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RESUMEN

La descontaminacion de liquidos percolados provenientes de los vertederos
publicos, es una preocupaciébn constante en la sociedad actual. El
aprovechamiento de los lixiviados como fuente de nitrdgeno o fosforo en forma de
fosfatos y de componentes organicos como los &cidos grasos butirato, valerato y
propionato, precursores igualmente, de polimeros biodegradables, hace posible el
uso de microorganismos como intermediarios en este proceso.

Partiendo del proceso de remocion de materia organica llevado a cabo en el
relleno sanitario Antanas de la ciudad de Pasto (Narifio), se realizaron variaciones
en la adicion de los nutrientes: Urea, fosfato acido de potasio y mezcla de
oligonutrientes, con el objeto de evaluar una via alternativa, logrando un
porcentaje de remocion de materia organica de 35,05% en el lixiviado sin
tratamiento. Adicionalmente, se evalué el efecto por parte de 12 morfotipos
bacterianos productores de polihidroxialcanoatos aislados del lixiviado,
inoculandolos en el medio que presentd el mejor porcentaje de remocion con la
variacion de nutrientes. De ese modo, se obtuvo un porcentaje de remocién de
21,96% de la DQO total (DQOLt) y 34,61% en la DQO soluble (DQOSs). Igualmente
se observo reduccion del color y sedimento en el lixiviado tratado y produccién de
polihidroxialcanoato de tipo co-polimero P(3HB-co-HV).

Con los resultados obtenidos se pudo establecer un modelo matematico en el cual
serelaciona la DQO del lixiviado y la produccion de PHA por parte de los
microorganismos; determinando que segun las condiciones de este experimento,
por cada 4080,73 mgO,L™ se obtienen 60 mgL™.de polimero.
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ABSTRACT

Decontamination of liquid percolate from the landfills, is a constant concern in
today's society. The use of leachate as a nitrogen and phosphorus source in the
form of phosphates and organic compounds such as fatty acids butyrate, valerate
and propionate, also precursors of biodegradable polymers, makes possible the
use of microorganisms as intermediaries in this process.

With the aim to evaluate an alternative to the removal of organic matter process in
the landfill Antanas of the city of Pasto (Narifio) were made variations in the
addition of nutrients: urea, potassium acid phosphate and micronutrients mixture,
were obtained 35.05% of organic material removal present in the untreated
leachate. Subsequently, was analyzed the effect of organic material removal by 12
polyhydroxyalkanoates accumulating bacterial morphotypes isolated from the
leachate; those were inoculated on the medium that presented the highest removal
percentage with the variation of nutrients. We obtained a removal percentage of
21,96% of the total COD (CODt) and 34,61% in the soluble COD (CODs). Also
observed reduction in color and sediment in the leachate treated and production of
polyhydroxyalkanoate copolymer type P (3HB-co-HV).

With the results obtained are able to establish a mathematical model which relates
the COD of the leachate and the production of PHA by microorganisms,
determining that under the conditions of this experiment, each 4080,73 mgO,L™
was obtained 60 mgL™.de polymer.
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INTRODUCCION

Entre los principales problemas que enfrentan los rellenos sanitarios, se
encuentran: el arrastre de material por el viento, anegacion, contaminacion de
acuiferos debido a las aguas residuales, la generacion de gases metano y dioxido
de carbono causantes de explosiones y generacién de olores’. Dentro de estos
factores, los lixiviados son los directos responsables de generar una carga
contaminante en los suelos y cuerpos acuiferos directamente relacionados,
modificando sus propiedades fisicoquimicas, microbiologicas y alterando el
ecosistema de los organismos vivos que los componen. Debido a esto, algunos
paises consideran dentro de sus leyes? un reglamento claro que restringe la
produccion y disposicion final de estos liquidos percolados.

Los lixiviados generados en el relleno Sanitario de Antanas (RSA) de la Ciudad de
Pasto, estan, constituidos fundamentalmente por metales como: mercurio, cromo,
cadmio, cobre, hierro, manganeso, niquel, selenio y acidos grasos como butirato,
valerato, propionato y octanoato®, los cuales son controlados debido a su alto
grado de peligrosidad, mediante procesos fisicos, quimicos y microbiolégicos que
permiten reducir la carga contaminante a los valores exigidos por la legislacion
colombiana®.

Sin embargo, aunque estos procesos disminuyen en parte el nivel de
contaminacion de los liquidos percolados, una alta concentracion de materia
organica en forma de &cidos grasos de cadena corta aun permanece en el
lixiviado, por lo tanto, teniendo en cuenta que la mayor parte de los componentes
de estos liquidos percolados son empleados por diversos microorganismos como
sustrato, se ha propuesto que sean estos la principal medida de tratamiento. Por
esta razén, diversos paises han planteado el uso de lodos activados >°
constituidos por cumulos de bacterias muchas de las cuales pueden aprovechar

los acidos grasos de cadena corta’ y fosfatos®® presentes en el medio para

! KYLEFORS, Katarina. Predictions of Leaching from Municipal Solid Waste (MSW) and Measures
to Improve Leachate Management at Landfills. Sweden. 2002.

? Directiva 2000/60/CE del Parlamento Europeo y del Consejo, de 23 de Octubre de 2000

3 Grupo de biotecnologia microbiana, Universidad de Narifio. Por publicar

* MINISTERIO DE AMBIENTE VIVIENDA Y DESARROLLO TERRITORIAL. Decretos Nimero
1594 de 1984, 3100 de 2003 y 838 de 2005. Republica de Colombia

® MADISON, L, y HUISMAN, G. Metabolic Engineering of Poly (3-Hydroxyalkanoates): From DNA
to Plastic. 1999.

® PUNRATTANASIN, Warangkana. The Utilization of Activated Sludge Polyhydroxyalkanoates for
the Production of Biodegradable Plastics. 2001.

" HARMSEN, Hermie, Antén AKKERMANS, y Alfons STAMS. Population Dynamics of Propionate-
Oxidizing Bacteria under Methanogenic and Sulfidogenic Conditions in Anaerobic Granular Sludge.
1996
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biotransformarlos en sustancias poliméricas biodegradables conocidas como
polihidroxialcanoatos (PHAS) y polihidroxifosfatos respectivamente. Es asi como
las bacterias cumplen con una doble propiedad ecoldgica: participan en la
descontaminacion del lixiviado y adicionalmente, producen sustancias como los
polihidroxialcanoatos que revisten importancia a nivel industrial, médico y
ecologico™®.

Diariamente, en el RSA de la ciudad de Pasto se producen aproximadamente
112.320L* de lixiviado los cuales, se vierten al suelo tras cumplir con los
pardmetros establecidos por las normas nacionales™. Para esto, los liquidos
percolados son sometidos a un tratamiento microbiolégico de tipo aerobio y
anaerobio, donde el lixiviado es suplementado con nutrientes considerados
necesarios en el crecimiento bacteriano; el efluente resultante se somete a
floculacion, sedimentacién, un filtro de anaerobiosis y cloracion, es en este punto,
donde finalmente se considera que en el lixiviado se ha removido la mayor parte
de carga contaminante expresada en términos de remocién de materia organica y
por tanto es apto para la aspersién al medio externo. Sin embargo, es posible
mejorar la remocion de materia organica si se modifica uno o algunos factores en
el tratamiento actual incrementando la efectividad del proceso microbioldgico.

Teniendo en cuenta los planteamientos anteriores, el grupo de investigacion en
biotecnologia microbiana, tras realizar estudios en el RSA de la ciudad de Pasto,
ha encontrado bacterias productoras de PHAs en el lixiviado, indicando que es
posible utilizar estos microorganismos en procesos de remocion de acidos grasos
tales como butirico, valérico y propiénico presentes en el medio para generar
granulos de polimero que utilizardn como reserva de energia. Por tanto cabria
preguntarse, ¢ son eficientes las bacterias productoras de PHAs en la remocion de
materia organica presente en el lixiviado del RSA de la ciudad de Pasto?. Para
esto fue necesario conocer si las condiciones existentes en el RSA, eran
favorables para que las bacterias cumplan con una funcion biorremediadora
adecuada y a su vez tengan una buena sintesis y produccién de polimero
biodegradable (PHA).

En el presente estudio se manejaron algunas condiciones nutricionales en el
crecimiento bacteriano que permiten una mejor descontaminacion del lixiviado en

® WU, WEI-MIN, Robert F HICKEY, y Gregory ZEIKUS. Characterization of Metabolic Performance
of Methanogenic Granules Treating Brewery Wastewater: Role of Sulfate-Reducing Bacteria. 1991.

® OMIL, F, A VISSER, L W HULSHOFF POL, y G LETTINGA. Desarrollo de biomasa sulfurogénica
durante el tratamiento anaerobio de aguas con alto contenido en sulfato en reactores anaerobios
de lodos granulares. 1997.

1 MINO, T. Microbial Selection of Polyphosphate-Accumulating Bacteria in Activated Sludge
Wastewater Treatment Processes for Enhanced Biological Phosphate Removal. 2000.

' ROZSA, Ch. et al. Miscibilidad de mezclas poliméricas de polihidroxialcanoatos. 2004.

12 Ingeniero José Zambrano EMAS. Comunicacion personal.

* MINISTERIO DE AMBIENTE VIVIENDA Y DESARROLLO TERRITORIAL. Op. Cit.
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el RSA, con el fin de influir benéficamente en los procesos metabdlicos
bacterianos responsables de la descomposicion de sustancias altamente
contaminantes™* las cuales son transformadas a fuentes energéticas o diferentes
tipos de metabolitos, algunos de interés industrial como los PHAs 101718 |og
cuales constituyen la materia prima renovable utilizada en la industria para la
generacion de envases y contenedores que actualmente estan reemplazando los
producidos a partir de derivados de petréleo™.

Para cumplir con lo propuesto se plantearon los siguientes objetivos:
e Disefiar un medio de cultivo para la remocion de la materia organica
presente en el lixiviado del Relleno Sanitario Antanas de la ciudad de Pasto

e Estimar in Vitro la produccion de PHAs en bacterias aisladas del RSA de la
ciudad de Pasto.

e Determinar la eficiencia de las bacterias productoras de PHA en la remocién
de la materia organica presente en el lixiviado del Relleno Sanitario Antanas.

Al cumplir con los objetivos propuestos, se genera un aporte diferente de
descontaminacién de lixiviados para el Relleno Sanitario Antanas de la ciudad de
Pasto, enfocandose en la remocion de materia organica que metabolizan los
microorganismos presentes en estos liquidos al manipular la concentracion de los
nutrientes adicionados. Igualmente, se establecié una relacion entre la produccion
de polimero biodegradable a partir de la cantidad de materia organica presente en
el lixiviado tratado. Del mismo modo, la aplicacién de este proyecto favorecera la
calidad de vida de los habitantes de la regién y ofrecera una alternativa industrial
en la produccién de plasticos biodegradables en el departamento.

1 STEINBUCHEL, A. Perspectives for Biotechnological Production and Utilization of Biopolimers:
Metabolic Engineering of Polyhydroxyalkanoate Biosintesis Pathways as a Succesful Example.
2001.

* RAMIREZ, OCAMPO y VANEGAS. XXII Congreso Interamericano de Ingenieria Quimica. V
Congreso Argentino de Ingenieria Quimica. 2006.

' ENCARNACION, et al. Fermentative and Aerobic Metabolism in Rhizobium etli. 1995

' PUNRATTANASIN 2001. Op. Cit. p.37

'®* WALTERMANN, M y A STEINBUCHEL. Neutral Lipid Bodies in Prokaryotes: Recent insights into
structure, formation and relationship to Eukaryotic Lipid Depots. 2005.

% American Water Works Association Research Foundation, Lyonnaise de Eux, Water Research
Commission of South Africa. Tratamiento del agua por procesos de membrana, principios,
procesos y aplicaciones. 1998.

15



1. FUNDAMENTO TEORICO
1.1. LOS LIXIVIADOS

El relleno sanitario es un lugar disefiado para la disposicion final de la basura, su
objetivo es disminuir el peligro que esta implica para la salud y la seguridad
publica®. En el relleno sanitario se aplican principios de ingenieria para depositar
en el suelo los desechos solidos, los cuales se esparcen y compactan
reduciéndolos al menor volumen posible para que asi ocupen un area pequenia.
Ademas, prevé los problemas que puedan causar los liquidos y gases producidos
en el relleno, por efecto de la descomposicion de la materia organica durante su
operacion y después de terminado el mismo 2% %2,

Entre los principales problemas que debe considerar un relleno, esta la generacion
de lixiviados, los cuales son productos de la descomposicion o putrefaccion natural
de la basura®. Estos liquidos percolados dependen del tipo de residuos, los que a
su vez varian debido a diferentes caracteristicas como la region, la época del afio,
la fase de descomposicién, etc. los méas conocidos son®*:

e De tipo mineral: productos de quemas naturales y residuos industriales y
domeésticos que generan cenizas volatiles y remanentes solidos. Este tipo de
lixiviados son ricos en sales de iones como potasio, sodio, calcio, plomo,
molibdeno, manganeso, cadmio, cobre, zinc, cromo y mercurio®.

e De tipo organico: considerados degradables, provienen de la
descomposicion de residuos organicos. Son estos lo que en las fases de
degradacion, generan subproductos que incluso se combinan con los lixiviados
minerales hasta la obtencion de complejos con un rango elevado de peligrosidad
por lo que deben ser controlados y disminuidos para evitar la contaminacion de las
fuentes de agua cercanas y del ambiente circundante?®.

% ALCUBIERRE, D. Striatum Web. Un blog verde. Rellenos sanitarios.
http://www.dforceblog.com/2009/05/23/rellenos-sanitarios. (Ultimo acceso: 2009)
2L JARAMILLO, J. Guia para el disefio y construccion de los rellenos sanitarios manuales. 2002.
22 KYLEFORS 2002. Op. Cit. p.8
% bid. p.8
2: ODRIOZOLA, V. Rellenos sanitarios: enterrar basura, sepultar el futuro. 2004
Ibid.
% Ibid.
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Ademas teniendo en cuenta estudios previos?’, dentro de un relleno sanitario
existen dos procesos de reaccion bioquimica, aerdbicos y anaerdbicos, bajo esta
Gltima caracteristica se observan las dos fases tipicas de un relleno sanitario:

e Aerobiosis. Los tanques estan dispuestos a la accion del oxigeno
atmosférico o promovido por procesos de aireacién y los residuos que se
encuentran en éste, circulan por un espacio corto (estimado en semanas como
méaximo), hasta que se haya consumido el oxigeno presente. En esta fase, se
generan cantidades minimas de Dioxido de carbono (CO») y algunos procesos de
consumo de iones nitrato (NO3)%.

e Anaerobiosis. Compuestos organicos como los acidos grasos son
empleados en el metabolismo microbiano. Se compone de dos fases®:

o Fase acidogénica o anaeroObica: los organismos facultativos o anaerdbicos
descomponen las sustancias organicas de partida como proteinas; grasas e
hidratos de carbono en CO,, H; y acidos grasos, estos ultimos son los
responsables de la reduccion del pH.

o Fase metanogénica: es la fase mas prolongada de la degradacion. Ahi el nivel
de acidez se ve estabilizado por la disminucibn del material organico,
principalmente &cidos grasos y la consecuente generacion de gases, en especial
metano gracias a la accion de organismos anaerdébico.

Durante la fase o fermentacion &cida o fase acidogénica los acidos grasos
producidos junto con el CO, y H, representan una alta carga organica en los
lixiviados y generan valores de pH &cidos. En la fase de la fermentacion
metanogénica, los acidos grasos son descompuestos a tal punto que los
productos restantes pueden escapar como gases Yy con ello reducir en buena
medida la carga orgénica de los lixiviados™.

Segun Ehrig, existen varios parametros que permiten identificar en qué fase se
halla el lixiviado del relleno sanitario (ver tabla 1).

2 LAGERKVIST et al. 1995. Samordnad deponigas - Forskning, Utveckling, Demonstration.

Slutrapport. En: KYLEFORS, Katarina. Predictions of Leaching from Municipal Solid Waste (MSW)
and Measures to Improve Leachate Management at Landfills. 2002.

%8 Ibid., p. 7

% Ipid., p. 7

% EHRIG, H. Cantidad y contenidos de lixiviados de rellenos de desechos domésticos.1999.
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Tabla 1.Parametros de lixiviados que varian de acuerdo a la etapa del proceso del
relleno sanitario.**

Parametro o Fermentacion acida Fermentacion metanogénica
(unidad) Valor medio Rango Valor medio Rango
pH 6,1 4,5-7,5 8 7,5-9
DQO (mgL™) 22000 6000-60000 3000 500-4500
DBOs (mgL™) 13000 180 20-550
DBOs/DQO 0,58 0.06
Fe (mgL™) 780 20-2100 15 3-280
Ca (mgL™) 1200 10-2500 60 20-600
Mg (mgL™) 470 50-1150 180 40-350
Mn (mgL™) 25 0,3-65 0,7 0-45
Zn (mgL™) 5 0,1-120 0,6 0,03-4
St (mgL™) 7,2 1,1-14,7 0,94 0,3-7,25
SO, (mg L™ 500 70-1750 80 10-420

Al final de estos procesos se obtiene una composicion caracteristica en los
lixiviados que varfa en el tiempo (tabla 2) y la época del afio®>. De esta manera se
hace evidente que este tipo de compuestos no pueden ser lanzados directamente
al ambiente, por esta razon, uno de los principales mecanismos empleados para la
descontaminacion de estas aguas residuales es el tratamiento microbioldgico®>.

Tabla 2. Parametros para el andlisis de las aguas residuales y su variacion con
respecto al tiempo®*.

) Concentracion (mgL™)
Parametro — ~ - —
1 afio 2 afios 3 anos 4 anos
DBO 4.460 13.000 11.359 10.907
DQO 11.210 20.032 21.836 18.533
Solidos Disueltos 11.190 14.154 13.181 13.029
pH 7.1 6.6 7.3 6.9
Alcalinidad (CaCO3) 5.685 5.620 4.830 5.404
Dureza (CaCO,) 5.116 4.986 3.135 4.652
Calcio 651 894 725 818
Magnesio 652 454 250 453
Fosfatos 3 3 3 3

31 EHRIG, H. "Water and elementes balances of landfills", Earth Sciences, The Landfill. En:
MENDEZ NOVELO vy otros. Influencia del material de cubierta en la composicion de los lixiviados
de un relleno sanitario. 2002

%2 ALUKO, O, M SRIDHAR, y P OLUWANDE. Characterization of leachates from a municipal solid
waste landfill site in Ibadan, Nigeria. 2003.

% KYLEFORS 2002. Op. Cit. p.8

% Miliarium Aureum, S.L. variacién de los lixiviados con la edad del vertido.
http://www.miliarium.com/Proyectos/Vertederos/RSU/Lixivybiogas/Lixiviado.htm ((ltimo acceso:
20009).
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N-Kjeldahl 1.660 760 611 984
Sulfatos 114 683 428 462
Cloruros 4.816 4.395 3.101 4.240
Sodio 1.177 1.386 1.457 1.354
Potasio 969 950 968 961
Cadmio 0.04 0.09 0.1 0.09
Cromo 0.16 0.43 0.22 0.28
Cobre 0.44 0.39 0.32 0.39
Hierro 245 378 176 312
Niquel 0.53 1.98 1.27 1.55
Zinc 8.7 31 11 21
Mercurio 0.007 0.005 0.011 0.007

El lixiviado ofrece un excelente medio para el crecimiento de microorganismos.
Los procesos de descomposicion que se llevan a cabo en el relleno sanitario
acarrean la generacion de grandes concentraciones de materia organica y
nitrdgeno, haciendo que estas aguas tengan un alto grado de contaminacion, es
aqui donde los microorganismos hacen uso de estas sustancias necesarias para
su metabolismo y reducen eficientemente las altas concentraciones de material
organico en poco tiempo®. En casos como el de las bacterias productoras de
biopolimero, las fuentes de carbono son transformadas en estos compuestos de
reserva de gran utilidad para el hombre®®*.

1.2. TRATAMIENTO CONVENCIONAL DE LIXIVIADOS Y AGUAS RESIDUALES

El tratamiento de aguas residuales tiene como objetivo controlar y reducir la
contaminacion presente en ellas a través del monitoreo constante de algunos
parametros fisicoquimicos y biolégicos como son la demanda biol6gica de oxigeno
(DBO), sélidos suspendidos totales (SST), demanda quimica de oxigeno (DQO),
oxigeno disuelto (OD), Coliformes fecales y pH. Para mantener estos parametros
dentro de los rangos establecidos por la ley, las entidades encargadas incluye la
aplicacion de tres fases: Tratamiento primario, secundario y terciario>®.

1.2.1. Tratamiento primario. Incluye la remocion fisica de cuerpos voluminosos que
pueden obstruir las bombas y canalizaciones, o bien interferir en el desarrollo de
los procesos posteriores. Esto se lleva a cabo mediante rejillas de diferentes
calibres, las cuales interceptan el flujo de la corriente en un canal de entrada a la
estacion depuradora. Posteriormente, los residuos son sometidos a sedimentacion
por gravedad de las particulas sélidas y contaminantes que no pudieron ser

% KYLEFORS 2002. Op. Cit. p.8

% MADISON y HUISMAN 1999. Op. Cit. p.21

¥ PUNRATTANASIN 2001. Op. Cit. p.3

¥ REYNOLDS, Kelly. Tratamiento de aguas residuales en Latinoamérica, identificacion del
problema. 2002.
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retenidos con anterioridad. En esta fase también se lleva a cabo la eliminacion de
aceites o grasas que pueden causar obstruccion de rejillas y ductos. El tratamiento
primario permite eliminar aproximadamente el 90% de las materias decantables y
el 65% de las materias en suspension4%4,

1.2.2. Tratamiento secundario. En este, se reduce la materia organica presente en
las aguas residuales a través de la digestion bioldégica en aerobiosis y/o
anaerobiosis, usando lodos activados, filtros del goteo y biodiscos, que fomentan
el crecimiento de los microorganismos por tanto esta fase es dependiente de la
actividad microbiana. Estos sistemas, al manejar aspectos biolégicos son
afectados por factores externos, como son los climaticos, por lo que se tiene que
estudiar sus caracteristicas y adaptacion al sitio de aplicacion, para poder hacer
una eleccién adecuada del método a emplear* 43,

1.2.2.1. Importancia de la Demanda Quimica de Oxigeno DQO. Determina la
cantidad de oxigeno requerido para oxidar la materia organica en una muestra de
agua residual. Los procesos de depuracion biologica de aguas residuales y en
particular de eliminacién biol6gica de nutrientes dependen de los diferentes
componentes de la materia organica. La DQO de un afluente tiene dos
componentes principales: la DQO biodegradable total y la no biodegradable total.
La fraccion biodegradable se compone de las fracciones facilmente y lentamente
biodegradables. La DQO féacilmente biodegradable estd formada por compuestos
solubles tales como los acidos grasos volatiles, carbohidratos simples, alcoholes y
aminoacidos, los cuales pueden absorberse directamente en el metabolismo. Los
acidos grasos volatiles, en especial el 4cido acético componen la mayor parte de
esta fraccion la cual se utiliza como fuente de carbono en la desnitrificacion; los
acidos grasos volatiles se requieren en las etapas anaerobicas de la eliminacién
bioldgica de fosforo. La DQO lentamente biodegradable se hidroliza y fermenta
para producir DQO soluble de diferentes clases, como los &cidos grasos***°.

Debido a esto, la parte mas util para el tratamiento de aguas residuales es la DQO
biodegradable total. La DQO facilmente biodegradable es basicamente del 8 al
25% de la DQO total en el agua residual y del 10 al 35% en el agua sedimentada,
la DQO lentamente biodegradable representa generalmente un 40-60% de la DQO
de un agua residual®®.

¥ ATLAS, R, y R BARTHA. Ecologia microbiana y microbiologia ambiental. 2002.

““ REYNOLDS 2002. Op. Cit.

*L OROPEZA B, Victor Manuel. Parque Reserva, Peninsula del Carrizal. 2004.

*2 ATLAS y BARTHA 2002. Op. Cit. p.473

** REYNOLDS 2002. Op. Cit. p.

* Instituto de Hidrologia, Meteorologia y Estudios Ambientales, IDEAM. Protocolo. Demanda
Quimica de Oxigeno, método de reflujo abierto. 2001

> BARAJAS LOPEZ, Maria Guadalupe. Eliminacién bioldgica de nutrientes en un reactor biolégico
secuencial. 2002.

“® bid., p.24
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Igualmente, la fraccion inerte de la DQO puede dividirse en no biodegradable
soluble y no biodegradable particulada. La primera sale del sistema sin tomar
parte en las reacciones bioquimicas del reactor, la segunda queda atrapada y
acumulada en el fango™’.

1.2.3. Tratamiento terciario. Es de caracter fisico-quimico, utiliza la precipitacion,
filtracion y cloracion para reducir drasticamente los niveles de nutrientes
inorganicos, especialmente los fosfatos y nitratos del efluente final. El agua
residual que recibe un tratamiento terciario adecuado no permite un desarrollo
microbiano considerable “4*°.

1.3. TRATAMIENTO DE LIXIVIADOS A TRAVES DE BACTERIAS
PRODUCTORAS DE BIOPOLIMERO

Las bacterias productoras de PHAs se han aislado en diferentes ambientes, como
suelos, ambientes marinos, asociadas a rizosfera de plantas, caso en el que
encontramos a Bacillus megaterium, primera bacteria en la que se descubrié el
polimero de hidroxibutirato (HB), de nodulos de plantas leguminosas, aguas
residuales, donde se encuentra el género Pseudomonas sp. y lodos activados®>*.

La disposicibn y manejo de las aguas residuales se han convertido en un
problema medioambiental de graves proporciones. Asimismo, la participacion de
bacterias productoras de PHAs se ha convertido en una alternativa para su
tratamiento°2>° puesto que no sélo promueven la remocion de la materia organica
sino que ofrecen la posibilidad de obtener un biopolimero versatil que, debido a su
caracter biodegradable, resistencia al agua, radiacion ultravioleta e
impermeabilidad al oxigeno puede ser empleado industrialmente en el
empaguetamiento de alimentos, botellas, contenedores de cosméticos, boligrafos,
productos de higiene personal, en el campo biomédico como suturas quirdrgicas y
placas o tornillos biodegradables®*.

Las aguas residuales ofrecen una amplia gama de sustratos tales como,
propionato, butirato, valerato, lactato, malato, piruvato, glucosa, citrato y succinato
utilizables por bacterias productoras de polihidroxialcanoatos como fuentes de

“" BARAJAS LOPEZ 2002. Op. Cit. p.24

8 HANNA INSTRUMENTS CHILE. Etapas del tratamiento de Aguas servidas. 2008.

“9 DIPUTACION GENERAL DE ARAGON. Depuracién de Aguas residuales. 2008.

0 LIU, W.T., AT. NIELSEN, J.H. WU, C.S. TSAI, Y MATSUO, y S MOLIN. In situ identification of
polyphosphate- and polyhydroxyalkanoate-accumulating traits for microbial populations in a
biological phosphorus removal process. 2001.

°L LEE, Sang Yup, y Jong-il CHOI. Production and degradation of polyhydroxyalkanoates in waste
environment.1999

2 HANADA, S, H SATOH, y T MINO. Measurement of microorganisms with PHA production
capability in activated sludge and its implication in activated sludge model No. 3. 2002.

3 SATOH, et al. PHA production by activated sludge. 1999.

> MADISON y HUISMAN 1999. Op. Cit. p.21
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carbono® °°. Esta caracteristica hace que el cultivo y produccién de polimero
biodegradable sea mucho més econémico que otros sustratos® 2,

El componente microbiolégico dentro del tratamiento de lixiviados tiene una
funcién vital, pues es una importante medida de descontaminacion, es asi como
se ha evaluado el sistema conocido como “lodos activados” %, el cual consiste
en un tratamiento aerobio que oxida la materia organica a CO,, agua y NH;"
empleando la microbiéta del lixiviado. El aire necesario para el procedimiento se
proporciona mediante difusion o por tratamiento mecanico, durante éste, los
microorganismos forman fléculos que, posteriormente, se dejan sedimentar en un
tanque denominado tanque de clarificacion®*.

Las bacterias presentes en los lodos oxidan la materia organica y producen
polisacaridos y otros polimeros extracelulares que facilitan la floculacion. Los
microorganismos aerobios representan una fraccion importante cuyo namero varia
inversar6r12ente al tamafio del fléculo puesto que la difusibn de O, al interior se
dificulta®.

En los floculos de gran tamafio el interior es anaerobio, los procesos estan
dirigidos principalmente por bacterias de este tipo, las cuales presentan ventajas
frente a la digestion aerobia ya que ellas pueden usar el CO, como aceptor final
de electrones y por tanto, no hay necesidad de suministrar oxigeno, el proceso
anaerobio presenta mayor estabilidad en cuanto a produccién de biomasa que el
aerobio puesto que este Ultimo es mas sensible a variables como temperatura,
sélidos totales, pH y el tipo de bacteria estudiado, por otro lado, el sistema
anaerobico estd directamente correlacionado con la concentracion de acidos
grasos volatiles (AGV) en el medio; por esta razon, el proceso de anaerobiosis es
mas econdémico y sencillo al momento de ponerlo en préctica (ver tabla 3) ©3°,

* CARRUCCI, et al. Dynamics of phosphorus and organic substrates in anaerobic and aerobic
Eﬁhases of a sequencing batch reactor. 1994.

JEON, et al. Enhanced Biological Phosphorus Removal in an Anaerobic—Aerobic Sequencing
Batch Reactor: Effect of pH. 2001.
> LEMOS, PC, LS SERAFIM, y MA REIS. Polyhydroxyalkanoates production by activated sludge in
a SBR using acetate and propionate as carbon sources. 2004
°% LEE y CHOI 1999. Op. Cit. p.133
9 LEMOS, et al.Metabolic Pathway for Propionate Utilization by Phosphorus-Accumulating
Organisms in Activated Sludge: 13C Labeling and In Vivo Nuclear Magnetic Resonante. 2003.
® TAKABATAKE, H, H SATOH, T MINO, y T MATSUO. PHA (polyhydroxyalkanoate) production
E)lotential of activated sludge treating wastewater. 2002.

COTORAS, Davor. Los derrames incontrolados: El problema de la gestion de residuos sélidos no
termina con su almacenamiento en vertederos controlados.1995.
2 | AW Kin-Ho, LEUNG Yun-Chung, LAWFORD Hugh, CHUA Hong, LO Wai-Hung, HOIFU YU
Peter. Production of Polyhydroxybutyrate by Bacillus sp. Isolated from Municipal Activated Sludge.
2001.
® FARRAH, Samuel, y Gabriel BITTON. Bacterial Survival and Association with Sludge Flocs
during Aerobic and Anaerobic Digestion of Wastewater Sludge under Laboratory Conditions. 1983.
® MINO 2000. Op. Cit. p. 341.
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Tabla 3. Diferencias debidas a la presencia y ausencia de oxigeno y procesos
metabdlicos en los microorganismos bajo estas circunstancias®”.

Zona Caracteristica
Anaerobia
1. Fermentacion De la DBO soluble se producen acidos grasos volatiles (AGV) por

organismos facultativos.

2. Liberacion de fosforo | Los AGV son transferidos al interior de la célula acumuladora para
generar PHB a través de la liberacion de energia por los ortofosfatos.

Aerobia
3. Fermentacion Los PHB son oxidados.

Los ortofosfatos son capturados y retenidos en el interior de la célula

como PoliP y por lo tanto removidos de la solucién. El fésforo es

separado del sistema via purga de lodos.

4. Liberacién de fosforo La energia es capturada en las cadenas de polifosfatos para
crecimiento y almacenamiento (a niveles que exceden en lo requerido
para reproduccién y crecimiento).

Igualmente, aunque el tratamiento no incluya lodos activados, el lixiviado tratado
normalmente cumple con las mismas funciones y los factores que lo afectan son
los mismos®, el estudio constante de ambos sistemas de tratamiento ha permitido
ampliar el campo de accion de estos procesos no sélo para la reduccion de la
carga contaminante de los lixiviados y aguas residuales, sino en la produccion de
metabolitos secundarios de importancia industrial como los polifosfatos
(estudiados en los lodos activados) y los Polihidroxialcanoatos, que son los
poliésteres biosintéticos pertenecientes al grupo de biopolimeros degradables®”®,
y que generalmente depende de la fuente de carbono que se adiciona, del pH que
presente el medio (siendo el 6ptimo entre 8 y 9) y de la presencia o0 ausencia de

oxigeno®® 7%,

Teniendo presente los trabajos realizados por Mino’> y Shin™ en bacterias
acumuladoras de polifosfatos (BAP), se establecid que la exposicion de los

®* FLORES ORDENANA, P, O GONZALEZ BARCELO, y S GONZALEZ MARTINEZ. Aspectos
bioquimicos de la remocion biolégica de fosforo y sus aplicaciones. 2007.

®® KYLEFORS 2002. Op. Cit. p.8

" MADISON y HUISMAN 1999. Op. Cit. p.21

8 SATOH, H, et al. Activated sludge as a possible source of biodegradable plastic.1998.

%9 SATOH, et al. 1998. Op. Cit. p. 103

® CHUA, A. et al. Production of polyhydroxyalkanoates (PHA) by activated sludge treating
municipal wastewater: effect of pH, sludge retention time (SRT), and acetate concentration in
influent. 2003.

"“WALTERMANN y STEINBUCHEL 2005. Op. Cit. p.3607

2 MINO 2000. Op. Cit. p. 341

® SHIN, Onda, et al. Polyphasic approaches to the identification of predominant polyphosphate-
accumulating organisms in a laboratoryscale anaerobic/aerobic activated sludge system. 2002.
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microorganismos a una alternancia entre una fuente rica de carbono dada en el
proceso anaerdbico, con una pobre en carbono que se genera en el aerdbico
induce a un cambio metabdlico en las caracteristicas de las cepas bacterianas
acumuladoras de fosfatos, que se lleva a cabo con la conversion de las fuentes
carbonadas a PHA vy la hidrdlisis del polifosfato intracelular a fosforo libre (Pi) el
cual es acumulado como polifosfato en una fase aerdbica posterior, de esta
manera se logra en el proceso aerdbico/anaerdbico un equilibrio en el potencial
redox que facilita su autocompensacion.

En la fase anaerdbica, los procesos de fermentacion oxidativa de los compuestos
carbonados como propionato o acetato, son transformados y almacenados en el
contenido citoplasmatico de las bacterias, formandose co-polimeros compuestos
por 4 unidades monoméricas de PHA caracterizadas como 3HB, 3HV, 3H2MB y
3H2MV. Actualmente, este proceso se lo conoce como el “modelo de Mino” "*. En
cuanto a PHA es interesante resaltar lo dicho por Takabatake en 2002”°; encontré,
que un méaximo contenido de PHA es méas dependiente de las condiciones del
influente que de las condiciones operacionales presentes en el medio.

Igualmente, como lo afirma Punrattanasin 2001°®, cuando el lixiviado presenta
condiciones aerobicas, una alta concentracion de carbono, muy baja de fosfato y
se mantiene constante la alimentacién de nitrégeno amoniacal (NH4: 0.7mgL™), se
produce un incremento de la fraccion valerato, ademas, si estas condiciones son
evaluadas bajo la presencia de acidos grasos que intervienen directamente como
intermediarios metabolicos en la sintesis de PHA se obtiene un incremento en la
produccion de PHA en el lixiviado.

1.4. POLIHIDROXIALCANOATOS

Son poliésteres 100% biodegradables polidispersos, es decir que las moléculas
individuales de una especie particular de biopolimero no exhiben un peso
molecular uniforme, por ende, sus propiedades fisicas como la fuerza de tensién
dependen de esta caracteristica’’. El peso molecular del polimero depende de la
genética del microorganismo empleado, de las condiciones de crecimiento y de la
pureza de la muestra obtenida’®. Igualmente, la composicién del copolimero se ve
influenciada por el tipo de sustrato empleado, asi, el copolimero 3-hidroxibutirato y
3-hidroxivalerato (3HB-co-3HV) es obtenido a partir de los acidos propiénico y
pentandico’’.

" LIN, et al. Biodegradable plastic production by activated sludge with different carbon sources.
2003.

> TAKABATAKE, et al. 2002. Op. Cit. p.119

" PUNRATTANASIN 2001. Op. Cit. p.101

" STEINBUCHEL, A, 2001. Op. Cit.1

’® PUNRATTANASIN 2001. Op. Cit. p.101

 Ibid., p.101
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Una ruta general que utilizan las bacterias para la sintesis de PHA inicia con el
suministro en exceso de una fuente de carbono (glucosa, propionato, butirato, etc.)
y otros factores nutricionales como nitrogeno fosforo, sulfuro, oxigeno o
manganeso en menor cantidad, tras las correspondientes reacciones anabdlicas y
catabdlicas el compuesto interiorizado se transforma en un tioéster de hidroxiacil
coenzima A, el cual es un sustrato de la enzima PHA-sintasa, clave en la sintesis
de PHA®SL,

La ruta general es la mas estudiada, conlleva a la formacion de polihidroxibutirato
P(3HB), consiste en tres reacciones catalizadas por tres enzimas (llustracién 1).
En esta, dos moléculas de Acetil-CoA se condensan en acetoacetil-CoA por la
accion de la enzima B-cetoacetil-CoA tiolasa o [B-cetotiolasa, posteriormente la
acetoacetil-CoA reductasa (NADPH-dependiente acetoacetyl-CoA dehidrogenasa)
la reduce en monomeros de ( R)-3-hidroxibutiril-CoA, por ultimo, la enzima PHB
polimerasa los une, para generar Poli(3-Hidroxibutirato) 2%, Dependiendo de
donde se genere la polimerizacién, actuaran las proteinas llamadas fasinas
encapsulando el polimero, determinando el niimero y tamafio de los granulos®*.

llustracion 1. Enzimas implicadas en la produccién de P(3HB) y sus respectivos
genes codificadores®.

O o o OH O OH O

ASCOA )J\/U\SCOA

/UJ\SCoA

@)

: Acetoacetil CoA i
-cetotiolasa reductasa™ - PHB _pf/lmerasa
P /‘,,:3:’:12‘\\ e
| I phbC ] phbA | phbB

La produccién del copolimero butirato co valerato P (3HB —co -3HV) incluye en su
ruta metabdlica la misma que genera el polimero de butirato y suma la que genera
la fraccion valerato, ésta ruta incluye el ciclo de los acidos tricarboxilicos (ATC) y
las tres enzimas que participan en la produccién de la fraccién butirato. Comienza
con la condensacion de Acetil-CoA y Propionil-CoA por la enzima B-cetotiolasa,

% POTTER, M. et al. Regulation of phasin expression and polyhydroxyalkanoate (PHA) granule
formation in Ralstonia eutropha H16. 2002.

® FLORES ORDENANA, GONZALEZ BARCELO y GONZALEZ MARTINEZ . 2007. Op. Cit.

2 MADIGAN, MARTINKO, PARKER. Brock biologia de los microorganismos. 2000.

% MADISON y HUISMAN 1999. Op. Cit. p. 21

% POTTER, et al. 2002. Op. Cit. p.2413

% MADISON y HUISMAN 1999. Op. Cit. p.21
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produciendo 3-Cetovaleril-CoA, el cual es reducido a 3-Hidroxivaleril-CoA y
polimerizado con 3-Hidroxibutiril-CoA por la enzima PHA sintasa o polimerasa®.

Para generar propionil-CoA las bacterias productoras aprovechan el Propionato
presente en medio y el ciclo de los &cidos tricarboxilicos. Durante este ciclo se
produce Succinil-CoA el cual es transformado a (2R)-Metilmalonil-CoA por la
accion de la mutasa bella durmiente, Sbm por sus siglas en inglés (Sleeping
beauty mutase), y la coenzima B12-dependiente. Posteriormente, la metilmalonil-
CoA decarboxilasa cataliza la conversion de (2R)-metilmalonil-CoA a propionil-
CoA. EIl propionato en el medio es catabolizado por el ciclo 2-metilcitrico,
produciendo y usando la propionil-CoA (llustracion 2) .

llustracién 2. Ruta metabdlica para la produccién del copolimero P(3-HB-co-
HV). Se ilustran 1. Sbm, 2. metiimalonil-CoA decarboxilasa, 3. B-cetotiolasa, 4.
acetoacetil-CoA reductasa, 5. PHA sintasa, 6. Acido 2-metilcitrico sintasa. ®

P(HV-co-HB)

AN e

3-Hidroxivaleril-CoA 3-Hidroxibutiril-CoA
T Piruvato

T 4
3-Ceto$/aleriI-CoA Acetoacetil-CoA /
3

N Acetil-CoA

Propi'oniI—CoA . — /I:: 2-Metilcitrato
Cltr?o O<alacet;ty \

6

Isocitrato Malat 2-Metjl-cis-aconitato
CO,
2
2-Cetoglutarato Fumarato
Succiml—CUsuccmato 2-Metil-isocitrato

(2-R)-Metilmalonil-CoA .
1 Piruvato

Hasta el momento se han encontrado méas de 90 unidades monoméricas
constituyentes de PHA conformadas por un grupo funcional hidroxilo adicionado al
grupo carbonilo 2%, Debido a la gran variabilidad de sustituyentes que conforma

% ALDOR et al. Metabolic Engineering of a Novel Propionate-Independent Pathway for the
Production of Poly(3-Hydroxybutyrate-co-3-Hydroxyvalerate) in Recombinant Salmonella enterica
Serovar Typhimurium. 2002.

* Ibid., p.21.

% ALDOR, et al. 2002. Op. Cit. p. 3848

% FUKUI, T, y Y DOI. Cloning and Analysis of the Poly (3-Hydroxybutirate -co-3-
Hydroxyhexanoate).1997.

% HIDALGO, W. y ZAMBRANO, J. Aislamiento de bacterias nativas productoras de
polihidroxialcanoatos PHAs presentes en suelos de la region andina del departamento de Narifio.
2005.
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el grupo R, la amplia variedad de mondmeros diferentes que pueden hacer parte
de este y el grado variable de polimerizacién, permiten obtener diferentes
polimeros o copolimeros que exhiben diversas propiedades fisico-quimicas® 9%,

La gran diversidad de PHAs (llustracion 3) permite obtener plasticos con
caracteristicas que van desde materiales rigidos y quebradizos, hasta productos
semejantes al hule. La mayoria de los estudios referentes a las propiedades fisico-
quimicas de los PHAs se han realizado con el 9Poli-3-hidroxibutirato (PHB) y el
copolimero butirato co valerato P (3HB —co -3HV) 4%,

llustracion 3. Estructura general de los PHA vy los diferentes radicales que al
adicionarse al monémero cambian su configuracion®.

N Variacion de radical (R)
Hidrégeno poli(-3-hidroxipropionato)

R 9) Metil poli(-3-hidroxibutirato)
I Il 1 Etil poli (-3-hidroxivalerato)
O_(P_ (CH n_C Propil poli (-3-hidroxihexanoato)
H Pentil poli (-3-hidroxioctanoato)
100-30000

2 Hidrégeno poli (-4-hidroxibutirato)
3 Hidrégeno poli (-5-hidroxivalerato)

Partiendo de la ruta biosintética y de los estudios realizados sobre la produccion
de PHAs a partir de lixiviados y aguas residuales usando el método de lodos
activados®"%991% se ha determinado que existen bacterias especializadas en la
obtencién de este tipo de polimeros como un subproducto de sus reacciones
metabdlicas cuyo fin principal es la reduccion de elementos altamente
contaminantes en las fuentes acuiferas'®. Igualmente, se ha establecido el efecto
de variables fisicoquimicas como la concentracién de los nutrientes o sustratos y
el pH del medio sobre el crecimiento y sintesis de PHA bajo las condiciones
presentes de rellenos sanitarios de Asia y Europa pero no en las que presenta el
Relleno Sanitario Antanas.

%L STEINBUCHEL, A, y H VALENTIN. Diversity of bacterial PHA acids. 1995.

%2 POTTER, et al. 2002. Op. Cit. p.2413

% WALTERMANN y STEINBUCHEL 2005. Op. Cit. p.3607

% JAN, S. et al. IHMNR spectroscopic determination of poly 3-hydroxybutyrate extracted from
microbial biomass. 1996

% CHEN, W, T DON, y H YEN. Enzymatic extruded starch as a carbon source for the production of
Eoly (3-hydroxybutyrate -co -3-hydroxyvalerate) by Haloferax mediterranei. 2006.

°® PUNRATTANASIN 2001. Op. Cit. p.6

9" KYLEFORS 2002. Op. Cit. p.8

% AW 2001.0p. Cit. p.515.

% MINO 2000. Op. Cit. p. 341

19 TAKABATAKE, et al. 2002. Op. Cit. p.119

190 KYLEFORS 2002. Op. Cit. p.8
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2. METODOLOGIA
2.1. AREA DE ESTUDIO.

El Relleno Sanitario de Antanas perteneciente a la Empresa Metropolitana de
Aseo (EMAS) S.A., E.S.P. se encuentra en el kilbmetro 13, Alto de Daza via
Pasto-Buesaco, en la Vereda La Josefina del corregimiento Morasurco. Su altitud
es de 2750m, con una temperatura promedio de 12°C y una extension de 100
Hectareas. Cuenta con una planta de tratamiento de lixiviados provenientes de los
procesos de compactacion; estos liquidos, mediante un sistema de conductos son
transportados a piscinas, donde se someten a tratamientos aerobios y anaerobios,

es aqui donde se lleva a cabo el proceso microbiolégico de descontaminacion®®.

llustracién 4: Relleno Sanitario Antanas, imagen satelital’®,

Imagei©;2008/DigitalGlobe
© 2008 Europa‘Technologies

102 BASTIDAS, Adriana, Norma BENAVIDES, y Lidia BRAVO. Estandarizacion Y Validacion Del
Método Cromatografico Para La Determinacién Y Seguimiento De Pesticidas Organoclorados En El
Proceso De Tratamiento De Lixiviados Del Relleno Sanitario Antanas De La Ciudad De San Juan
de Pasto. 2005.

1% GOOGLE. Google Earth. 2008.
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2.2. DISENO DE UN MEDIO DE CULTIVO PARA LA REMOCION DE LA
MATERIA ORGANICA EN EL RELLENO SANITARIO ANTANAS.

Se aplico un disefio factorial 2" con 3 réplicas en el centro de la zona
experimental'®1% donde “2” corresponde al nimero de niveles por factor y “n”
equivale al numero de factores: urea, KH,PO, y mezcla de oligonutrientes, de esta
manera se obtuvieron 8 tratamientos los cuales se referencian en la tabla 4. Las

concentraciones de los factores se indican en la tabla 5.

Tabla 4. Matriz de tratamientos como resultado de la combinacién de niveles y
factores segun disefio experimental 2". (Fuente: esta investigacion)

Tratamiento |Urea |KH,PO, |Oligonutrientes % Remocion
1 1 1 1
2 -1 1 1
3 1 -1 1
4 -1 -1 1
5 1 1 -1
6 -1 1 -1
7 1 -1 -1
8 -1 -1 -1
Punto C 1 0 0 0
Punto C 2 0 0 0
Punto C 3 0 0 0

Tabla 5. Concentraciones aplicadas en los tratamientos. (Fuente: esta
investigacion)

Factor Punto de Paso (Pp) | Punto de Central (Pc)| 1 -1
Urea (gL™) 0,42 471 513 | 4,29
KH,PO, (gL™) 0,035 1,035 1,07 1
Oligonutrientes (mL L™) 0,01 2,14 2,15 | 213

Para todos los tratamientos se utilizaron como base 50 mL de lixiviado del RSA de
la ciudad de Pasto, los cuales se suplementaron con diferentes nutrientes, urea
como fuente de nitrégeno y fosfato acido de potasio (KH,PO,) como fuente de
fésforo (ver tabla 5). Ademas, se adiciond una mezcla de oligonutrientes
correspondiente  a los requerimientos metabélicos'® bacterianos cuya
composicién se indica en la tabla 6.

9 MILLER, J, y J.N MILLER. Estadistica para quimica analitica. Segunda Edicién. 1993.
1% KUEHL, R. Disefio de experimentos. 2001.
1% pjaz — BAEZ, M, S ESPITA, y F MOLINA. Digestion anaerobia, una aproximacién a la

tecnologia. 2002.
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Tabla 6. Composicion de la mezcla de oligonutrientes empleada para el disefio del
medio de cultivo.

Compuesto Cantidad (g/100 mL)
NaCl 0.5
ZnS0O, 0.5
FeCls 0.5
CuSOq 0.5
MgCl, - 6H,0O 0.5
MnCl - 4H,0 0.5
CoCl, 0.5

Con los datos obtenidos se obtuvo una ecuacion polinomial de primer orden, la
cual permiti6 emplear el método de la maxima pendiente con el fin de detectar las
mejores concentraciones de cada uno de los nutrientes.'®"*°® Con los coeficientes
de regresion generados por la ecuacion, se calculé el tamafio de paso para cada
uno de los factores y posteriormente se aplicé un disefio de bloques al azar. Cada
tratamiento fue inoculado con lixiviado tomado de la piscina anaerobia el cual fue
colectado a una profundidad de 50cm, este se inoculd a una concentracién del
10% del volumen a fermentar, la fermentacion se realizé durante 5 dias a 20°C.
Como variable de respuesta se tuvo en cuenta el porcentaje de remocion de
materia organica, para esto, se calculé la DQO inicial y final que se aplicé en la
ecuacion 1.

Ecuacion 1. Obtencién del porcentaje de remocion®®.

Ci-Cf

%Remocion = x 100

Donde:
Ci: DQO encontrado en el blanco
Cf: DQO encontrado en el tratamiento

2.3. ESTIMACION in-Vitro DE LA PRODUCCION DE PHA DE BACTERIAS
AISLADAS DEL RSA.

2.3.1. Disefio de muestreo
Para cumplir esta fase, se aislaron bacterias productoras de PHAs del lixiviado,

para tal efecto, se utiliz6 como unidad de muestreo la caja de Petri. Para calcular
el numero de cajas de Petri se implementé una prueba piloto con la cual se

7 MILLER y MILLER 1993. Op. cit. p.147
198 KUEHL, R 2001. Op. cit. p.423.
199 MINISTERIO DE AMBIENTE VIVIENDA Y DESARROLLO TERRITORIAL. Op. Cit.
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establecio la media, varianza, n muestral y la distribucion estadistica de las
colonias™%*,

Los 4 puntos de muestreo se indican en la tabla 7 y considerando que en cada
uno hay diferentes volimenes se aplico6 un disefio de muestreo por
conglomerados para el cual se establecié el porcentaje de contribucién en
volumen de lixiviado para cada punto de muestreo.

Tabla 7. Se referencia el volumen de cada zona de muestreo y el porcentaje de
contribucion o volumen de lixiviado que puede alojar cada area. (Fuente: esta
investigacion)

Zona de Muestreo Volumen alojado de lixiviado (m®) | Porcentaje de contribucién
Piscina de tratamiento aerobio 599,5 9,37

Piscina de tratamiento anaerobio 1199 18,74

Piscina de excesos 599,5 9,37

Zona de inundacion 4000 62,51

Volumen Total 6399

Para determinar el niumero de cajas de Petri por zona de muestreo se empleé la
ecuacion 2. Posteriormente, para definir los puntos de muestro por zona de
muestreo se utilizé la ecuacion 3. Los puntos de muestreo por area se tomaron al
azar.

Ecuacién 2. Obtencion de los puntos de muestreo y el nUmero de cajas de Petri
por zona de muestreo

% Contribucion XN ; ) _
G 100 ): Numero de cajas de Petri por zona de muestreo

Donde N equivale al nimero de cajas de Petri obtenidas mediante formula.**?

Ecuacién 3. Obtencion de los puntos de muestreo por zona de muestreo

Numero de cajas de Petri por zona de muestreo
) por® - =Puntos de muestreo

5 repeticiones
2.3.2. Aislamiento de bacterias productoras de PHA.

De cada punto de muestreo se colectaron en contenedores estériles, 160mL de
lixiviado los cuales se analizaron en el laboratorio de Biotecnologia de la

"9 DANIEL, Wayne. Bioestadistica: Base para el anélisis de las ciencias de la salud. 2005.

! KREBS, Ch. Ecological methodology. 1989
12 DANIEL, W. 2005. Op. Cit. p.83
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Universidad de Narifio, aqui el lixiviado fue llevado a una dilucién 10 ,100uL™ se
inocularon mediante siembra en superficie sobre agar Plate Count suplementado
con glucosa al 5% y Rojo Nilo al 0.1%, esta operacion fue realizada con 5
repeticiones. Luego fueron incubadas a 20°C durante 5 dias, se determinaron las
caracteristicas culturales de las colonias y morfolégicas de las bacterias,
finalmente, las cajas de Petri fueron observadas en un transiluminador UV para
determinar, en las colonias, la emision de fluorescencia rojo-rosa, indicativo de la
presencia de PHA de acuerdo con los parametros ya establecidos en reportes
bibliograficos™*.

2.3.3. Preservacion de Bacterias.

Por caja, una colonia de cada morfotipo bacteriano productor de polimero fue
preservada en perlas de porcelana y mantenidas en tubos tapa rosca que
contienen silica gel como deshidratador.

2.3.4. Produccién de PHA por bacterias aisladas.

La sintesis de PHA se evalu6 para cada morfotipo bacteriano a través de un
disefio de bloques al azar con 3 réplicas, donde la unidad experimental fue un
Erlenmeyer de 200mL y como variable de respuesta se tuvo en cuenta la
produccion de PHA. Se emple6 caldo base estéril compuesto por glucosa (5gL™),
peptona (7.5gL™) y extracto de levadura (0.5gL™), igualmente, se ajust6 su pH a
8,5 con Hidroxido de sodio (NaOH) y &cido clorhidrico (HCI) *°.

Se prepard un preindculo compuesto por 5mL de caldo base, este fue inoculado
con una colonia de un morfotipo bacteriano productor de PHA, se incubé durante
24 horas a 20°C, posteriormente, se adicioné 1mL de preinéculo a 9mL de caldo
base, después de 24 horas de incubacién a 20°C se determind y ajustd la
densidad bacteriana a una absorbancia de 0,174 (A600nm). Posteriormente, los
10mL fueron adicionados al erlenmeyer de 200mL que contenia 90mL de caldo
base. Finalmente, al cabo de 5 dias se evalu6 la produccién de PHA segun la
metodologia adaptada por Fernandez**® y produccién de biomasa mediante peso

secoll’.

3 | AITINEN, S. et al. Relationship between bacterial counts and endotoxin concentration in the air

of Wastewater treatment plants.1992.

114 SPIEKERMAN, P. et al. A sensitive, viable-colony staining method using Nile red for direct
screening of bacteria that accumulate polyhydroxyalkanoic acids and other lipid storage
compounds. 1999.

115 CHUA, et al. 2003. Op. Cit. p. 3602

1 FERNANDEZ, ORTIZ y ESPANA. Caracterizacién de poli-(Hidroxibutirato-co-hidroxivalerato)
sintetizado por una cepa silvestre de Bacillus mycoides FLB2. 2005.

| EFEBVRE, G, M ROCHER, y G BRAUNEGG. Effects of Low Disolved-Oxygen Concentrations
on Poly-(3-Hydroxybutyrate —co- 3-Hidroxyvalerate) Production by Alcaligenes eutrophus. Applied
and Environmental Microbiology. 1997.
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2.4. EFICIENCIA DE LAS BACTERIAS PRODUCTORAS DE PHA EN LA
TRANSFORMACION DE MATERIA ORGANICA PRESENTE EN EL LIXIVIADO
DEL RSA.

Se utilizaron los 12 morfotipos bacterianos productores de PHA en un cultivo
mixto, para esto se aplicé un disefio de bloques al azar, la unidad experimental fue
un erlenmeyer de 2L, el cual contenia el medio de cultivo que present6 el mejor
porcentaje de remocion de materia organica enunciado en el numeral 2.2.

Para la preparacion del in6éculo se emple6 el caldo base mencionado en el
numeral 2.3.4. Cada morfotipo bacteriano fue inoculado en 100mL de este medio e
incubado a 20°C, luego de 5 dias se ajusté su absorbancia a 0,174 (A 600nm).
Posteriormente 8,33mL de cada uno de los 12 in6culos fueron adicionados a
900mL de lixiviado hasta completar 1000 ml (tratamiento). Adicionalmente se
montaron los controles constituidos por el medio anteriormente mencionado, sin la
inoculacion de los morfotipos bacterianos. Estos se incubaron a 20°C durante 5
dias, superado este tiempo de incubacion se determiné DQO ty s (total y soluble)
y PHA. Los tratamientos se presentan en la tabla 8.

Tabla 8. Conformacién de los tratamientos aplicados. (Fuente: esta investigacion)

Tratamiento | Indculo (mL) | Urea (gL™) | PO4 (gL™") | Mezcla oligonutrientes (ml)

M1 100 5,13 1,07 2,15

Control 5,13 1,07 2,15

Al cabo de este periodo se determin6 la DQO total, se extrajeron 40mL de lixiviado
los cuales se centrifugaron a 5000 r.p.m durante 10 minutos para obtener un
sobrenadante en el que se determind DQO soluble. Adicionalmente, 10mL mas de
lixiviado fueron igualmente centrifugados para obtener el sedimento en el que se
cuantificé en mgL™ la cantidad de PHA producidos. Posteriormente, se determind
el porcentaje de materia organica removida por las bacterias productoras de PHA
empleando la ecuacion 1.

El polimero extraido fue caracterizado'® mediante cromatografia de gases en la
Universidad de Narifio y comparado con un patrén de copolimero Poli-(3-
Hidroxibutirato - co — 3-Hidroxivalerato).

18 FERNANDEZ, ORTIZ y ESPANA. 2005. Op. Cit. p. 5
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 DISENO DE UN MEDIO DE CULTIVO PARA LA REMOCION DE LA
MATERIA ORGANICA EN EL RELLENO SANITARIO ANTANAS.

Con el fin de evaluar si los nutrientes tienen efecto en la remocion de materia
organica del lixiviado se aplicé un disefio factorial 2", en la tabla 9, se aprecian los
resultados del disefio, Inicialmente se determiné que el valor de DQO proveniente
del lixiviado sin tratamiento corresponde a 9109 mgL™ de oxigeno disuelto.

Tabla 9. Porcentajes de remocion en los diferentes tratamientos. (Fuente: esta
investigacion)

Orden] Medio | pH | DQO (mgo2L )] PHA mg (gravimetria) | PHA (gL )] % Remocion
1 + + + 9,19 5076727 0,0014 0,1:1 34,59
2 -+ + 9,15 5410,33 0,0022 0,22 31,72
3 + -+ 9,25 5078,45 0,0038 0,38 34,57
4 - -+ 9,15 5917,01 0,0004 0,04 27,38
5 + + - 9,18 8365,61 0,0035 0,35 6,38
6 -+ - 9,09 6007,11 0,0006 0,06 26,60
7 + - - 9,23 7215,35 0,0031 0,31 16,24
8 --- 9,1 5175,75 0,0027 0,27 33,73
9 Control 119,15 5995,55 0,0004 0,04 26,70
10 Control 219,19 5733,21 0,0021 0,21 28,95
11 Control 39,14 5487,45 0,0024 0,24 31,06

En esta tabla se aprecia que el mejor tratamiento para la remocién de materia
organica corresponde al medio 1 el cual difiere de los controles en que tiene
mayor concentracion de los tres factores. A través del algoritmo de Yates con 95%
confiabilidad se determin6 que el efecto de la mezcla de oligonutrientes sobre la
remocion de materia organica es altamente significativo sobre los demas factores
(p-Value: 0,0027) y que su interaccion con los otros factores es igualmente
significativa (Urea — Oligonutrientes: p-Value: 0,0022 y Fosfato — Oligonutrientes:
p-Value=0,0357).

Este resultado se debe a que los oligonutrientes son minerales importantes para el
metabolismo microbiano porque tienen una funcidon estructural para varias
enzimas ya que actGan como cofactores''®. Su necesidad en cuanto a
concentracion es muy pequefia por lo que no es necesario afiadirlos al medio de
cultivo®. Desde esta perspectiva se sugiere que en el lixiviado del relleno

9 BUGG, T. Introduction to enzyme and coenzyme chemistry. 2004.

120 MADIGAN, MARTINKO, PARKER. 2000. Op. Cit. p. 596
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sanitario la disponibilidad de estos nutrientes es escasa, en consecuencia es
necesario adicionarlos para incrementar la eficiencia de las bacterias*?

El efecto de cada uno de los factores nutricionales sobre la remocién de materia
organica se representa en la grafica 1, los factores que no exceden la linea
divisoria no son significativos.

Grafica 1. Efectos estimados e interacciones de los factores nutricionales sobre la
remocion de materia orgénica del lixiviado del RSA. A= Urea, B= Fosfato, C=
Oligonutrientes. (Fuente: esta investigacion)

Efecto de los factores nutricionales Interaccion P-Value
A Urea— 0.0022
- e -|_Oligonutrientes
Oligonutrientes | 0.0027
a Orea 0.0157
B Fosfato- 0.0357
= | Oligonutrientes
= | [ . . . . Fosfato 0.1391
0 2 4 3 g Urea-Fosfato 0.13614

Es de resaltar que la urea es esencial en el metabolismo bacteriano porque es
fuente de carbono y nitrégeno necesario para la formacion de proteinas y
aminoacidos'®, sin embargo, la urea puede ser hidrolizada por organismos
amonificantes produciendo amonio y CO,, el amonio incrementa el pH que afecta
negativamente el metabolismo microbiano, en consecuencia, con un exceso de
urea en el medio de cultivo se disminuye el porcentaje de remocién de materia
organica*®®. No obstante la interaccién urea-oligonutrientes es significativamente
positiva, este efecto posiblemente se obtiene porque los cofactores promueven
vias metabolicas para asimilar el nitrégeno durante el anabolismo bacteriano.

Por otro lado, la interaccion fosfato — oligonutrientes resulté significativa, el fosfato
es necesario para la generacibn de ATP, acidos nucleicos, polimeros y
fosfolipidos, pero sin la presencia de los cofactores zinc y hierro*®* que ayuden en
la actividad enzimatica de la fosfatasa, este compuesto se acumula inhibiendo el
crecimiento microbiano*?°.

Matematicamente, la remocion de la materia organica por las bacterias, en
términos de los nutrientes utilizados es expresada en la ecuacion 4, en esta se
evidencia que la interaccion con mayor efecto es urea - oligonutrientes la cual
duplica la interaccién: fosfato — oligonutrientes.

2L PETERSON, W. y STRONG, F. General biochemistry. 1953.

22 ATLAS y BARTHA 2002. Op. Cit. p.394

122 BORZACCONI, L. et al. Comparacioén de tratamientos aerobio y anaerobios aplicados a lixiviado
de relleno sanitario. 2001

24 BAHAMONDE, M. |. Estudio funcional y molecular del canal Maxi-Ci activado por
antiestrogenos. 2003.

125 ATLAS y BARTHA 2002. Op. Cit. p.394
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Ecuacion 4. Disefio polinomial de relacion entre factores

% Remocion = 34,6673 - 4,425*Urea - 2,0225*Fosfato + 7,2475*QOligonutrientes -
1,13*Urea*Fosfato + 7,645*Urea*Oligonutrintes + 3,4175*Fosfato*Oligonutrientes

Esta ecuacion se utilizé para aplicar el método de la maxima pendiente, con el fin
de calcular concentraciones que incrementen la degradacion de la materia
organica, para tal efecto se utilizé las proporciones del medio de cultivo con mejor
porcentaje de remocion (tablas 5 y 9). Los resultados de las concentraciones de
los nuevos medios de cultivo se aprecian en la tabla 10.

Tabla 10. Se indican las diferentes concentraciones de los nutrientes por cada uno
de los medios a experimentar. (Fuente: esta investigacion)

Nutriente Medio 1 Medio 2 Medio 3 Tratamiento EMAS
**Urea (g L7) 5.13 4.41 471 *DAP: 0.34 g/L
KH,PO, (g L) 1.07 0.975 1.01 Urea: 0.17 g/L
Oligonutrientes (mL L") | 2.15 2.16 2.17

*DAP (Fosfato diaménico): Nitrégeno 18-21%, Fosforo 46-54%, Azufre 2%; **Urea: pureza 298% -

Posteriormente se aplicdé un disefio experimental de bloques al azar para
confrontar los resultados de los 3 medios obtenidos por el método de maxima
pendiente con el medio de cultivo utilizado por la empresa EMAS.

Después de cinco dias de fermentacion se obtuvieron los porcentajes de remocién
de materia organica, los resultados se aprecian en la grafica 2, en esta se observa
que el medio 1 presenta la mejor remocién de materia organica, obteniendo un
porcentaje promedio del 35%. (Gréfica 2) *#’.

Gréfica 2. Remocion de materia organica en el lixiviado presentada por los medios
formulados (DQO Blanco= 3441,69). (Fuente: esta investigacion)
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126 Merck KGaA, Darmstadt, Alemania. Merck4Biosciences. 2011. http://www.merck-chemicals.com
I/spain/life-science-research (Ultimo acceso: enero de 2011).
2T KUEHL, R 2001. Op. cit. p.423
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Se puede apreciar que la remocion de materia organica esta relacionada a la
diferencia en la concentracion de nutrientes. Si se compara la composicion de los
factores entre el medio 1 y el tratamiento aplicado en EMAS, se puede apreciar
que en el caso de EMAS, la concentracion de los factores que afectan
significativamente el proceso de remocidon se halla por debajo de las
concentraciones encontradas en el medio 1. Esto significa que menores y mayores
concentraciones de nutrientes con respecto al medio 1 reduce la remocion de
materia organica.

Se debe tener en cuenta, que el proceso de descontaminacion de las aguas
residuales, se realiza en diferentes etapas. Un tratamiento no debe ser tomado
como Unica opciodn, incluso la fase biolégica de remocidon del material organico,
requiere de etapas y equipos que complementen la labor de los
microorganismos'®. La combinacién del tratamiento planteado, con la
subsecuente aplicacion de otros como el reactor de biodisco en condiciones
aerobias, probado por Alvarez y Suarez **° y Borzacconi **°, podrian generar una
mayor remocion de materia organica al final del tratamiento secundario y asi
incrementar la eficiencia total de remocion de la materia organica. Como lo afirma
Ruiz, la combinacién de los tratamientos aerobio y anaerobio permite eficacias en
la eliminacion de la DQO entre el 55y 75% y reduccién en los costos de operacién
del 30 al 60% **.

Aunqgue el valor de remocién fue de un 35%, cabe destacar que los valores de la
DQO disminuyeron, pasando de un 3441,693 mgL™ presentado en el blanco, a un
2235,3773 mgL™” presentado en el medio 1 (M1). De igual manera, el porcentaje
de remocién obtenido en este trabajo es mayor al que consigue EMAS (Gréfica 2)
al finalizar el tratamiento microbiol6gico en las piscinas del Relleno sanitario
(14,8%)"?, demostrando que con solo la modificacién de nutrientes se incrementa
la remocion del sistema.

128 VALENCIA, V. et al. Evaluacion del tratamiento fisicoquimico de lixiviados parcialmente

estabilizados. Estudio de caso: Vertedero de Navarro. 2007.

2% ALVAREZ CONTRERAS, A. y SUAREZ GELVEZ, J. 2006. Tr, A, y J SUAREZ GELVEZ.
Tratamiento Biolégicodel lixiviado generado en el relleno sanitario “El Guayabal” de la ciudad San
José de Cucuta.» Tratamiento Bioldgicodel lixiviado generado en el relleno sanitario “El Guayabal”
de la ciudad San José de Cucuta. 2006.

1% BORZACCONI, L. et al. 2001. Op. cit.

B RUIZ, I, J ALVAREZ, y M SOTO. El potencial de la digestién anaerobia en el tratamiento de
a%uas residuales urbanas y efluentes de baja carga organica. 2001.

13 Ingeniero José Zambrano EMAS. Comunicacion personal.
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3.2. ESTIMACION in Vitro DE LA PRODUCCION DE PHA DE BACTERIAS
AISLADAS DEL RSA.

3.2.1. Resultados de la prueba piloto

En la prueba piloto se muestrearon 2 puntos en cada una de las 4 zonas de
muestreo, con 5 réplicas por punto, empleando en total 40 cajas de Petri. De esta
manera se obtuvieron un total de 10081 colonias, 117 de las cuales, presentaron
la fluorescencia rojo-rosa tipica de las colonia productoras de polimero en
presencia de rojo nilo***. Considerando que las muestras presentan una
distribucién de Poisson, tipica entre las comunidades bacterianas'** como se
indica en la gréfica 4, media igual a 2,925 y varianza de 8,4301.

Gréfica 3. Distribucion de las bacterias aisladas. (Fuente: esta investigacion)
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Estableciendo un nivel de confiabilidad de 95% se prosiguio a calcular el tamafio
de la muestra a través de la formula:

Ecuacion 5. Férmula aplicada a distribuciones tipo Poisson'®.

) 400
X =136,75
Obteniendo un total de 136,7521 (137) cajas de Petri, o unidades de muestreo y la

cantidad de puntos de muestreo de acuerdo a las ecuaciones 2 y 3 descritas en el
numeral 2.3.1. Cabe mencionar que en el caso del céalculo generado para las

133 SPIEKERMAN, P. et al. 1999. Op. Cit. p. 73

¥ THOMAS, L, J WIMPENNY, y G BARKER. Spatial interaction between subsurface bacterial
colonies in a model system: a territory model describing the inhibition of Listeria monocytogenes by
a nisin-producing lactic acid bacterium. 1997.

%% KREBS, Ch. 1989. Op. Cit. p. 188
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unidades de muestreo y los puntos de muestreo, se presentaban resultados
decimales, por tanto se aplicd una correccidén en la que se acerco el resultado al
namero entero superior mas cercano, en el caso de las unidades de muestreo se
aproxima a un multiplo de cinco debido a que se realizaron repeticiones por
quintuplicados. (Tabla 11).

Tabla 11. Total de cajas de Petri a inocular en este estudio y los puntos de muestreo por
area de muestreo. (Fuente: esta investigacion)

Volumen Unidades Unidades de | Puntos de
Zona de Muestreo alojado de Porcentaje de |de Puntos de | muestreo muestreo
lixiviado (m3) | contribucién muestreo | muestreo | corregidas corregidos
piscina de tratamiento
aerobio 599,5 22,64 31 6 35 7
piscina de tratamiento
anaerobio 1199 45,28 62 12 65 13
piscina de excesos 599,5 22,64 31 6 35 7
Zona Aspersion Alta 250 9,44 13 3 15 3
Total 2648 137 150

3.2.2. Aislamiento de bacterias productoras de PHA.

Después de un periodo de cultivo de 72 horas de las 150 cajas de Petri evaluadas,
se obtuvo un total de 45370 colonias, de las cuales, 12 morfotipos bacterianos
presentaron fluorescencia rojo-rosa, estas fueron evaluadas microscopicamente
para determinar su forma, reaccién a la tinciébn de Gram (llustracion 5) y tipo de
agrupacion. Asi es posible observar que los morfotipos bacterianos presentan una
predominancia de formas bacilares Gram-negativas organizadas en monadas
como se observa en la tabla 12.

llustracion 5. Fotografia en aumento 100x de bacterias bacilares Gram-negativas.
(Fuente: esta investigacion)
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La presencia de bacterias gram-positivas y negativas es un indicativo de la
transformacion del material organico presente en el lixiviado, en tal sentido se ha
reportado que los acidos grasos precursores de biopolimero, se encuentran en
altas concentraciones en los lixiviados™®, estos compuestos son aprovechados
como fuente de carbono y energia **’ por grupos bacterianos como las
arqueobacterias’*® que son normalmente visibles como organismos gram-—
negativos y las syntrofomonas gram — negativas quienes ademas son capaces de
producir PHAs. **°

Tabla 12. Resultados de las caracteristicas microscopicas de cada morfotipo
productor de polimero. (Fuente: esta investigacion)

Caracteristicas microscépicas

Cédigo Forma Gram | Agrupacién
Investigador | Coco Bacilo | Cocobacilo | (+) | (-) | Ménadas | Duplas | Tétradas | Estrepto | Estafilo
PAP2R2 M3 X X |X

PAP4R3 M2 X X |X

PANP1R4 M1-1 X X |X

PAnNP1R4 M2 X X |X

PANP2R2 M1 | X X |X

PANP2R4 M2 | X X X
PANP3R1I M1 | X X X

PAnP3R3 M1 X X

PEP1R2 M2 X X X |X

PEP2R3 M2 X X X

PEP5R4 M2 X

PEP6R3 M1 X X |X

3.2.3. Produccion de PHA por bacterias aisladas.

Posteriormente, se realizé la extraccion de PHA a los 12 morfotipos bacterianos
encontrados determinando una produccién méaxima de 0.2 gL™ presentados en
PAP4R3 M2 y PEP1R2 M2. (Gréfica 5)

% BARAJAS LOPEZ 2002. Op. Cit. p.24

13" COMANDO SULUDA, A.I. Optimizacién del compostaje de residuos sélidos urbanos en proceso
de serie anaerobio-aerobio. 2006.

%8 AKARSUBASI, et al. Effect of wastewater composition on archaeal populationdiversity. 2005

1% CHUNYANG Zhang, XIAOLI Liu, XIUZHU Dong. Syntrophomonas erecta sp. nov., a novel
anaerobe that syntrophically degrades short-chain fatty acids. International. 2005.

40



Grafica 4. Produccion de PHA por los morfotipos bacterianos aislados.
PHA g/L

0,3

0,2

0,1

0 mPHA g/L

PAP2R2 M3
PAP4R3 M2
PAnP1R4 M1-1
PANnP1R4 M2
PAnP2R2 M1
PANnP2R4 M2
PAnP3R1 M1
PANnP3R3 M1
PEP1R2 M2
PEP2R3 M2
PEP5R4 M2
PEP6R3 M1

3.3. EFICIENCIA DE LAS BACTERIAS PRODUCTORAS DE PHA EN LA
TRANSFORMACION DE MATERIA ORGANICA PRESENTE EN EL LIXIVIADO
DEL RSA.

Los resultados obtenidos en el experimento, realizado para evaluar la eficiencia de
la remocion de la materia organica se expresan en la tabla 13. Los valores
iniciales del lixiviado fueron DQO total (DQOT): 5049,37; DQO soluble (DQOs):
4248,90.

Tabla 13. Valores de remocion de Materia orgénica del lixiviado por bacterias productoras
de PHAs en medio cultivo a base de lixiviado suplementado con nutrientes después de 5
dias de incubacion. (Fuente: esta investigacion)

Medio DQO T (mgO,L-1) DQO S (mgO,L-1) PHAmg L™ %Remocién DQOt %Remocién DQOs
(mgO,L™) (mgO,L™)
Promedio Desv. Promedio Desv. Promedio Desv. Promedio Desv. Promedio Desv.
estandar estandar estandar estandar estandar
C 4374,39 96,08 3486,01 125,75 90,00 0,02 10,90 2,83 21,62 7,41
T 4080,73 64,87 2775,75 20,18 60,00 0,01 21,98 8,26 34,61 2,39

C = Medio de cultivo sin bacterias, T = medio de cultivo inoculado con bacterias productoras de PHAs

Teniendo en cuenta los valores obtenidos en la DQO total y soluble se determiné
el porcentaje de remocion de materia organica en los medios: control y tratamiento
(tabla 13). Aplicando un anadlisis de varianza se determin6 con 95% de
confiabilidad que existen diferencias significativas entre el porcentaje de remocion
de los medios evaluados (valor-P= 0,003), los mejores resultados se presentaron
con el medio inoculado con bacterias productoras de PHAs, tanto para DQOt y
DQOs.

Las remociones de materia organica (tabla 13) en los tratamientos responden a

qgue en la DQO se encuentran compuestos que las bacterias utilizan como fuente
de carbono. Aqui estan presentes los acidos grasos volatiles propionato, butirato y
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valerato; entre otros, los cuales son utilizados como intermediarios metabdlicos en

la produccién de polihidroxialcanoatos™*.

Esto se evidencia cuando se realiza una comparacion de los datos de remocion en
términos de DQOs entre del Control y el Tratamiento; El control presenté un
porcentaje de remocién menor (21,6%) en comparacion con tratamiento (34,6%)
esta diferencia se debe a la adicion de los nutrientes que inciden en la remocion
de materia organica, aspecto que incremento el aprovechamiento de las fuentes
de carbono empleadas para produccion de biomasa, las cuales se encuentran en
la fraccién soluble, demostrando la efectividad del medio y la capacidad de las
bacterias productoras de PHAs para remover la materia organica presente en el
lixiviado.

La diferencia en la produccion de polihidroxialcanoatos entre el control y el medio
evaluado (Tablal3) se debe a que el tratamiento (T) fue inoculado con bacterias
productoras de biopolimero que lo sintetizan en la fase exponencial la cual dura 5
dias (120 horas). Posteriormente, las bacterias consumen este material de reserva
141 para satisfacer sus demandas metabdlicas de carbono con posterior
eliminacién de CO, por tanto los valores de PHA son menores que el lixiviado
utilizado como control, dado que el medio denominado como T se optimizo para la
remocién de materia organica con bacterias sintetizadoras de PHAs y no para la
produccién de PHAs en consecuencia, en el medio T se obtuvo una mayor
remocién de materia organica.

Por otra parte, la concentracion de materia organica que ingresa dentro de un
sistema de fermentacion es transformada en diferentes compuestos por la accién
de los microorganismos, en general, los cambios en la concentraciébn de materia
organica se expresan en términos de DQO, de esta manera se puede decir que
para el lixiviado es posible proponer un modelo matematico que exprese la
transformacién de la materia organica:

Ecuacion 6 DQOt= DQOs + DQOi
Donde DQOi = Hace referencia a la fraccion insoluble
Donde DQOt= Hace referencia a la DQO total

Donde DQOs = Hace referencia a la fraccion soluble

Despejando la DQOi y reemplazando los valores por los datos presentados en la
tabla 13 se obtiene:

DQOi= DQOt-DQOs

19 BARAJAS LOPEZ 2002. Op. Cit. p.24
1 MADISON y HUISMAN 1999. Op. Cit. p.21
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Para el caso en el cual se realizd los calculos de DQO del relleno Sanitario
Antanas, se puede inferir que la DQOi es igual:

DQOi= 4080,73 mgO,.L™ — 2775,75 mgO,.L™ = 1304,98 mgO,.L™

Es de resaltar que la DQOi se conforma por material refractario y por PHAs que se
acumula intracelularmente; las bacterias que lo producen al igual que todas las
bacterias tienen la capacidad de formar colonias o floculos en torno a particulas
organicas que cuando aumentan de peso se precipitan, en consecuencia, esta
relacion se puede modelar a través de :

Ecuacion 7. DQOi= DQOr + PHAs

Ahora bien, se ha establecido que la DQO en general se puede expresar en mg de
Glucosa **? ya que para oxidar 1 g de glucosa se requiere 1,067 g de Oxigeno
Por tanto;

1000 mg Glucosa
1067 mg 02L7}

DQOI = 1304,98mg O L™'x( )= 1223,04 mg Glucosa

Despejando la DQOr de la ecuacion 7 y reemplazando sus valores tenemos:
DQOr= DQOi — PHA mgL™

Considerando que tanto la glucosa como el PHAs son sustancias organicas
podemos plantear la relacion

DQOr=1223,04 mg MO - 60 mg MO = 1163,04 mg MO

Analizando la ecuacion 7 (DQOi = DQOr + PHA), encontramos que: la DQOi esta
conformada por un cierto numero de partes de DQOr y de partes de PHAs. Por lo
tanto es posible establecer el porcentaje que corresponde a PHAs de un valor
determinado de DQOQi asi:

En consecuencia, para el ejemplo planteado reemplazando los términos tenemos:

( 60mg ) 100 = 4,91% ~ 5%

1223,04mg) * " T WO

Desde esta relacién se puede inferir que tedricamente 5% de la DQOi del lixiviado
evaluado en esa época corresponde a PHAs.

142 CASTILLO, J. CI51D/CI71l. Contaminacion de recursos hidraulicos. 2008.
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Igualmente, si se tiene en cuenta la ecuacion 6 (DQOt= DQOs + DQOi) podremos
determinar el porcentaje de PHA dentro de la DQOt. Transformamos la DQOt en
mg de Glucosa:

1000 mg Glucosa
1067 mg 02L1

DQOt = 4080,73mg O, L™ ( ): 3824,49 mg

Determinamos la cantidad de PHA que estaria constituyendo la DQOt:

DQot
PHA x -
DQOI
Se reemplazan los términos:
3824,49mg
60mg x (—):187,622mg
1223,04mg

Establecemos el porcentaje de PHA que constituye la DQOt:

PHA 100
Doot™
Por tanto:
(187’622m‘g> 100 = 4,91% =~ 5%
3824,49mg/) " T TN

Asi se establece que bajo las condiciones experimentadas en este trabajo,
tedricamente el 5% de la DQOLt corresponde a PHA.

Por otra parte, la evidencia cualitativa del buen desempefio en el tratamiento del
lixiviado con bacterias productoras de PHAs se observa por la disminucion del
color obscuro en el lixiviado de los reactores (llustracién 6), para Valencia 20073,
existe una relacion directa entre la remocion del color y la DQO, lo que también se
corrobora este estudio (llustracion 7). También es evidente la disminucion de
sedimentos, lo que justifica con mayor razén la importancia de alternan el
tratamiento anaerobio con el subsecuente tratamiento aerobio, como recomienda
Borzacconi, puesto que al ubicar en primer lugar la etapa anaerobia se puede
lograr una importante reduccién de la DQO sin los inconvenientes de los procesos

aerobios tales como la generacion de lodos y el gasto de energia’*.

%3 VALENCIA, et al. 2007. Op. Cit.
% BORZACCONI, L. et al. 2001. Op. cit.

44



llustracion 6. Disminucién en el color del lixiviado entre los controles (arriba) y
tratamientos (abajo). (Fuente: esta investigacion)

llustracién 7. Reduccion del sedimento entre los controles (foto izquierda linea
superior, foto derecha, contenedor izquierdo) y los tratamientos (foto derecha linea
inferior, foto derecha, contenedor derecho). (Fuente: esta investigacion)

Por ultimo, mediante la cromatografia de gases se determiné el tipo de polimero
generado encontrando los picos correspondientes a las fracciones Butirato y
Valerato que componen el copolimero P(3HB—co-HV). (Gréficas 6 y 7). Los
tiempos de retencién de las fracciones son 4,55 minutos para Hidroxibutirato
(3HB) y 8,649 minutos para Hidroxivalerato (3HV) en el patron y 4,55 y 8,624
minutos para las fracciones 3HB y 3HV respectivamente en los tratamientos
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Gréfica 5. Cromatografia del patrén poli (3HB—co—HV). (Fuente: esta

investigacion)
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Gréfica 6. Cromatografia de polimero extraido en el tratamiento. (Fuente: esta
investigacion)
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La importancia de la presencia de este copolimero radica en sus caracteristicas,
éste, a diferencia de polimeros como el compuesto Unicamente por monémeros de
Hidroxibutirato, es mas flexible y elastico, lo que disminuye su caracter
quebradizo, incrementando su importancia industrial™*.

Ahora bien, teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el presente trabajo, es
posible utilizar bacterias productoras de PHAs para remover materia organica y
producir este biopolimero a partir del lixiviado del Relleno Sanitario Antanas
generando una alternativa no soOlo ecologica por la remocion de agentes
contaminantes de suelos y aguas, sino también, una nueva fuente de generacién
de recursos biodegradables para usos industriales.

“°* HIDALGO y ZAMBRANO 2005. Op. Cit. p.26.
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4. CONCLUSIONES

Se disefid un medio de cultivo basal constituido por Urea, fosfato acido de potasio
y oligonutrientes, en el que se demostré que la modificacion de estos factores
nutricionales puede incrementar la eficiencia en la remocidon de materia organica
en lixiviados con caracteristicas similares a las de este trabajo.

A través del manejo de los factores nutricionales fue posible remover hasta un
35,05% de la carga organica, en comparacion con el lixiviado expuesto a las
condiciones nutricionales tipicas del Relleno Sanitario Antanas. Con esto se
demuestra que esta es una alternativa técnicamente viable y adecuada para la
remocion de materia organica en lixiviados que presenten las condiciones en las
gue se desarrolld este trabajo.

En la comunidad de bacterias del lixiviado del Relleno Sanitario Antanas, existen
microorganismos con capacidad metabolica para sintetizar PHAs entre ellos se
destacan los morfotipos PAP4R3M2 y PEP1R2M2 los cuales produjeron en medio
no optimizado para la sintesis de polimero, hasta 0,2 gL™ de polihidroxialcanoatos
por litro de medio de cultivo. Igualmente, con la inoculacién de estos organismos
se alcanz6 una remocion de 34,61% en la fraccidén soluble de materia organica y
de 21,98% del total.

Se establecié un modelo matematico en el cual se relaciona la DQO del lixiviado y
la produccion de PHA por parte de los microorganismos; en este se determiné que
segun las condiciones de este experimento, de la DQOT, el 5% corresponde a
PHA.

Al igual que para Valencia y su equipo de trabajo en el 2007, existié una relacion
directa entre la reduccién de color y DQO, igualmente se redujo la sedimentacion y
consecuentemente la aparicion de lodos.

Se presentd produccion del copolimero P(3HB—co-HV), lo que implica la
presencia de los sustratos adecuados para su obtencion.

Para mejorar la remocion de materia organica es necesario adicionar urea y

fosfato, acompafnados de la mezcla de oligonutrientes puesto que estos por si
solos tienen un efecto negativo.
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5. RECOMENDACIONES

Seria recomendable evaluar el efecto del pH, temperatura y caracteristicas de
oxigenacion sobre la remocién de la materia organica en el lixiviado previo y
posterior a la inoculacion de las bacterias productoras de PHAS, igualmente
analizar el efecto de estas variables sobre estos organismos.

Las altas cantidades de materia organica presentes en el lixiviado sin tratamiento
indican que este es un buen sustrato para el crecimiento de bacterias productoras
de PHAs y su consecuente produccion de polimero. Por tanto serian de gran
interés las investigaciones que se realicen para tal fin.

La evaluacion de un sistema aerobio que refuerce e incremente la reduccion de
materia organica resultante del tratamiento anaerobio planteado en este trabajo
seria de vital importancia a la hora de incrementar la eficacia del tratamiento
secundario implementado para el tratamiento de estas aguas residuales.

Se recomienda hacer una cinética de crecimiento y sintesis de polimero con el fin
de establecer el momento exacto para la cosecha de PHA.

Igualmente, es aconsejable evaluar el efecto del tratamiento anaerobio antes del

aerobio, puesto que este ayuda a reducir la formacion de sedimento y la cantidad
de materia organica presente en el lixiviado.
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ANEXOS

Anexo A. Cromatogramas obtenidos en este trabajo

Patron copolimero poli (3HB—co—-HV). (Fuente: esta investigacion)
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