones con nucledfilos (el mas importante es el agua)
v reacciones de oxidacidn-reduccitn.

Las reacciones nucleofilicas de gustitucion, especialmente la
hidrolisis, han sido extensamente caracterizadas para muchas clases de
contaminantes.

Las reacciones redox, 9in embargo, son complicadas por la
diversidad de agentes reductores vy mediadores de la reaccidn gue pueden
ser involucrados en reacciones redcx abidticas y 1la participacion
directa de procesos mediados bioldgicamente en muchas clases importantes
de reacciones de este tipo ( 46 ).

La oxidacién quimica ha sido utilizada para tratar productos
quimicos orgdnicos peligrosog y contaminantes , en solucifn acucsa. Los

productos gquimicos oxidantes son relativamente no selectivos y pueden
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llegar a oxidar otros compuestos presentes en los degechos, antes de
oxidar el contaminante de interés. Por lo tanto este proceso se ha
limitadoe a la aplicacidn sobre sistemas que puedan contener grandes

cantidades de compuestos oxidables ( 50 ).

5. Los microorganismos en el contrcl de desechos quimicos.

Una de las principales diferencias entre los macroorganismos y los
microorganismos, se puede apreciar en el metabolismo de compuestos
quimicos téxicos, ya que estoé dltimos tienen la capacidad para mediar
la mineralizacidn de wmuchcos compuestos quimicos orgénicos tdxicos a
dioxido de carbono y agua. Los microorganismos utilizan estos compuestos
quimicos como fuente de carbono y energia ( 50 ).

Como fue resaltado por Alexander, 1los microorganismogs son de
principal importancia para el cambio en la estructura de productos
quinmicecs introducidos en el suelo o en el agua.

Los tipog de transformaciones microblanas de los compuestos
quimicos organiccs son:

a. Mineralizacitn. Es el mas deseable, genera comoc productos de la
degradacién de compuestosg orgdanicos contaminantes, diéxido de carbono,
agua, biomasa v posiblemente amonio.

b. Cometabolismo. Es un proceso por el cual los microorganismos en
presencia obligada de un sustrato esencial para el crecimiento,
transforma otro sustrato no esencial.

c. &Acumulacién celular. Se va acumulando el producto guimico en la
masa microbiana.

d. Una unifn de compuestos xencbidticos al humus, gque se puede
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catalizar por enzimas microbianas { 41 ).

Esta interaccién de los microorganismos con los productos gquimicos
ha side explotada para el tratamientc de desechos municipales e
industriales en instalacicnes disefiladas para optimizar los procesos de
degradacidn mediada por microorganismos. La misma capacidad degradativa
utilizada para el tratamiento de desechos, se presenta en el ambiente (

50 ).

6. Biodegradacién de contaminantes ambientales.

Existe hoy 'en dia cierta presién para la introduccién de
tecnologia segura para el medic ambiente. La microbiclogia v
biotecnolegia juegan un papel importante en el desarrollo de tecnclogias
para producir menos desechos vy contaminantes. Esto puede llevarnos al
ugo de tecnicas bioldgicas para el reciclado de compuestos de desecho vy
contaminantes { 41 ).

La biodegradacidn, es la capacidad de log microcrganismos de
degradar compuestos orgdnicos, ¥y es8 unc de los procescs mas importantes
gue gobiernan &l destinoc de un producto quimico después de su descarga
al ambiente (65). La biodegradacidén de contaminantes en gl ambiente es
un proceso complejo, de quien sus aspectos cuantitativos y cualitatives
depende de la naturaleza y cantidad del contaminante presente, el
ambiente y condiciones ambientales estacionales y la composgicién de la
comunidad microkiana nativa ( 7 ).La meta sobre todas las cosas en
biodegradacién de desechos quimicos orgdnicos, es el ctratamiento

efectivo o minimizacién de residuosg, utilizando procesos bioldgicos
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(68} .

La biodegradacién, ha sido reconocida Como un  proceso
significativo para la remocidn de compuestos quimicos del ambiente { 16
). 8in embargo, la biodegradacidn de desechos a gran escala no ha sido
implementada ( 68 ). Existe una serie de cobstdculog para la introduccidn
de las tecnologias de biodegradacidn utilizando cepas especializadas.
Una de ellas es el escepticismo en cuanto a gue las cepas de laboratorio
puedan sobrevivir en sistemas de tratamiento no estériles y otro
argumento se refiere, que al momento de utilizar sistemas abiertos,
puedan llegar cepas no inoculadas que causen desequilibrio de la cepa de
interés. Sin embargo, esta tecnoleogia tiene como wentajas que la
afinidad al sustrato permite la remocidn de =xenobidticos en bajas
concentraciones, reciclado de xenobitticos a compuestos naturales y bajo
consumo de energia en comparacidén con los procesos fisico-guimicos de
remocidn de desechos quimices { 41 ).

La implementacién y el é&xito comercial de 1la biodegradacién
depende de la demostracidon de las wventajas tecnicas o viabilidad
econdmica, cuestiones legales y regulatorias, prioridades de negocics,
cuestiones de mercado y consideracicnes politicas y sociales { 68 ).

Un ejemplo de la biodegradacién es el control de la contaminacién
por hidrocarburos y la interconversién de estos, para propositos
industriales. Muchos investigadores han demostrado que existen
micrcorganismos que degradan al petroleo, ubicuamente ( 19 ). Algunos
microorganismos los cuales se ha probado su crecimiento en
hidrocarburos, engloban a hongos por ejemplo del género Aspergillus sp.,

Penicillium sp, dentro de las bacterias se pueden mencicnar algunos géneros

como Bacillus sp., Streplomyces sp., Achromobacter sp y Flavobacterjum sp ( 19 ).
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Ciertos microorganismcos y notablemente los del género [Pseudomonas
gp., pueden cometabolizar wvarios compuestos =xenobidticos que incluyen
herbicidas como el dalapon. Otro grupo de bacterias, los actinomicetos,
tienen 1la capacidad de akacar wuna amplia variedad de compuestos
organicos complejog que incluyen: fenoles, piridinas, gliceridos,
esteroides, compuestos aromidticos clorinados ¥y no clorinados, parafinas
v otros compuestes de cadena larga y hasta lignocelulosa { 37 ).

Algunos investigadores 8e han dado a la tarea de aislazr
microorganismos en especial bacterias, de sistemas de lodos activados,
para observar la biodegradacién de compuestos egpecificos, como por
ejemplo alkilbencen-sulfonato de sodioc ( 2 )} yv 4-clorofenol {( 5 ).

Por otra parte, se han realizade un gin nimero de trabajos de
investigacién con respecto a la biodegradacién de compuestos orgédnicos a
nivel de laboratorio, que son petencialmente contaminantes ambientales.
Dentro de otras investigaciones, se pueden mencionar: La biodegradacidn

de queroseno por levaduras del género Saccharomyces sp. Rhodoterula sp. vy

Auregbasidium sp ( 54 }; biodegradacidn de alkilbencen-sulfcnatos por una
bacteria denominada Pseudomonas fluorescens { 66 ); degradacién de tolueno y

tetracloruro de etileno por <cepas bacterianas nativas de suelo
contaminado con estos compuestog ( 22 ); degradacitn de compuestos
arcmdticogs v anilina y sus derivados, por medio de bacterias aisladag de
suelo ( 18 ) ( 42) { 43 ).

Se han realizade algunas investigaciones sobre la remocidn de
contaminantes especiflicos, de efluentes industriales; dentro de estas
podemos encontrar la investigacidn de Campos y col., gque estudian la
biodegradacidén de compuestos clorofenélicos en efluente de una industria

papelera, utilizando una cepa de Pseudemonas sp ( 13 ). Por otra parte
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estudio Ibarra y Rodriguez, aislaron una cepa de Psendomonas sp. de suelos
contaminados con pentaclorofencl y lo ensayaron en un cultivo en lote,
utilizando como sustrato agua residual de una industria papelera ( 31 }.
En otra investigaci®n, se wutilizé6 al hongo Geolrichum candidum en
crecimiento tipo cultive en lote y cultivo continuo sencillo y doble, a
nivel de laboratcrio, produciendo la remocién del 92 % de la carga de
los desechos de una destileria ( 51 ).

En Eurcpa la biofiltracién, gque es el uso de microcrganismos
adheridos en una fase s&lida fija para la degradacidn de contaminantes,
eg un método de contrel de la contaminacidn reconocido y bien
establecido. Se ha utilizado para el control de olores contaminantes
téxicos orgénicos e inorgdnicos y para compuestos volé&tiles de una gran
variedad de industrias vy fuentes del sector piblico { 63 ).

Manem y Rittman (1992), cuantifican la remccitn de compuestos
fenélicos clorinados y bencenos, en un experimento de simulacidén de un
filtro bioldgico, utilizado en el tratamiento de agua potable ( 47 ).

En Monterrey , N.L., se utiliza actualmente un procesc de
biocdegradacién a nivel industrial de remocién de contaminantes del aire,
llamado Biocyd; el cudl tiene la funcidn de remover &cido sulfhidrico,
didéxido de carbono o compuestos orgédnicos voldtiles de una corriente
gasecsa. Predominando los organismos heterotrdficos, que utilizan a

estos contaminantes c¢omo Unica fuente de carbone ( 63 ).

7. Tratamiento biocldgico del agua residual.

El tratamiento biol6gicc de 1las aguas residuales es un ejemplo
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cldsico de procescs a gran escala que han tenido é&xito en un rea vital
de la bicotecnologia y ésta es la resultante de la aplicaciton coordinada
de la ingenieria y la microbiologia. Existe un vasto campoe de sistemas
bioldgicos de tratamiento de usc corriente en la purificacidn de aguas
residuales industriales y domésgticas.

Los procesos de tratamiento bioldgicos se han considerado en
términos de dos clases principales de sigtemas que se han desarrollado.
Son los sistemas de crecimiento en suspensién, como los procesos de
lcdos activados y los sistemas de crecimiento adherido, come son los
bilofiltros ( 70 ).

El tratamiento bioldgico de las aguas residuales se basa en el
proceso aparentemente simple en el gque una poblacidn wmixta de
microorganismos wutiliza como nutrientes8 sustancias que contaminan el
agua. Este es el mecanismo per el cudl las corrientes de aguas
naturales, como lagos y rios, se autopurifican.

En los procesos naturales, los solutos se eliminan principalmente
por descomposicién, por lo general oxidacién, por metabolismo microbiano
v conversién en material celular.

En el tratamiento de residuos, son bien recibidos casi todos 1los
organigmos que contribuyen a la remocidn del sustrato y estos tienden a
ser autoselectivos ( 70 ). Este procesc involucra la intervencidn de
organismos de tipo eucarionte como las algas v los hongos y de tipo
procarionte como las bacterias. Estos microorganismos se encargan de
transformar porciones considerables de materia orgénica disuelta de
facil degradacidén a sblidos bioldgicos de répida sedimentacidn { 45 ).

El tratamiento bkiol&gico de aguas residuales conteniendo bajas

concentraciones de contaminantes, &s tipicamente una de las tecnologias
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més eficientes y con mejor relacidn costo beneficio, de tratamiento de
desechos, disponible para la industria. Sin embargo, cuando se presentan
sustancias téxicas, recalcitrantes o dificiles de degradar, los tangues
aereados gue contienen una poblacidn mixta aclimatada, no alcanzan a

tener una buena eficiencia de remocidén de contaminantes ( 6 ).

8. Bioremediacidn.

La Dbioremediacidn es una tecnologia en la cual se emplean
nicroorganismos para desintoxicar (sic) o desgstruir desechos
contaminantes ( 15 ), y representa uno de lag tecnicas congiderada
dentro del grupo de tecnologias limpias ( 29 }.

La bicremediacién es una tecnolcgia bastante reciente. A pesar de
que en laboratorios de investigacion se ha logrado identificar
microorganismos que degradan casi todos los productos orgénicos en
pequefia escala, y si se les deja suficiente tiempo; a escala industrial
las aplicaciones han sido limitadas ( 15 }.

La conceptualizacién del término bioremediacién fué desarrollada
para los procescs donde los desechos orgénicos son bioldgicamente
degradados bajoc condiciones controladas hasta un estado indcuo, en la
actualidad, en términos relativesg toma wun significado distinto,
particularmente como una potencial, efectiva y no muy costosa tecnologia
de descontaminacidn ( 44 ).

Este término ha sido manejado para describir el proceso por el
cudl el uso de organismos vivientes { en conjunto o independiente del
empleo de otras tecnclogias) son empleados para la descontaminacién

efectiva de sistemas ccntaminados. En muchos casos se utilizan
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bacterias, gin embargo, también se han utilizado hongos y plantas.

Una wventaja de la bioremediacidtn es gue este proceso puede ser
utilizado sobre el sitico contaminado con un minime de equipo y espacio,
como es el caso de suelos contaminados ( 49 }.

La tecnologia de remediacidén in situ esta emergiendo de la etapa
experimental hacia una tecnologia probada. La bicdisponibilidad es uno

de los factores el cual ayuda a un procesc dptimo de bicdegradacidén ( 64

Para la bioremediacidén se ha propuesto inocular con bacterias
degradadoras de contaminantes; esta inocculacién involucra la
introduccidn de microorganismos en ambientes naturales para incrementar
la velocidad y la extensidn de la kiodegradacién de contaminantes ( 7 }.

El uso de bacterias metanotrdficas para el tratamiento de agua
gubterrdnea contaminada, es un método de bioremediacidn alternativo a
los metodos fisicotérmicos destructivos ( 61 ).

En muchos casocs el control de ceontaminantes del aire por medio de
microorganismos, utilizando tecnoclogia de bioremediacidn, representa la
mejor relacidn costo-beneficic. Los microorganismos son usados para el
control de emisiones al aire en tres tipos de dispositivos, biofiltros,
filtros percoladores y bioscrubbers.

Los biofiltros ge han usado para el control de clores y compuestcs
orgdnicos wolétiles en aire contaminado. 8Se han utilizado lechcs
empacados y lechos de suelo en plantas de tratamiento de agua residual,
para el control de olores asociados al &cido sulfhidrico, terpenos,
mercaptanos y otros compuestos ( 7 ).

Los contaminantes mas comunmente tratados por remediacidn son:

a. Mezclas complejas tales come acelte ¢rudo, aceite combustible
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pesado, gqueroseno y carbén mineral.
b. Mezclas restringidas tales comc solventes, explosivos vy
preservadores de madera.

c. Desechos diversos sujetos a disposicién ( 28 ).

9. Estudio de biodegradacidn de glicoles.

Bond ¥y Straub (1974); presgentan un estudic de biodegradacién de
dietilenglicel, utilizandoe como parametro de medicién la demanda
bicguimica de oxigenc (DBQ). Encontraron gue en un sistema de lodos
activados se removid el 40 %, cuando se alimentd 333 ppm de
dietilenglicol; mientras gue en un sistema con agua de rio, se presentd
una remocidén de 20 % de DBO, cuando se alimentd con 50 ppm de
dietilenglicol { 10 ).

En 1975, Haines y Alexander; estudiaron la degradacion microbiana
del pcolietilenglicel, utilizando microorganismos de suelo. Observaron la
degradacidén de mone, di, tri, tetra y polietilenglicoles. Ellcs
utilizaron una cepa de Pseudomonas aeruginosa, determinando el grado de
biodegradabilidad mediante la medicidn de la variacién en la demanda
bioquimica de oxigenc ( 28 }.

Kaplan y colaboradores (1981), ensayan la biodegradabilidad de
cuatro glicoles derivados de los correspondientes esteres de nitrato.
Concluyeron que el polietilenglicol fué fécilmente degradado bajo una
gran variedad de cultivos, mientrags que el dietilenglicol vy
trietilenglicol no fueron fé&ciles de biodegradar { 32 ).

Grant y colaboradores (1983}, trabajaron con una cepa de Alcalige

[gecalls que tenfa la capacidad de degradar tres esteres de glicol vy
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varios detergentes no idnicos. Para el estudio de esta bacteria, se le
hize crecer en un medic minimo c¢on etilenglicol, otros glicoles de
cadena corta y polietilenglicol, como fuente de carbono ( 26 ).

King y Painter (1983), consideran al dietilenglicol como un
candidato potencial para usarlo en la validacidén de alguna modificacién
del métedo de biodegradabilidad. Ellosg utilizan un método manométrico de
respirometria para medir la biodegradabilidad de productos quimicos en
el agua ( 35 ).

En un experimento Dwyer y Tiedje (1%83), obtuvieron un cultivo
metanogénico capaz de degradar polietilenglicol y etilenglicol, de lodo
de agua residual. Los rangos de degradacidon de etilenglicol,
dietilenglicol y polietilenglicol, tienen una relacién inversa al nlimero
de mondmeros de Oxide de etileno por mol, obteniendo rangos de
degradacidn de 0.13 a (.84 mu de unidades de 6xido de etileno por hora (
20 ).

De Fluvio y colaboradores (1985), miden la biodegradsbilidad de
compuestos orgidnicos no voldtiles, entre ellos el dietilengliceol, bajeo
condiciones anaerdbicas en un medio preparado de agua de mar, mostrando
un 75 % de degradacion ( 17 ).

Una investigacién llevada a cabo por Schoeberl (1985), demostrd
que el catabolismo de dietilenglicol y trietilenglicol por Pseudomenas
fluorescens, involucra dos vias metabolicas { 56 ).

En un estudio del metabolismo del etilenglicol, dietilenglicol vy
tetraetilenglicol por un aislade de Alcaligenes glycoovgrans, realizado por
Schoerbel (1986), se encontrd que el etilenglicol es convertido a malato
vy piruvato, mientras que el dietilengliceol es convertide a glioxilato

antes de entrar a los cicleos del &cido dicarboxilico y tricarboxilico
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(57) .

Lee v colaboradores (1986), aislaron una cepa bacteriana capaz de
utilizar polietilenglicol como dnica fuente de carbono, y  fué
identificada comc Micrococeus sp. Esta cepa se aisld de suelo vy agua
regsidual de una industria. Pregentd alta actividad en cuanto a
biodegradacidn, llevandce una biodegradacidn completa a las 72 h con una
concentracidn de polietilenglicol de 0.2 (pesc/voldmen) ( 40 ).

Dos cepas bacterianas aisladas por Dwyer vy Tiedje (1986),
presentaron capacidad para degradar polietilenglicol, se obtuvieron de
cultivos enriquecidos de digestores de lodos de agua residual municipal.
Utilizaron para su estudioc una cepa de Desulfovibrio desulfuricans que metaboliza
oligdmeros de glicoles, etilenglicol, dietilenglicol, trietilenglicol vy
tetraetilengliceol. Otra cepa que metaboliza desde dietilenglicol hasta
polietilenglicol, se identificd como Bacteroides sp. ( 21 ).

Se logréd fermentar alkiletoxilatos (eteres alquiles de
pelietilengicol) completamente hasta metano y didxido de carbenc, en un
estudio realizado por Wagener y colaboradores (1988). Los cultives se
inocularon con lodos andxicos, se aislaron dos cepas bacterianas
degradadoras de polietilenglicol, que degradaban completamente polimercs
con peso molecular de 1000. Se identificaron las cepas como Pelobacter
propionicus v Acetobacterium sp. ( 67 ).

Battersby y Wilson (1989), se dieron a la tarea de examinar la
degradacién potencial de 77 compuestos gquimicos orgénicos en condiciones
metanogénicas, con un digestor de lodos anaerdbicos. Entre otros
compuestos, se observd la degradacidn de etilenglicol, dietilenglicol y
tetraetilenglicol, lograndose completamente cuande la concentracidn

inicial fué de 50 mg/l. La biodegradacidén fug& medida en termincos de gas
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total (metano y diéxido de carbono) ( 8 ).

En una evaluacidn aerdbica de dietilenglicol en biofilms sobre
pelipropileno como medic de soporte, los bioreactores mostraron una
biodegradacidén de 1 g de dietilenglicol/dn@, en las primeras dos etapas.
Se logrd una degradacidén de 0,015 g/dm3 al realizar tres etapas de
degradacidn, al tener una concentracién inicial de 3 g de
dietilenglicol/dm3 (Gvozdzyak,1990) ( 27 ).

Sedina e Ivanov (15921}, analizaron una mezcla de bacterias con
capacidad de degradar al dietilenglicol. En cultivog puros, se
identificaron cepas bacterianas de los generos Alcaligenes sp., Mycobacterium
sp., Rhodococcus sp. y Achromebacler sp. Se establecid que el catbolismo del
dietilenglicol sigue la ruta metabdlica del glicolato. La bacteria con
mayor actividad degradadora se identificsd como Alcaligenes paradoxus ( 58 ).

En un estudio sobre un procesc nuevo de biotratamiento para
desechos de glicoles, Raja y colaboradeores (1991), manejan un proceso
microbiolégico por medio del cudl obtuvieron una remocidn de mds del 90
% en terminos de DBQ/DQO [ 52 ).

Kilroy y Gray (1992), evaluaron a escala de planta pildto la
tratabilidad del etilenglicol mediante lodos activados. Concluyeron gue
concentraciones de etilenglicel de 0.1 % en los influentes de la planta
81 eran tratables, mientras gue concentraciones mayores, lograban
alterar la eficiencia de degradacién de los microorganismos { 34 ).

Sedina (1952), aisld® una cepa bacteriana, la cuél puede utilizar
dietilenglicol como dnica fuente de carbono y se obtuvd de una planta de
tratamiento de agua de drenaje. Esta cepa se identificé como s mMonas
pgﬁi@ Encontrd gue las concentracicnes de dietilenglicol Sptimas para su

crecimiento estan en el rango de 5 a 40 g/1 (59). En otra investigacién,
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estudia la destruccidn del dietilenglicol vy el etilenglicol por
Pseudomonas pulida en un cultivo tipo batch. Utilizd una concentracién de
dietilenglicol de 202 mg/l. El rango especifico de crecimiento de
biomasa en la regidn de gustrato limitante, depende de la concentracidén
de dietilengliccl en el medio y sigue la ecuacidn de Monod. El rango
egpecifico de crecimiento del cultive es independiente de la
concentracidn de etilenglicol en el medio, dentro de un rango de 0.08 a
10 g/1 ( 60 ).

Larson y colaboradores (19%2), reportan un método de ensayo para
estimar la Dbiodegradacidén de ciertos compuestos, principalmente
polimeros en agua. Este método se aplica para etilenglicol,
dietilenglicol y polietilenglicol, en sgistemas de poca biomasa. E1
método involucra la aclimatacidén de microorganismos al material de
ensayo en un uwinisistema continuo de lodos activados, seguido por la
determinacién de didxido de carbono en un medio mineral de sales
utilizando una dilucién del indculo microbiano ( 38 ).

Torres {1994}, reporta cepas de microorganismes aislados de suelo
previamente expuesto a compuestos quimicos, capaces de degradar al
etilengliceol, en un ensayo a nivel de matraz utilizando medic sintético,

con una concentracidn de etilenglicol 0.077 M { &2 ).



25

MATERIAL Y METODO

1, Obtencidén de muestras.

Para el aislamiento de log microorganismos se utilizd una muestra
de suelo, previamente expuesta a productos guimicos, ademds se utilizd

agua regidual industrial, la cual se tomd directamente del drenaje.

2. Método de aislamientc de microorganismos.

Para el aislamiento de microorganismos, de muestra de suelo, en un
frasco de dilucidén de 100 ml de capacidad, se suspendieron 10 g de suelo
en 90 ml de agua destilada, se agitd fuertemente por cinco wminutos, de
esta suspensidén se realizaron diluciones decimales seriadas. Se depositd
1 ml de cada dilucién a cajas de petri estériles, sembrandose por
difusidén con 15 ml de agar sales dietilenglicol fundideo a 45°C.
Posteriormente, una vez solidificado el medio, se incubaron a 30°C + 2°C
durante 72 h (39). Las colonias que se reprodujeron en el medio, fueron
aisladas por separado en el wedioc antes mencicnado, tomando con un asa
bacteriolégica las coleonias individuales e inoculandolas en cajas de
petri esteriles gue contenian 15 ml de medio sé&lido, 1luege fueron
incubadas a 30°C & 2°C por 72 h. Estas cepas se conservaron realizando
resiembras periodicas cada dos meses en medio agar sales dietilenglicol
vy 8e mantuvieron a 4°C para su mantenimiento y su posterior uso.

En el aislamiento de microorganismos de muestra de agua residual,

se tomd una muestra de agua con ¢l asa bacterioldégica ¥ se inoculé en
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cajas de petri estériles, que contenian 15 ml de medioc s&6lido agar sales
dietilenglicol. Se incubaron a 30°C £ 2°C por 72 h. Las cepas obtenidas
gse mantuvieran a 4°C para su mantenimiento y su posterior uso.

El medio de aislamiento seleccionados para el crecimiento de
microorganismos capaces de utilizar al dietilenglicol como dnica fuente

de carbono, fué el medio sales dietilenglicol ( 1 ),

KI,POy 1.00 g/1
MgSQ4+7 HYO 0.20 g/l
NacCl 0.30 g/1
CaCl; 0.10 g/1
FeCl; 0.02 g/l
(NH4) 5804 1.00 g/l
Extracto de levadura 1.00 mg/l
pH 7.00

Agar 8.00 g/1
Dietilenglicol 5.00 g/1

El dietilenglicol se agregd despues de esterilizarse a 121°C por

15 minutos.

3. Seleccidn de cepas.

El criterio seguido para la seleccidn de las cepas de impertancia
para este trabajo, fué el de el rendimiento en produccidn de biomasa en
el medic minimo con dietilenglicol comc Unica fuente de carbono,
basandonos en la tecnica de pesc seco gque a continuacidn se describe.

Cada una de las cepas puras y cultives mixtos obtenidos en el
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aislamiento, se inccularon en matraces erlenmeyer de 250 ml de
capacidad, conteniendo 50 ml de caldo sales dietilenglicol. Se incubaron
a 30°C + 2°C a 60 rpm, pcr B84 h. Luego se filtrd el medio inoculado a
través de un filtro Millipore de 0.45 mug de tamafio de poro {previamente
gsecado hasta peso constante) en un equipo de filtracién Millipore, en
condiciones de wvacio. Se secd el filtro conteniendo la muestra, hasta
peso constante en una estufa a 121°C, y el peso seco se obtuvo mediante
la diferencia de pesos del filtro con la muestra y el filtro sin 1la

muestra ( 5 ).

4. Determinacidn de la cinética de crecimiento a nivel de matraz.

Cada una de las cepas seleccionadas (cepa pura o cultivo mixtq),
se inoculd en un matraz erlenmeyer de 250 ml de capacidad contenlendo 50
ml de medio. Se incubarcon a 30°C + 2°C con una agitacidén de 60 rpm por
un tiempo de 24 h. Posteriormente se realizaron dos pases subsecuentes
inoculando 1 % v/v del medio inoculado con 24 h de incubacidén a un
matraz con medio sin inocular. Después de un tercer pase, se comenzd a
determinar 1la c¢inética de crecimiento, inoculando series de siete
matraces de 250 ml conteniendo 50 ml de medio, por cada cepa. Se tomarcn
lecturas cada 12 h,se monitored mediante la utilizacidn de dos tecnicas
que a continuacidn se describen:

a) Cuenta viable en placa. Del medio de cultivo inoculado se tomd un
mililitro de muestra y se realizaron diluciones decimales sgeriadas hasta
104 Se tomd un ml de cada una de las tres dltimas dilucicnes y se vacid
en cajas de petri estériles, PFostericrmente se les agregd 15 ml de medio

s86lido, para sembrar por difusidn. Se incubarcon las cajas inoculadas a
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30°C + 2°C, Por ultimo se realizd el contec de unidades formadoras de
colonias (UFC) por mililitro en un contador de cclonias SOLRBAT.

b) Densidad éptica ( esta determinacion se realizd para las cepas
seleccionadas que no presentaron-formacién de aglomerados celulares en
exceso en medic liquido). De los matraces inoculados se tomd una porcidn
de la muestra, en la celda del espectofotfmetro SEQUOIA-TURNER modelo
340, vy se procedid a tomar la lectura de absorbancia a 550 nm {longitud
de onda obtenida por un andlisis previo de la comparacion de absorbancia
del medio de cultive solo, contra medio de cultivo inoculado a través de

diferentes longitudes de onda, desde 330 hasta 1000 nm ).

Otro pardmetro que sge determind a través del desarrollo de 1la
cinética de crecimiento, fué la medicién del pH mediante un

potencidmetrc marca Corning modelo 10.
5. Determinacidén de la curva de biodegradabilidad.

Durante el crecimiento de las cepas, se determind la concentraciédn
de dietilenglicol remanente, mediante un andlisis cromatografico,
utilizando un cromatégrafo de gases marca Shimadzu modelc GC-154, con
una columna DB-5 (30 m x 0.32 mm) .Tomando muestras cada 12 h durante
lag 72 h gue abarcd el seguimiento de la cinética. La cepa con el mayor
grado de remocidn del dietilenglicol, fué sgeleccionada para la fase
posterior de este trabajo, gque fué la determinacidén de la remocidn del

dietilenglicol en agua residual indugtrial,
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6. Cineticas preeliminares sobre agua residual industrial.

Se desarrollaron cineticas de crecimiento de la cepa seleccionada
en el punto anterior, utilizando como medio de cultivo agua residual,
donde se utiliza al dietilenglicol como agente suavizador de empagues de
celofdn. Esta agua residual se tomd directamente de la tuberia del
drenaje de las tinas de proceso. Para la determinacidén de las cineticas
utilizando el agua residusl, a esta Ultima no se le adiciond algln
nutriente. Las cineticas preeliminares se desarrollaron a nivel de

matraz y a nivel de reactor bioldgico.

a. Cinética preeliminar a nivel de matraz.

El desarrollc de ésta cinética fué similar a las determinadas
sobre medio de cultivo sintético, utilizando los mismos pardmetros;
medicidn del pH. cuenta viabkle en placa, determinacién de dietilenglicol
remanente por cromatografia de gases y densidad optica a 400 nm ( para
la medicién de este parémetro, se realizd un andlisis de comparacién de
abgorbancia del agua residual sin inocular contra un agua regidual

inoculada, a diferentes longitudes de onda, desde 330 hasta 1000 nm ).

b. Cinética preeliminar a nivel de reactor bioldgico.

Esta cinética, se desarrolld en un microfermentador New Brunswick

Scientific, utilizando un contenedor de vidrico con 14 1 de capacidad, al
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cual se le agregd 7 1 de agua residual industrial como medio de
crecimiento. Este sistema se manejd en condiciones no estériles, con una
temperatura de 31°C, 60 rpm , ¢on una acreacion de 1 cc/min. La duracion

de la cinética fué de 72 h, midiendo los parimetros menciconados en el

punto anterior.

7. Evaluacién de la variacidn del pH sobre la remocidn de dietilenglicol

a nivel de reactor biolédgico.

Se desarrollaron cineticas de crecimiento y biodegradacién del
dietilenglicol, a nivel de reactor biolégico utilizando como medio de
cultivo agua regidual industrial. En condicicnes no estériles, con una
temperatura controlada de 31°C, 60 rpm, con una aereacidén de 1 ce¢/min y
variando las condiciones de pH en las diferenteg cineticas realizadas,
se manejaron tres condiciones de pl, Acido {4.5), neutro (7.0} y bésico
(8.0).

En esta etapa de 1la investigacidén, al igual que en el ensayo
preeliminar a nivel de reactor bicoldgico, se incluyd la determinacidn de
un parametro gque nos determina el grado de biodegradacidn, pero a un
nivel mis general en comparacién con la determinacién especifica de 1la
coricentracién de dietilenglicol por medio del uso de cromatografia de
gases. Egta determinacidn se llevo a cabo al inicio de cada uno de los
ensayos y & las 36 h de incubacidn, las muestras se tomaron del reactor
y fueron centrifugadas a 2,500 rpm por 15 minutos, para eliminar el
crecimiento microblanc, por lo que las determinaciones se realizaron de

los sobrenadantes siguiendo la tecnica estandarizada ( 23 ).
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RESULTADOS

A partir de dos muestras de suelo, expuestas previamente a
productos quimicos y una muestra de agua residual , se lograron aislar
un total de seis cepas puras y siete cultivos mixtos capaces de utilizar
al dietilenglicol como Gnica fuente de carbono, cuande se utilizd medio
minimo con sales y dietilenglicol, para su aislamiento. La mayor parte
de estas cepas, se aislaron de suelo y solo una mezcla de
microorganismos se aisld de la nuestra de agua residual. Las claves de

las cepas y Sus caracteristicas se muestran en las tablas 1 y 2.

Se encontrd que al momento de propagar estas cepas en medio
ligquido con sales y dietilenglicol, gue una cepa pura y dos cepas de
cultivo mixto de microorganismos, presentaron el mayor rendimiento de
produccidn de biomasa (Gréficas 1 y 2). Por lo gue estas cepas se
gseleccionaron pare su anflisis de biodegradacién de dietilenglicol, a
nivel de matraz, siendo las cepas seleccionadas: RC-004, RCM-003 y RCM-

007 (Gr&fica 3}

Las cepas seleccionadas presentaron las giguientes
caracteristicas:
RC-004. Bacteria con forma de bacilo, tincién de Gram positiva. Aislada
de suelo expuesto previamente a compuestos quimicos.
RCM-003. Mezcla de bacterias, de tipo actinomiceto, tincitn de Gram
positiva, bacterias con forma de cocosg, tincidn de Gram positiva, Estas
bacterias fueron aisladas de Bsuelo previamente expuesto a compuestos

quimicos.
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RCM-007. Mezcla de bacterias. Bacterias con forma de bacilos pequefios,
tincidén de Gram negativa, bacilos gruesos de tamafio regular, tincidn de
Gram negativa, bacilos largos delgados tincidn de Gram negativa, bacilcs
gruesos de tamafio regular tinciétn de Gram positiva. Esta mezcla de

bacterias se aisld de la muestra de agua residual.

En las gré&ficas 4, 5, 6 y 7 se muestran los comportamientos de las
cepas seleccionadas, en cuantc a crecimiento y pH. Una de las
diferencias mas notables, entre estas grdficas de las tres cepas, a
parte del grado de crecimiento de la cepa RCM-007, lo representa la
tendencia del pH a través del tiempo en el que se desarrolla la cinética
de crecimiento. En 1las cepas RC-004 y RCM-003, se puede decir que
précticamente no existe wvariacidn de pH, mientras que en la gréfica de

la cepa RCM-007 si existe una notoria variacidn.

Para la determinacidén de la biodegradacidn del dietilenglicol, se
desarrollo una curva de c¢alibracidn para su comparacidén con los
resultados obtenidos en c¢romatografia de gases, transformando estos
resultados a concentracién de dietilénglicol en partes por millén. Los
resultados corregidos, al realizar un andlisis de regresidén lineal, se

muestran a continuacién:
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Concentracidén de dietilenglicol Area
ppm
2,000 1'004,104
4,000 2'008,208
£,000 3'012,313
8,000 4'016,417
10,000 5'020,522

La curva de calibraciétn se muestra en la grédfica nidmerc 8,
presento una correlacidn de 0.999%4, lo que significa que presenta un

rango de correlacidn confiable.

Dentro de los andlisis de bilodegradacidén a nivel de matraz y
utilizando agua zregidual como medio de cultiveo, sge presentd 1o
siguiente: La c¢epa RC-004 legrd degradar una concentracién de
dietilenglicol de 7,500 ppm hasta 5,740 ppm, okteniendo un 23.46 % de
remocidén (Grdafica 9}, la «cepa RCM-003, logrd degradar de una
concentracidén de 7,500 ppm a una concentracidn de 5,130 ppm, obteniendo
un 31.6 % de remocidn de dietilenglicol (Grafigca 10), milientras gque la
cepa RCM-007 degradd de una concentracidén de dietilenglicol de 7,500 ppm
a una concentracién de 4,520 ppm, lo gque representd una remocidn del
39.73 % (Grafica 11). Observando que la cepa RCM 007 obtuvdo el mayor
grado de remocidn de dietilenglicol, se utilizd esta cepa para la parte

experimental de remociédn del dietilengliccl de agua residual industrial,
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que se llevd a cabo en el reactor biolégico.

En las grédficas 12, 13, 14 y 15, se muestran los comportamientos
en cuanto a crecimiento, pH y remocién de dietilenglicel, de log ensayos
preeliminares a nivel de matraz y de reactor biolégico, utilizando agua
residual comc mwedio de cultivo. En los dos ensayos se muestra un
comportamiento similar, obteniendo grados de remocidn de dietilenglicol
del 46.87 % a nivel de matraz y del 48.57 % a nivel de reactor
bioltgico, notandose una tendencia del pH de wvariar desde un valor

dcido, de alrededor de 4.5 hasta un valor bésico de alrededor de 9.

Al cuantificar el efecto de la variacidn del pH sobre la remocidn
de dietilenglicel a nivel de reactor biolégico, sobre agua residual
industrial (Tabla 3 y gréfica 22), por la cepa RCM-007 (Grafica 16), se
encontrdé que esta cepa logrd remover después de 72 h de incubacién a un
pH &dcidc de 4.5, 2,400 ppm de dietilenglicol de una concentracidn
inicial de 4,000 ppm, lo que representa una remocidn del 60 % (Gréfica
17). A un pH neutro (pH 7, Grafica 18}, logrd remover 4,100 ppm de
dietilenglicol de una concentracion inicial de 5,700 ppu, representando
unl 71.9 % de remocidn (Grafica 19). Y con un pH de 8 (Grafica 20), se

logrd remover de 4,400 ppm, lo gue representa un 75.8 % de remcocidn

(Gréfica 21).

Dentro de los andlisis de biodegradacién a nivel general, mediante
las determinaciones de la demanda quimica de oxigenoc (DQO, Tabla 4), se
encontrd gue para el ensayo preeliminar a nivel de reactor bioldgico,

existe una disminucién de los valores de DQO de 10,970 a 8,883 ppm, ésta
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disminucién significa la eliminacién de un 19 % del DQO. En los ensayos
a nivel de reactor kioldgico y con el pH controlado, se observa gue para
el ensayo con pH de 4.5 ge eliminan 13,463 ppm de DQO, esto representa
una eliminacién del 28 % de DQO. Para el ensayo con pH de 7, se observd
una disminucidn del DQO de 38,900 ppm a 27,230 pgpm, gue representa un 30
% de eliminacién del DQO. Mientrag que para el ensayo realizado con un

PH de 8, la concentracion de DQO disminuye de 23,393 ppm hasta 9,747

ppm, representandc una disminucién del 58.33 % (GQrafica 23).



CEPA CARACTERISTICAS

RC-001 Bacterias filamentosas tipo actinomiceto
Gram +.

RC-002 Bacterias con forma de cocos Gram +.

RC-003 Bacterias filamentosas tipo actinomiceto
Gram +.

RC-004 Bacterias con forma de bacileos Gram +.

RC-005 Bacterias con forma de cocos Gram +.

RC-006 Bacterias filamentosas tipo actinomiceto

Gram +,
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Tabla 1. Cepas puras aisladas, capaces de utilizar al dietilenglicol

comg Unica fuente de carbono.



Tabla 2. Cultivos

mixtoe de Dbacterias,

dietilenglicol como finica fuente de carbono.
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capaces de utilizar al

MEZCLA MICROORGANISMOS

RCM-001 Coccos Gram + y bacilos Gram +.

RCM-002 Cocos Gram + y actinomicetos Gram +.

RCM-003 Cocos Gram + v actinomicetos Gram +.

RCM-004 Cocos Gram + y actinomicetos Gram +.

RCM-005 Cocos Gram + y actinomicetos Gram +.

RCM-006 Bacilog Gram -, bacilcs Gram + vy
actinomicetos Gram +.

RCM-007 Baciols Gram + y bacilos Gram -.
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Tabla 3. Porcentaje de remocidén de dietilenglicol en 1los distintos

enisaycs de pH controlado, a nivel de reactor bioldgico.

pH DEG * ppm DEG * ppm % DE REMOCION
0 h 72 h

4.5 4,000 1,600 60.00

7.0 5,700 1,600 71.90

8.0 5,800 1,400 75.86

Tabla 4. Porcentaje de remocidn de DQO en los distintos ensayos de pH

controlado, a nivel de reactor bioldgico.

pH DQC ppm DQO ppm % DE REMOCION
0 h 36 h

4.5 48,080 34,617 28.00

7.0 38,900 27,230 30.00

8.0 23,393 9,747 58.33




39

"sope|sie sowsiueblooldiw
ap seind seded 8| ap ugloeqnaul ap | g
B BSBUOIYQ 8P UDIDONPOId °| BOHRIE)

sow w8 us 0oe8 088d N

sedasn
900-0H ©00-DH  ¥00-OH €00-DH 200-OH  10O-DH

(Jeue)

¢00

800

Y00



40

"SOPBISIR SOUBICOIDIW SO1XIW
SO0AILND SO| ap UQINBCNOUI ap | +8
B BSBUIOIQ 9p UQIDANPOId "Z BOBID

soweJB Us 0988 0884 [

gedan |
£00=-WOH 200-WOH SO0=-IWDH FOO-WOH E00-WOH Z00-WOH LOO-WOH

00

¢0'0

€00

r0°0



41

‘ugiaegqnoul ap | 8 B BEBUOIY ap
ugI2onpold 1o0AeuUl UQd sedan g BIRID

sowwil us ode8 0884 ]

grdan
LOO-WOH vOO-WDY S00-WOH +00-DH  300-0H  LOO-DH

..................................

..................................................................................

Q0

0’0

£0°0

00



42

"BOIRIUIS Bnbe uo9 ‘ZellBW 2P |9AIU

B $00-0OY Bdao | ap Hd ap uglopaw
A OJUBIWIDBID 8P BAIND “f BOIRID

w/odn ——  HY

geloy ue odwall

..............................................................................................................................

............................................................................................................................

M~ © WSO N T O
|

I
[+3

SO[IN JW/24N

00e

#1144

009

oo8



43

"BOI191UIS BNDR UOD ‘ZBNRUI |9AIU B
£00-WOY edao B| op ‘Hd ap ugldipaw
A OIUBIWINABID &P BAINYD "G BHLIRIE

IR/DHN —— Hd

geloy ua odwal]

Hd SBUOIIIN |W/D4N

L4

S



44

"BOIl191UIS
enbe U0 ‘ZBIlBUI 8P [9AIU B 200-WOY Bdad
B] @p O1UBIUIIDAID 8P BAIND "g BIBIL

W40 —— WU O0F B BIOUBQIOBQY ——

sBJoy Ud odwall

So ¢
SOUCIIIW 1W/D4N sav



45

"ZBIIBU [SAIU B 2 00-WHY BdaD
B] 9p BO[19UID B| 9p QJ|0MIBSIP |3
auBInp Hd [ap UQIDIPIN "2 BIRID

Hd

gBIOy ua odwal]

gOpBPIUN

D M~ 0 1 T O v Q



46

‘soseb ap vljrIGO)RWOID lOd
gigljgue ‘|j02l|Buaalp ap s9IBpPUBIED
ap UQIoBIqI[BD 8P BAINN g BIIBIED)

golyY
(wdd) 53Qq ap ugloBIUR2UOD

0000¢ 0008l 0009I 000FI 000G DODOL O00B 0009 000Y 0002 0

T N | | | { | I i

.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
v
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
N
N
.
N
.
.
.
.
.
.
.
s
"
*
.
.
.
.
"
.
.
-
.
.
.
.
.
N
.
.
.
.
H
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
M
.
N
.
.
.

cl
8OUCIITN



47

y00~-0YH rdan e| 9p ‘BOIla1UIE BhbR
UQd ZrilBU ap [3AIU B [02]|Busnalp
op ugldepeibapolq P BAINY '§ BIJRID

JLININVINIH B30 —

grioy ua odwaly

09 b4 9 . 14 Gk 0

..............................................
...................................................................................

....................
.............................................................................................................

.......................................
..........................................................................................

000¢&

Q00F

0009

0008



48

"£00-OY Bded B| ap ‘BdloluUls BnbR
UoD ZrllBUI 3P |2AIU B [021BuaiaIp
ap ugloepeibapolq ap BAIND'OL BIJBID

J1IN3INVINIH B30 —

seloy us odwsl]

09 1214 o€ 144 ch 0

wdd

000

000Y

0009

0008



49

"200-NDH edao B| ap ‘eallaiuls enbe
UuQo ZBI1BU 3P |9AIU e [0DIBUalalp
ap uQloBprlbapoIlq @p BAIND 'Ll BIJBID

JLN3INVINIYH B30 —

geloy uas odwsaly

09 =) 4 2e 14 ok 0

wdd

000c

000F

Q009

0008



50

‘200-WOYH Bdad B] ap ‘|enplisal enbe uo)
ZelleUl ap |9AIU B Hd 8p ojuaiueliodulo)
A O1UBIWINAIN 3P BAINND 'ZL BORIE

Hd — WU QoF Vv YVIDONVEHOSEY ——

s8I0l us odwall
Gl 09 14" et 9t 0t v Al Q o




51

"200-WHYH Bdan v| op ‘|enpigsl enbe U0
Zelleul [9AIU B [021]Busalp ap ugQIaep
elbap A Q1UIUNNSIN 3P BAINY "C] BIRID

JININVINTH B3d ——  (83INOTIIW) 1W/04N ——

seloy ua oduwel]

00L
002
414
00Y
00%

009

1020091185



52

"200-N0Y BdaD B ap 001690l
1010891 us'Hd |ap oluaiwerlloduwos
A QIUSIUWIDAIN 8P BAINY “§| BORID

Hd ~— WU 00F V¥V YIONVEHOSEY ———

seloy ue odwal]




53

'200-NOY Bdad B| ap ‘00169j0Iq
lo1oeal Ug |oalibualilelp ap ugloepeibap
A QlUBIUWIDaI) 3P BAIND "Gl BIRIE

JININVIWIH B30 ——  (SINOTIIW) W/J34N ——

gsrloly us odwal]




54

‘g’ Hd B 200-WOH ©dad
8] 8p OLUBIWINSID 3P §BAIND Y| BOYRID

(B3INOTTIN) 1W/0dN —— WU 00F ¥ VIDNVEHOSEY —

gelol u2 odwal]

170

¢0

€0

LAY

&0



55

‘g'p
Hd B £00-NDY edad B| Jod [ool|Buajialp
2p ugloepeibapolq ap BAIND 2] BIIIRID

JLNINVWIH ©30 —

grloy ua odwall
L 09 4% 8v o8 0g v3 Zl 9 0

0001}

000z

0C0oE

o00Y

000G
3TN



56

", Hd B 200-WDY edao
B] 9p OJUBIWINSID 3P §BAINY "Gl BOIIRID

(BANOTIIW) IW/JdN —— WU 00F ¥V YIDNVEHOBEY —

seloy us odwall
Gl 09 12" gt 9t #]> ve el 9 0




57

L
Hd & 00-WNYH edao v 1od |[o21Busnalp
ap ugloeprlbapoId ap BAINN gl BOURIE

JLNINYWIH B30 ——

geloy ue odwall
L 09 147 gt 2e 1> vz Al




58

"8 Hd B 200-WOYH BdaD
B| 9P OJUBIUIDSID 8P EBAIND "OZ BIBID

(BaANOTTIW} 1W/DdN —— WU 00F ¥V VIONVEHOSEY ——

seloy ua odwal]

&l 09 14"] 1514 9 oe L cl 2 O

0 T I T T ] T T —

00l

00&

00t

O0F

w/od4nN sav

¢0

¥o

90

80



59

"8
Hd B 200-WHOH Bdao B| I0d [001|6UanaIp
ap ugloeprlibapolq ap BAIND °LZ BIIBID)

(wdd) ILNINVIWIH B30 ——

seioy ua odwail
gL 09 ¥ 8 98 0% v Al 9 0




‘Hd ap S2UQIDIPUOD SI1UBIBNP §B| UD
|[ool|Bug(ilalg ap UQIDOURY "ZZ BlllBlD

Hd
o 07 1
| 0
...................................................................................................................................... 103
........................................................................................................ ov
812

NOIDOWaY 3q ¢



61

‘Hd ap &auUoIDIpuod galualallp
§B] U2 QDA op UQIDOWRY "gZ BOljRID

Hd

o8| L+ ¥ 2 10 4

NOIDOW3H 30 %

Ol

Oc

0%

or

0G

09

01



62

CONCLUSIONES Y DISCUSIONES

De 1las seis cepas puras y Siete cepas de cultivos mixtos
microbianos aislados, se selecciond por su eficiencia de remocién de
dietilenglicol, a una mezcla microbiana proveniente de agua residual
industrial. Esto nos 1lleva a la conclusién que las cepas nativas
presentan una alta afinidad por los compuestos a degradar, con los que
tienen contacto habitualmente, en este caso , los microorganismos gue se
desarrollan en las instalaciones de donde se tomd la muestra de agua
residual tienen la capacidad de utilizar al dietilenglicol como fuente
de carbono y/o energia, cuando se les proporciona las condiciones

ambientales v tiempo necesarios.

De acuerdo con los resultados obtenidos en esta investigacidn se
concluye gque conforme se aumenta el potencial de hidrdgenc la remocidn
de dietilenglicol v de demanda guimica de oxigeno (DQO), también va en
aumento. Sin embargo como sé cbhserva en las gréficas de crecimiento y
degradacitn de dietilenglicol en los ensayocs preeliminares donde no se
controld la condicidn ambiental de pH, que al llegar a un valor de pH 9,

el crecimientc de la cepa microbiana se detenia.

Concluyendo con esta invegtigacidn, que el pH Optime para la
biocdegradacitn de dietilenglicol de 1la muestra de agua residual
industrial wutilizada es de 8, para nuestra cepa de ensayo y 1las

condiciones ambientales propuestas.

Esta tecnologia puede ser utilizada a nivel de pretratamiento de
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agua residual industrial en las que se descargue dietilenglicol, asi

como también en las plantas de tratamiento de agua residual.

Se recomienda continuar con esta investigacidn, para determinar
todas las condiciones ambientales dptimas para aumentar el indice de
remocidén de dietilenglicol y poder llegar a la implementacién de esta

tecnologia & nivel industrial.
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