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Resumen

Se presentan los resultados de una investigacion
en la que se desarrolld un consorcio autéctono de
microorganismos degradadores del cianuro para
aplicarlo en el tratamiento bioldgico de los desechos
peligrosos del cianuro.

Los microorganismos autdctonos obtenidos se
liofilizaron en diferentes medios protectores,como la
gelatina y caldo lactosado a diferentes temperaturas
(-35,-45,-55 y -65).

Para el tratamiento preliminar de los desechos del
cianuro se aplicé un método de pretratamiento en
lechada: para la lixiviacidon preliminar del desecho,
con periodos de 3-5 dias y un tratamiento posterior,
por lagunas aireadas, aplicando el consorcio de
microorganismos liofilizados.

Se obtuvieron ocho diferentes liofilizados bajo
diferentes condiciones de temperatura y con dos
medios protectores de liofilizacidon que presentaron
excelentes recuperaciones a los seis meses de la
liofilizacidn.

El  consorcio de microorganismos liofilizados
presentd, viabilidad del 70 al 80%, con porcentajes
de remocién del cianuro mayores al 95% vy puede
conservarse activo por tiempos prolongados (por
afios).

Los microorganismos liofilizados pueden aplicarse
en la biodegradacion de los desechos del cianuro
procedentes de las minas de oro o cualquier
otro desecho de cianuro como los bafios de
electrodeposicion de metales, ademds de aquellos
procedentes de la industria manufacturera de joyas.
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Abstract

In the following research was developed
an autochthonous consortium of degrader
microorganisms of the cyanide for the application
in the biological treatment of the dangerous wastes
of cyanide.

The autochthonous microorganisms obtained were
lyophilized in different protective environments such
as gelatin and lactose broth at different temperatures
(-35,-45,-55 y -65).

For the preliminary treatment of the cyanide wastes
it was applied a method for the preliminary leaching
of the waste, with periods between 3 and 5 days, and
a posterior treatment, by aerated lagoons, applying
the consortium of lyophilized microorganisms.

There were obtained eight different lyophilized
in different temperature conditions and with two
lyophilization protective media that presented
excellent recovery at six months of lyophilization.

The consortium of Iyophilized microorganisms
presented 70 to 80 percent of viability, with cyanide
removal percentages higher than 95 percent and it
can be conserved active for a prolonged time (for
years).

The lyophilized microorganisms can be applied in
the biodegradation of the cyanide wastes from the
gold mines or any other cyanide waste such as metal
plating baths as well as from jewelry manufacturing.

Key words

Autochthonous microorganisms, protective media,
lyophilization (Freeze drying), leaching, consortium
of microorganisms, biodegradation.



Introduccion

Actualmente, los desechos del cianuro son tratados
por métodos quimicos muy eficientes y con buenos
resultados. Sin embargo, la busqueda de tecnologfas
correctivas bioldgicas para degradar el cianuro,
que no generen productos tdxicos y que sean
menos impactantes para el ambiente, ha impulsado
las investigaciones para sustituir los métodos
convencionales como son la adsorcion, la conversién
quimica y el tratamiento electrolitico. Estos son
costosos y corrosivos, ademds de que generan
desechos que a veces son mds contaminantes que
los iniciales.

El planteamiento de este proyecto surge con el
objetivo de adaptar tecnologia que sea mds amigable
con el ambiente, como la biorremediacion.

Una de las ventajas del tratamiento de los desechos
téxicos por biorremediacion es que es mMas
econdmico por cuanto no se requiere de reactivos
quimicos. Estos Ultimos implican un manejo adecuado
y, en la mayorfa de los casos, costos elevados.
Ademds, la biorremediacidn es un método sencillo,
no necesita de personal experto para el manejo vy
operacién del sistema de tratamiento.

La biorremediacion causa impacto menos negativo
en el medio ambiente. Estd basada en la accién
de microorganismos autdctonos y modificaciones
ambientales de gran sencillez, como la aplicacién de
nutrientes v la aireacion.

Por ser el cianuro biodegradable, sus desechos
pueden ser tratados por biorremediacidn, ya que la

Tecnologfa en Marcha,

Vol. 25, N° 2, Abril-Junio 2012 163

colonizacién y crecimiento de los microorganismos
no serd inhibida por altas concentraciones, si el
desecho es acondicionado con un pre tratamiento
como el de lechada (lixiviacion en agua con agitacion).

Durante el tratamiento por biorremediacion, el
cianuro se transforma en otras sustancias quimicas
mds estables y menos tdxicas mediante procesos
fisicos, quimicos y bioldgicos naturales.

Los factores que intervienen en el proceso de
biorremediacién son variados y entre los mas
importantes para la biorremediacién del cianuro en
medio acuoso son el pH, el oxigeno y por uttimo la
concentracion del cianuro.

En el proceso de investigacidn se desarrolld
un consorcio de microorganismos autdctonos
para degradar el cianuro y aplicarlo en el
tratamiento bioldgico de los desechos del cianuro
(biorremediacién).  El  tratamiento  preliminar
consistid en la lixiviacion del desecho y un posterior
tratamiento aerobio por Lagunas aireadas a pH no
menor a 9,4.

Planteamiento del problema

Verter los residuos liquidos industriales del cianuro
en la naturaleza sin ningln tratamiento sobrepasa
la capacidad de auto-recuperacién de los cuerpos
receptores, o del suelo sobre el cual se disponen,
ya que alteran sus caracteristicas y provocan una
eminente contaminacién y gran impacto ambiental,
al destruir ecosistemas y afectar la salud de
poblaciones.

Figura |. Liofilizados del
consorcio de microorganismos,
a diferentes temperaturas de
liofilizacién  después de 10

meses de preservacion.
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El tratamiento de los contaminantes en el agua,
permite proteger el medio ambiente y la salud, asf
como cumplir con las especificaciones de vertido
del reglamento 33601 MINSALUD-MINAE que rige
en Costa Rica.

Generalmente los tratamientos de los desechos
del cianuro se han realizado por métodos quimicos
costosos que requieren de sustancias quimicas que
implican alta inversién y una adecuada dosificacion y
manipulacion.

Este es el caso de los efluentes derivados de los
procesos que utilizan grandes cantidades de cianuro.
Por ejemplo el proceso de recuperacién de metales
preciosos de oro vy plata a partir de yacimientos
de rocas intrusitas de vetas de cuarzo, presentan
reacciones colaterales con los minerales asociados al
oro, o la plata, que son bastante complejas y téxicas.

Ademds, en el Laboratorio de Ingenierfa de los
Materiales del Tecnoldgico de Costa Rica se generan
desechos del proceso de nitruracién de metales
que pueden tratarse por medio de la biodegracion
por medio de la aplicacion del consorcio de
microorganismos  degradadores  del
obtenido, producto de esta investigacion.

cianuro

Objetivo general

Desarrollar un consorcio de microorganismos
adaptado  para  degradar  concentraciones
elevadas de cianuro, que se conserve por tiempos
prolongados, para aplicarlos en la biorremediacién
de los desechos peligrosos del cianuro.

Objetivos especificos

* Aplicar el pre tratamiento por lechada para la
lixiviacion y desintoxicacion de desechos del
cianuro.

e Obtener un extracto enzimdtico o microbiano
por la técnica del sustrato selectivo, para aplicarlo
en la biorremediacién de los desechos del
cianuro.

* Secar el extracto obtenido por liofilizacion, para
conservarlo vy disponerlo para su aplicacién por
periodos prolongados (por afios).

Figura 2. Para la liofilizacion se utilizé el
Liofilizador - Freeze Dyer ALPHA 2-4 / LD.

Materiales y métodos

Se obtuvo un consorcio de microorganismos a
partir de un desecho de cianuro generado durante
el proceso de nitruracién' en el laboratorio de
ingenierfa de los materiales del Tecnoldgico de Costa
Rica, sede Cartago.

Equipo principal
El contenido de cianuro en el desecho se midid

con el Espectrofotdmetro portatil, LaMotte SMART
Spectro.

I La nitruracién liquida se realiza en un bafo de sales
fundidas compuesto de una mezcla tipica de sales
de sodio y potasio. Las sales de sodio representan
de un 60 a un 70% (en peso) de la mezcla total,
estdn compuestas por 96.5% de NaCN, 2.5% de
Na,CO, y 0.5% de NaCNO. La nitruracién es, uno
de los tratamientos térmicos para mejorar dureza y
corrosién superficial de metales, mds baratos y que
menos equipamiento requiere.



El oxigeno disuelto se determind con un medidor
con electrodo de membrana, marca Fischer Scientific,
modelo APG4, portétil.

El control del pH durante el tratamiento del desecho
de cianuro se midid con pH-metro de mesa Dnver-
UB-10, instrumental.

Las observaciones al microcopio se realizaron con el
Microscopio Trinocular, Marca MOTIC, modelo BA300.

Para la separacién del extracto de microorganismo
a liofilizar se usé la Centrifuga Damon y EC Division
y EC- HN-FIl, modelo dcs-16rv-r.

Los medios bacterioldgicos se esterilizaron en auto
clave Biocientifica-C-751 1.

La determinacidon de la humedad residual del
liofilizado, se realizd en estufa Marca Thermo
Electron Corportion, Precision.

Metodologia

El desecho en estudio se caracterizd en cuanto al
contenido de cianuro, usando el método de cianuro
36-SC del espectrofotémetro portdtil, LaMotte
SMART Spectro.

Para la obtencion del consorcio degradador del
cianuro, primero se procedid a la lixiviacion del
desecho en agua a temperatura ambiente, con
micronutrientes de calcio, hierro y magnesio, con
agitacion por tres dias y controlando que el pH
siempre fuera superior o igual a 10,4 para obtener un
medio alcalino. Ademads se controld que el oxigeno
disuelto se mantuviera por lo menos en 2 mg/L, para
asegurar las condiciones aerobias (1) (2).

Posteriormente, como segundo paso para la
obtencién del consorcio de los microorganismos
degradadores del cianuro, en los experimentos
montados y previamente agitados por tres dias,
se prolongd la agitacion por 63-72 dias, bajo las
condiciones mencionadas y se alimentd dfa por
medio durante todo el periodo del ensayo, con 1,4
mg/L del desecho de cianuro, como Unica fuente
de carbono y nitrégeno para las funciones de las
bacterias. (3)

Todos los ensayos de lixiviacién y biodegradacion se
montaron en réplicas por triplicado, en recipientes
de 25 litros, con un volumen del desecho por tratar
de 20 litros.

Los ensayos de control, durante el proceso de
obtencidn del consorcio de microorganismos fueron:
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pH, oxigeno disuelto, temperatura y exdmenes
microscépicos. Todos los andlisis se realizaron de
cuerdo con los Métodos Estandarizados para el
andlisis de aguas y aguas residuales (4).

Para la seleccidn y adaptacion, los consorcios de
microorganismos se separaron por centrifugacion,
a 5000 rpm, durante 10 minutos, se lavaron con
agua destilada dos veces y se incubaron por 48
horas a temperatura ambiente, en caldo lactosado
al 20%. Se afiadieron micronutrientes y se aumentd
gradualmente la concentracién de cianuro desde
400 hasta 2500 mg/L. Los ensayos se realizaron
bajo condiciones aerobias, manteniendo el oxigeno
disuelto porlo menos en 2 mg/L y el pH entre 9,4 a
10,4 unidades de pH (I).

Este proceso de seleccién y adaptacion de los
microorganismos se llevd a cabo hasta la tercera
generacion de microorganismos, reinoculando los
microorganismos separados por centrifugacion
a 5 000 rpm en caldo lactosado, bajo las mismas
condiciones anteriores de nutriente, oxigeno y pH.

Se controlé en todos los casos el crecimiento
de los microorganismos con observaciones en
el microscopio, dia por medio. Las nuevas cepas
obtenidas se volvieron a separar por centrifugacién
y se congelaron para su posterior liofilizacion.

Los consorcios de microorganismos, separado por
centrifugacion se resuspendieron en diferentes
medios protectores de liofilizacion como son la
gelatina al 10% y 5% v la lactosa al 10%,y 5% (5).

Después de la resuspension, la congelacidn de
los microorganismos, se realizd el dia anterior a
la liofilizacién por un periodo de 20 a 24 horas a
temperaturas de -3 a O grados centigrados.

El proceso de liofilizacion se realizé a presiones de
0,250, 0,070, 0,021 y 0,0054 milibares equivalentes a
temperaturas de resublimacion entre -35, -45, -55 y
-65 grados centigrados respectivamente. Los tiempos
de liofilizacion fueron de 24 a 36 horas para el
proceso de secado primario. El secado secundario se
realizé a 20 grados centigrados, por 10 a 8 horas (6).

A los liofilizados se les determind la humedad tanto
en el secado primario como en el secado secundario,
con el propdsito de controlar la humedad final del
liofilizado.

Los liofilizados se conservaron en refrigeracion y a
temperatura ambiente en ambos casos en frascos
de vidrio y tapados.



Tecnologfa en Marcha,

66 | Vol. 25, N° 2, Abril-Junio 2012

Los microorganismos liofilizados se recuperaron,
rehidratdndolos a temperatura ambiente, en una
suspension de caldo lactosado al 10 %, con una
concentracion de cianuro de 2500 mg/L, pH de
94 a 104 y concentracién de oxigeno disuelto de
no menor que 2 mg/L. Para la recuperacion de los
microorganismos liofilizados se tomaron 10 ml al
0,1 %, de la suspensién del cultivo liofilizado y se
resuspendieron en |00 ml de caldo lactosado al 10
%. La suspensién del liofilizado se incubd por 48
horas a temperatura ambiente (7).

El recuento heterdtrofo de microorganismos, se
realizé a las 48 horas de recuperacion, para calcular
el porcentaje de recuperacién del liofilizado. El
recuento heterdtrofo se realizé en el Laboratorio
Cegqiatec, Departamento de Quimica delTecnoldgico
de Costa Rica.

El tratamiento del desecho de cianuro, se replicé
por triplicado. Como pretratamiento se lixivid
el desecho con volimenes de 20 litros de agua,
agitando por 3 dfas a 200 rpm. Durante los tres dfas
del pretratamiento se mantuvo el pH en valores
iguales o superiores a | 0,4 unidades de pH. Posterior
a la lixiviacidén se tratd el desecho por aireacion
con difusores, con las mismas condiciones de pH,
oxigeno disuelto y nutrientes con los que se obtuvo
el consorcio microbiano, prolongando el tiempo
tratamiento por |2 dias mads (9).

Se cuantificd el cianuro, antes y después del
tratamiento total de | 5 dfas, (3 dfas de pretratamiento
porlixiviaciony |12 dfas de tratamiento poraireacion).

Logros del proyecto

El principal logro del proyecto es la obtencidon de
un consorcio de microorganismos adaptado para
tratar concentraciones elevadas de cianuro, capaz de
lograr la degradacion del cianuro mediante procesos
bioldgicos, asi como una biotecnologia para tratar los
desechos de cianuro en concentraciones similares a
las generadas en las minas de oro, en procesos de
electroliticos y en joyeria.

Otros logros

Ademds del logro principal, se obtuvieron otros
resultados importantes. La generacidon de una
nueva tecnologfa bioldgica de descontaminacion de
desechos téxicos, como los desechos del cianuro; la

formacion de expertos en el drea de biorremediacidn
y la integracion con grupos lideres en el tema de
biotecnologia ambiental y biorremediacidn de aguas
en el dmbito institucional.

Asimismo, entre los impactos generados se
encuentran: lograr la vinculacion del Tecnoldgico
de Costa Rica con el sector productivo minero y
con empresas tecnoldgicas del drea ambiental.
Asl como también la ejecucidn de este proyecto
implica trabajar dentro de una linea estratégica
de investigacidn importante en los temas de
contaminacién ambiental y en biotecnologfa.

Por otro lado, entre los impactos econdmico-
sociales mds importantes se pueden mencionar
los siguientes: en el drea social, contar con un
ambiente descontaminado, por el tratamiento que
realizarfa la industria minera y quimica de sus aguas
residuales. En el dmbito econdmico, el impacto
mas significativo es la obtencidn de una solucién
tecnoldgica para el problema del tratamiento del
cianuro, econémicamente viable y conveniente para
la realidad nacional. Asimismo, es posible lograr
acuerdos de comercializacidn de la tecnologfa a nivel
nacional.

Resultados obtenidos

A continuacién se resumen los principales resultados
del proyecto. El estudio se realizé en el Centro de
Proteccidon Ambiental de la Escuela de Quimica
del Tecnolégico de Costa Rica, en el periodo
comprendido entre el 22 febrero del 2008 al 22 de
febrero del 2010.

En el cuadro | se presentan las caracteristicas del
desecho, en cuanto a la concentracion del cianuro.
Seguidamente se presenta el cuadro 2 que indica
el tiempo en que aparecieron los microorganismos
degradadores del cianuro.

Posteriormente, en los cuadros 3 y 4 se resume el
promedio de la humedad en los liofilizados, resultado
del secado primario y secundario en los medios
protectores de liofilizacién. El recuento heterdtrofo,
para obtener el porcentaje de recuperacion de los
lidfilos o viabilidad, se muestra en el cuadro 5.

Por Ultimo, en el cuadro 6 se muestra el porcentaje
de degradacion del cianuro por el consorcio
microbiano después del pretratamiento en lechada
y el tratamiento con aireacion y agitacion.
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Cuadro |. Concentracién de cianuro en el desecho del Laboratorio de Ciencias de los Materiales, TEC, Cartago.

Muestra Concentracién (mg / L)
| 1400
2 1300
3 1200
4 1600

Fuente: Deloya, A.

Cuadro 2. Aparicién de los microorganismos durante el proceso de obtencidn del consorcio de Microorganismos
autéctonos para degradar cianuro.

Muestra Concentracién (mg / L)
| 1400
2 1300
3 1200
4 1600

*En todos los ensayos se afiadieron nutrientes: Cloruro de calcio, Cloruro de hierro y Cloruro de magnesio.
Fuente: Deloya, A.

Cuadro 3. Humedad de los liofilizados en dos medios protectores, después del secado primario.

Medio protector
Liofilizado Caldo lactosado Gelatina
humedad (%) humedad (%)
I 1,70 9,09
2 15,80 9,40
3 10,00 8,00
4 12,00 7,40
5 14,00 12,00

Fuente: Deloya, A.

Cuadro 4. Humedad de los liofilizados en dos medios protectores, después del secado secundario.

Medio protector
Liofilizado Caldo lactosado Gelatina
Humedad (%) Humedad (%)
I 3,89 1,42
2 2,00 1,20
3 526 1,35
4 3,00 1,96
5 4,30 1,38

Fuente: Deloya, A.
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Cuadro 5. Recuento heterdtrofo para determinar la recuperacion de los liofilizados. (*)

Muestra Recuento ufc/ 100ml
Antes de liofilizar Después de liofilizar
[ 59 x 107 .5 x 10"
2 12 x 107 38 x 10"
3 23x 10" 37x 10"

Fuente: Deloya, A.

(*) () tiempo de recuperacién: 48 horas
Volumen de ensayo: 20 litros
pH: 10,4 unidades

Cuadro 6. Porcentaje de degradacién del cianuro de acuerdo con las variables seleccionadas. (*)

Ensayo Con.centracién inicial Concentracion final Remocién
cianuro (mg/ L) (mg/ L) (%)
I 3600 2,58 999
2 1920 221 99.8
3 1440 1,65 99,8

Fuente: Deloya, A.

(*) (t) tiempo de recuperacion: 48 horas
Volumen de ensayo: 20 litros
pH: 10,4 unidades

Discusion de resultados

La caracterizacion del desecho en los diferentes
lotes de las muestras, indican concentraciones de
cianuro total de 1400 mg/L, 1300 mg/L, 1200 mg/L y
1600 mg/L, ver cuadro I.

El pH del desecho durante los ensayos varié desde
9,48 a | 1,40 unidades de pH. Este pardmetro como
caracteristica propia del desecho del cianuro, fue una
ventaja y uno de los factores mds importantes durante
el tratamiento por biodegradacidn del desecho, ya
que la literatura menciona que valores alcalinos de
pH mejoran la degradacion del cianuro (9).

El cianuro se puede presentar en dos formas,
dependiendo del pH del medio en el que se
encuentre. Con pH alcalino predomina la forma
soluble del cianuro, mientras que con un pH neutro
y dcido en el medio, predomina la forma gaseosa, el
dcido cianhidrico (10).

Por lo anterior, durante el tratamiento por
biodegradacion del cianuro, se trabajé manteniendo
el pH con valores entre 9,16 a 104. Esto es de

vital importancia para que el cianuro permanezca
disuelto y no pase al medio ambiente como HCN
gaseoso, porque este gas actla en pocos segundos
en el sistema respiratorio, inhibiendo enzimas
respiratorias como la citocromo oxidasa (I ).

Durante el proceso de tratamiento en lechada se
extrajo el cianuro sdlido mediante la agitacion
usando como disolvente el agua. El cianuro entra en
contacto con el agua al ser agitado y se difunde a la
fase liquida, con lo que se logra que el cianuro sélido
pase a la fase liquida. Este proceso preliminar en el
tratamiento por biodegradacién del cianuro también
se conoce como lixiviacién del cianuro (2).

La agitacién para mantener el contacto entre el
desecho vy el agua mostrd ser de vital importancia
para realizar la biodegradacién del desecho porque
permite la lixiviacién del cianuro por el agua (12).

El desarrollo y obtencién de los microorganismos
nativos degradadores del cianuro se logré en
periodos muy prolongados. El desarrollo de los
primeros microorganismos se encontrd a los 72 dfas,



en el primer ensayo; en la segunda réplica, a los 66
dias; en la tercera réplica, a los 63 dias y en la dltima,
a los 60 dfas (ver cuadro 2). Este tiempo prolongado
para la aparicion de los microorganismos autdctonos
degradadores del cianuro, en los diferentes reactores
de ensayo, concuerda con los tiempos prolongados
obtenidos en otras investigaciones, para desechos
mineros (7).

Investigaciones recientes revelan el hecho de que la
toxicidad del cianuro consiste en inhibir la respiracion
de los microorganismos. Posiblemente esta es la
razén por la que los microorganismos degradadores
del cianuro necesitan un tiempo prolongado para su
desarrollo (13).

Los microorganismos que biodegradan el cianuro
tienen sistemas enzimdticos especificos que les
permiten desarrollarse en ambientes con alta
concentracién de cianuro. Durante la biodegradacion,
la cianuro hidratasa convierte al cianuro en formamida,
que finalmente es convertida a didéxido de carbono
(CO,) y amoniaco (NH,). Otras enzimas como la
beta-cianoalamina y la cianuro monoxidasa también
pueden biodegradar el cianuro a otras sustancias
mds simples que no contaminen. Ademas, algunas
bacterias transforman directamente el cianuro a
CO,y NH, por medio de la cianuro dioxigenasa, sin
la formacién de intermediaros (14).

Para el desarrollo, obtencidon y adaptacién del
consorcio microbiano, degradador del cianuro, se
aprovechd la capacidad de los microorganismos de
utilizar los compuestos cianurados como fuente de
carbono y nitrégeno y de esta manera se convierten
los desechos tdxicos del cianuro en sustancias que
ya no contaminan.

La seleccidn de un consorcio de microorganismos
mas fuerte y eficientes en degradar el cianuro, se
logré por el método del cultivo continuo. Por
este método los microorganismos dominantes se
seleccionaron por su afinidad por el sustrato. En
este caso, la concentracidn del desecho del cianuro
(sustrato selectivo), aumentd la velocidad especifica
de crecimiento del consorcio de microorganismos
degradadores de cianuro, con respecto a la velocidad
de crecimiento de otros microorganismos que
pudieran crecer en el mismo medio (15).

La liofilizacién para conservar el consorcio de
microorganismos degradadores del cianuro se
llevdé a cabo en dos etapas. Una primera etapa de
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congelacién lenta, a de 0 a -3 grados centigrados, por
24 horas en donde el agua que contenfa el extracto
de microorganismos se solidificé. La congelacion es
de vital importancia para que los solutos y el agua
no congelada formen una fase vitrea que permita
conservar las caracteristicas y la estructura del
producto final liofilizado. Esta Ultima queda fijada
durante esta etapa de congelaciéon (16).

La segunda etapa de la liofilizacion consistid en la
sublimacion del agua congelada en el extracto
denominado secado primario. Para esta etapa se
eligieron presiones que van desde 0,0250 a 0,0054
milibares que corresponden a temperaturas durante
la sublimacién de -35 a -65 grados centigrados.

La etapa del secado primario se realizd por debajo
del punto triple del agua, para evitar el paso de
esta por la fase liquida, de tal manera que pasara
directamente de la fase sdlida a la fase de vapor
(sublimacidn). Esto permite conservar la estructura
inicial de producto asf como sus caracteristicas,
quimicas vy bioldgicas (16).

Durante el proceso de secado por sublimacion se
logré eliminar del 95 al 98% del agua en el extracto
de microorganismos.

Después del secado primario (por sublimacién) se
realizd un segundo secado, denominado secado
secundario el cual se llevd a cabo a 20 grados
centigrados por lapsos de 8 a 10 horas. Esto se
realizd con el propdsito de eliminar el agua que
quedd fijlada o ligada por adsorcién durante el
proceso de congelacidén ya que las moléculas del
agua libre, es decir no fijada a la estructura de
los microorganismos, se eliminaron en el secado
primario.

Se utilizé caldo lactosado y gelatina como medios
protectores de las bacterias, durante todos los
ensayos de liofilizacion. Cuando se analizd la
influencia del medio protector en la liofilizacidn,
se pudo apreciar que con el caldo lactosado se
obtuvieron buenos resultados de liofilizacidn, pero
presenté la desventaja de que el producto final fue
dificil de solubilizar durante la recuperacién. Esto
posiblemente por la descomposicidn de la lactosa
durante el proceso de liofilizacidn, lo que causa que
la lactosa forme una capa externa impermeable en
el liofilizado que no permite una buena rehidratacion
del producto (16).
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Sin embargo, al emplear la gelatina como medio
protector se obtuvo un producto final que presentd
excelentes caracteristicas de solubilidad, siendo esta
practicamente instantanea.

El uso de protectores es muy importante, por cuanto
la liofilizacién tiene limitaciones durante la etapa de
congelacion, debido a la formacion de cristales de
hielo que pueden romper las células y a su vez causar
efectos negativos al microorganismo en la etapa de
la rehidratacion para su reactivacién (17).

Tanto la gelatina como el caldo lactosado son medios
protectores altamente hidrofilicos. Ambos medios
protegen a los microorganismos de los dafos
producidos por la congelacidn en la membrana vy
pared celular. La gelatina es un medio protector no
permeable, que se adsorbe en la superficie celular
e incrementa la viscosidad local, lo cual mantiene
el hielo en forma amorfa y evita el dafio mecénico.
A diferencia del caldo lactosado que es un medio
protector semipermeable que forma, entre la pared
y la membrana celular, una capa que protege la célula
del dafio mecanico (18).

El porcentaje de humedad de los productos finales
para la segunda etapa de la liofilizacién, tanto para
el secado primario como el secundario, se resumen
en los cuadros 4 vy 5, presentados en el apartado de
resultados.

Como se observa en los cuadros, los productos
liofilizados indican que la gelatina como medio
protector dio mejores resultados en cuanto al
porcentaje residual obtenido; esto indica que este
medio es muy importante para la conservacién
prolongada del producto, por varios afios. Esta
humedad del producto final corresponde a
la humedad residual que del todo no puede
eliminarse durante el proceso de liofilizacidon ya
que de ser eliminada se corre el riesgo de alterar
las caracteristicas quimicas y bioldgicas de los lidfilos
(19).

Como se menciond anteriormente, la humedad
residual de los lidfilos es de vital importancia para
su conservacién y para mantener la actividad de
los microorganismos a largo plazo ya que, entre
menor se la humedad, mayor serd el tiempo de
conservacion.

Por otro lado, el contenido de humedad residual
es necesario para mantener la actividad de los
microorganismos porque las protefnas y péptidos

de estos requieren de cierta cantidad de agua para
mantener su estructura secundaria y terciaria (20).

La recuperacidn de los liofilizados se realizd a los
seis meses de preservacion y almacenamiento a
temperatura ambiente. En el cuadro 6 del apartado
de resultados se muestran los datos de recuento
heterdtrofo los cuales representan recuperaciones
superiores del 70% al 80% y que de acuerdo con
lo indicado por M.D. Garcia y F Uruburd, permite
concluir que la liofilizacién fue exitosa (21).

Durante la recuperacion del liofilizado se logrd
incrementar la sobrevivencia de los microorganismos
rehidratdndolos en caldo lactosado y en gelatina; los
mismos medios que se usaron para el crecimiento
inicial de las células. De esta forma, al mantenerse
elevada la presién osmdtica durante la rehidratacion
se logra que la misma se dé en forma lenta. Por otro
lado,el crecimiento celulardespués delarehidratacién,
tiene una fase de retardo extendida, que se puede
reducir si se emplea para el crecimiento un medio de
igual composicidn que el que da dptimo desarrollo
pero disminuyendo su concentracion original entre
un 25 y un 50% (22). Por esta razén la recuperacion
y rehidratacidn del consorcio microbiano se realizé
en caldo lactosado y gelatina al 10% en lugar de
caldo lactosado y gelatina al 20%, concentracion que
se utilizd para el crecimiento inicial del consorcio de
microorganismos (22) (23).

Entre los factores mds importantes por los que se
obtuvieron tan buenos porcentajes de recuperacion
se pueden mencionar los siguientes (21):

* El empleo de protectores como la gelatina vy
el caldo lactosado protegieron adecuadamente
a los lidfilos de las condiciones drdsticas de
congelacion y presién.

* Las presiones durante el proceso de sublimacion
del hielo fueron entre 0,250 a 0,0054 milibares,
estas condiciones de presion hacen que el
proceso de sublimacidn sea lento con lo que se
obtienen lidfilos con mejores caracterfsticas de
recuperacion.

e Laaltadensidad celular del extracto del consorcio
microbiano que se sometid a liofilizacion que fue
superior a 109 10" células/ 100 ml, (ver cuadro
5). A altas concentraciones se obtienen mejores
productos liofilizados con una buena capacidad
de recuperacion y de actividad.



¢ El grado de secado secundario alcanzado el cual
fue inferior al 2%. Esta agua residual protege de
danos a la pared de las células microbianas.

* Llarehidratacién lenta al diminuir la concentracién
del medio de rehidratacion en un 50 % y no
rehidratando directamente en agua destilada.

Los resultados de la cuantificacion del cianuro,
antes y después del tratamiento total de |5 dias, se
muestran en el cuadro 7. Puede observarse que las
remociones de cianuro fueron en todos los casos
superiores al 95%. Estas altas remociones del cianuro
se deben al proceso de adaptacién del consorcio
que se llevd a cabo hasta la tercera generacion con
lo que se logré microorganismos mds fuertes y mas
eficientes en la remocidn del cianuro (22).

El consorcio de microorganismos demostrd tener alta
eficiencia en degradar cianuro, en concentraciones
superiores a las reportadas por Restrepo et al. en
estudios similares. (7).

Conclusiones

* la adaptacién del consorcio microbiano
hasta la tercera generacion, permitid obtener
microorganismos mas fuertes y mas eficientes
en la remocién del cianuro. Se logré alcanzar
eficiencias de remocién del 95 al 98%.

* El consorcio microbiano autéctono obtenido
para degradar cianuro demuestra eliminar el
cianuro de manera eficiente y econdmica, con
tiempos de retencién cortos de |15 dfas.

* Laaltadensidad celular del extracto del consorcio
microbiano superior a 10 -10'" células/100 ml
y el proceso de sublimacidn lento a presiones
entre 0,250 a 0,0054 milibares fueron las razones
para que se obtuvieran li¢filos con excelentes
caracteristicas de recuperacion entre 70% vy 80%.

e Llas concentraciones de cianuro eliminadas
por el consorcio microbiano (2500 mg/L), son
superiores a las reportadas por estudios similares

().
* La lixiviacion previa del desecho de cianuro es

indispensable para el tratamiento aplicando el
consorcio microbiano.
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Recomendaciones

Entre las principales recomendaciones, para
proyectos futuros, pueden resumirse las siguientes:

* Realizar estudios de recuperacién de los liofilizados
de microorganismos del cianuro para determinar
su viabilidad a los 2,4, 8, 12,16 y 20 afios.

* Seguir en contacto con la Compafia Infinito
para ofrecer y comercializar el consorcio
biodegradador del cianuro.

* Impartir un taller de liofilizacion por afio para
motivar a los estudiantes de Ingenierfa Ambiental
y Biotecnologia del TEC para que realicen
trabajos de graduacién en el campo de los
desechos tdxicos y otros.

* Seguir la metodologla de obtencidon de
microorganismos afines a un sustrato para
obtener microorganismos degradadores de
desechos como: desechos lacteos, grasa lctea,
desechos del petréleo, lodos de tanques sépticos
y lagunas en general.
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