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RESUMEN

Se evalu6 la biodegradacion de polietilenglicol de peso molecular 400 - PEG 400 con el consorcio Pseudomonas sp. y Rhizobium
trifolii en reactores en Batch; para determinar las condiciones 6ptimas de operacién del reactor se preparé medio con sales mini-
mas esenciales suplementado con peptonaCSMEP; en estos medios se estim6 el comportamiento del consorcio con condiciones
de temperatura entre 15-37°C, pH en un rango de 5-9 y concentracion de PEG 400 del .1-2%. Con los resultados obtenidos en
estos ensayos previos se ensamblaron tres reactores en Batch - BK. Se analizaron 14 muestras del contenido de cada uno de los
reactores durante 20 dias para medir la biodegradacion del PEG 400 usando demanda quimica de oxigeno - DQO en sistema de
digestion cerrado. Se obtuvo una disminucién de hasta el 98.5% del poliéter, lo que mostré que la simbiosis fue efectiva para alcan-
zar una remocién importante del contaminante.
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ABSTRACT

The biodegradation of polyethylene glycol of molecular weight 400 - PEG 400 was evaluated with the consortium Pseudomonas sp.
and Rhizobium trifolii in Batch reactors. To determine the optimal operating conditions of the reactor, a medium with minimum
essential salts supplemented with CSMEP peptone was prepared; In these media, the behavior of the consortium was estimated
with temperature conditions between 15-37°C, pH in a range of 5-9 and PEG 400 concentration of .1-2%. With the results obtained
in these previous tests, three Batch - BK reactors were assembled. 14 samples of the contents of each one of the reactors were ana-
lyzed during 20 days to measure the biodegradation of PEG 400 using chemical oxygen demand - COD in a closed digestion sys-
tem. A decrease of up to 98.5% of the polyether was obtained, which showed that the symbiosis was effective to achieve an im-
portant removal of the contaminant.
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INTRODUCCION

El polietilenglicol 400 (PEG) es un fluido no volatil sintético
empleado como sustancia quimica (Fusako, 2005), a tem-
peratura de 17-22°C es liquido, mientras que a temperatu-
ras mas bajas puede ser semisélido. Su solubilidad en el
agua es su caracteristica mas significativa, lo que lo hace
ideal para usarse en mudltiples aplicaciones (Suhaimi et al.,
2021), en Colombia es generalmente utilizado en produc-
tos farmacéuticos y como agente osmético para reducir el
estrés hidrico en los floricultivos.

Se ha atribuido al PEG efectos ambientales negativos
como la toxicidad en plantas tanto por los iones metali-
cos como el aluminio, como por la retardada transferen-
cia de oxigeno a la raiz (Suhaimi et al., 2021). En anima-
les, los compuestos muestran evidencia de genotoxici-
dad (Biondi et al., 2002) y se ha probado que el PEG
puede causar hipersensibilidad en personas si estas tien-
den a tener reacciones alérgicas a medicamentos
(Wylon et al.,, 2016). Pero el mayor problema con los
polimeros sintéticos es la persistencia prolongada en el
medio ambiente debido a sus estructuras quimicas espe-
cificas, propiedades fisicoquimicas y una larga vida inclu-
so en ambientes hostiles (Fusako, 2010).

Los macroorganismos aplicados en mecanismos de trata-
miento biotecnolégico, como lo es la biodegradabilidad
aerobia, ofrecen una solucién eficaz para reducir los im-
pactos ambientales generados por esta sustancia (Garzén
et al, 2017). Tanto la degradacion aerébica como la anae-
robica muestran efectividad que varia segin la simbiosis
de microorganismos utilizados y el peso molecular del
PEG (Huang et al., 2003). Investigaciones de microorganis-
mos en condiciones aerdbicas y anaerdbicas arrojan el
efecto del peso molecular - Mw en la eficiencia de los
procesos de biodegradacion de polietilenglicol donde se
encontré que la degradacion aerébica es mas eficiente
que la anaerdbica por medio de las capacidades de degra-
dacion de PEG (Huang et al., 2005).

La biodegradacion de PEG por microorganismos ha sido
sugerida como el método futuro para remediar verti-
mientos contaminados con este polimero (Suhaimi et al.,
2021). Investigaciones con agua residual contaminada
con concentraciones elevadas de PEG 400, presentan
una tasa de reduccion de hasta un 97% al adicionar bio-
masa (Chen & Yangdong, 2015; Huang et al., 2003).

Las Pseudomonas se encuentran entre los degradadores
mas citados para una amplia gama de polimeros plasticos
(Wilkes & Aristilde, 2017), por su parte Rhizobium sp. es
un género bacteriano caracterizado por su habilidad para
producir nédulos en las raices de las leguminosas, y vivir

en asociacion simbidtica (Contreras, lIriarte & Mufoz,
2007), es utilizado frecuentemente en asociacién junto
con otras bacterias de los géneros Flavobacterium y Pseu-
domonas para transformar PEG (Takeuchi et al., 1992).

Esta investigacion buscé encontrar un método eficiente
para la eliminacién de PEG 400 utilizando la simbiosis
entre Pseudomonas sp. y R. trifolii en reactor a escala de
laboratorio.

Ruta metabolica del PEG

La biodegradacién de un polimero depende de sus propie-
dades fisicas y quimicas como el peso molecular y la cris-
talinidad (Pathak, 2017). El primer criterio para la biodegra-
dacion es el procesamiento enzimatico (Fusako, 2010).
Las enzimas responsables de la degradacién de polimeros
se clasifican en dos grupos: despolimerasa extracelular y
despolimerasa intracelular. Dado que el PEG no es un
compuesto natural sino un poliéter sintético, los genes
responsables de su metabolismo son un mosaico de genes
evolucionados a partir de genes con otras funciones meta-
bélicas celulares (Tani et al., 2007).

Investigaciones de la descomposicion aerdbica de PEG
han demostrado que la metabolizacion se lleva a cabo a
través de la oxidacion por medio de enzimas: una deshi-
drogenasa de alcohol (aldehido deshidrogenasa) y una
Sphingomonas terrae
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Figura 1. Mecanismo de degradacién de PEG por cultivo mixto
simbiético Gram Negativo S. terrae y Rhizobium sp.
Nota. Se debe a la eliminacién de un metabolito téxico, el 4dcido
glioxilico - GOA que se forma durante el proceso de biodegrada-
cién. Tomado de Biodegradations of Polyethers (Polyethilene Gly-
col, Polypropylene Glycol, Polytetramethylene Glycol, and Others)
por Fusako, 2005, Miscellaneous Biopolymers and Biodegradation
of Polymers.
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enzima bacteriana atacan primero un grupo de alcohol
terminal y luego dividen un enlace de éter terminal que
rompe el éter produciendo glioxilato - GOA como se ob-
serva en la Figura 1 (Suhaimi et al., 2021 - Kawai, 2010).

Thélu et al., en 1980 informan que los extractos libres de
células de Pseudomonas sp. crecen en PEG 400 &cido 2-
etoxiacético deshidrogenado o derivados de dimetiletilo
de diEG vy tetraEG, donde la formacion transitoria de un
doble enlace en una unidad terminal de glicol, seguido
de hidratacion se representa asi: R-O-CH2CH2OH —
[R-O- CH=CHOH]—R-O-CHOHCH,OH.

Por otra parte, las alcano hidroxilasas - alkB son las enzi-
mas bacterianas clave en la degradacién aerébica de los
alcanos. Estas enzimas hidroxilan los alcanos a alcoho-
les, que luego se oxidan a 4cidos grasos y se catabolizan
a través de la via de oxidacién bacteriana (Nie et al,
2014). De Pseudomonas sp. se puede obtener la secuen-
cia de nucledtidos de la alkB (Yoon, Jeon & Nam, 2012):

CGCCTCCACCGCCGCGGCUCTGCCTGCCCTGCACTGGC GCAACGAGCT GATCTGGTGG
TACGCCATCAGTG 210

Pseudamonas sp.E4

La actividad deshidrogenasa del acido diglicélico - DGA
presente en Rhizobium, es la responsable de dividir el
enlace éter liberando el GOA de todos los sustratos
(Enokibara & Kawai, 1997).

MATERIALES Y METODOS

Cultivo bacteriano

A partir de una muestra de borra de petréleo se aisl6 y
mantuvo la cepa de Pseudomonas sp. en Agar Pseudo-
monas. Desde la raiz de Trifolium repens, se aisl6 la ce-
pa de Rhizobium trifolii y se mantuvo en Agar Yeast Ma-
nitol - YMA, ambas donadas por el laboratorio de Bio-
tecnologia Ambiental de la Universidad Distrital Francis-
co José de Caldas.

Condiciones ambientales

Para precisar las condiciones 6ptimas de crecimiento de
los microorganismos se aplic6 una matriz de trabajo
3x3%con condiciones variables de temperatura a 37, 15
y 25°C, concentracién de PEG 400 al .1, 1y 2%, pH de
5.00, 7.00, y 9.00. Para tres réplicas de cada variable, se
usaron tubos de ensayo con 10ml de CSMEP y 108 cel/
ml/tubo de cada uno de los microorganismos. Los tubos
fueron incubados durante siete dias. Al finalizar el perio-
do de incubacion se realizé andlisis de turbidez y con-
teo de viabilidad por recuento en placa estandar.

Los parametros de operacién de los reactores fueron
agitacion constante a 300 rpm, temperatura de 25°C,
tiempo de operacion 20 dias y pH 7.00 constante.

Ensamblaje de reactores

Se prepararon tres reactores tipo Batch: BK1, BK2 y BK3,
con agitacion magnética en Biobase MST-H550-Pro®,
recipientes herméticos con volumen de trabajo de 2|, ta-
pas con rejilla de HDPE y papel filtro Whatman® con
185mm de didmetro y 8um de retencion de particulas.

Los reactores se cargaron con medio de cultivo asi: BK1
se inoculé con una concentracion de 8x108 células/ml de
Pseudomonas sp., 4x10? células/ml de R. trifolii, sales mini-
mas a partir de soluciones stock 10X: macroelementos
2ml/100ml y microelementos 1ml/100ml, se adicion6
peptona, PEG 400 al .1% y se aforé con agua destilada. Al
reactor BK2 se le adicioné la misma cantidad de células de
las dos bacterias que a BK1, PEG 400 al .1%, sales mini-
mas y agua destilada. El reactor BK3 contiene los mismos
componentes que BK1, excepto el indculo bacteriano, de
manera que actuara como testigo comparativo del com-
portamiento del PEG 400. En la tabla 1 se aprecia el conte-
nido de los componentes de cada reactor.

De cada reactor se tomaron muestras de 10ml, se proce-
di6 a realizar conteos directos en cadmara de Neubauer

Tabla 1. Componentes inoculados en los reactores.

Componentes BK1 BK2 BK3
Bacteria Pseudomonas + + 2
Bacteria Rhizobium + + -
PEG .1% + + +
Peptona .1% + = +
Sales minimas + + +

Nota. Se representa (+) como presencia y (-) como ausencia de componentes.

Biodegradacion de polietilenglicol 400
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donde se identificé el nimero de generaciones, tiempo
de duplicacién y la velocidad especifica de crecimiento,
luego se centrifugaron en HERMLE-Z 446® a 4000rpm
por 10min y, por dltimo, se realizé el andlisis de la DQO.

Medicion de PEG

La DQO es la cantidad de oxidante especifico que reac-
ciona con la muestra bajo condiciones controladas, se
empleo por considerarse efectiva para medir la variacién
de PEG 400 en una solucion (Sanchez, 2020).

Con una concentracion de PEG 400 de .1% vy factor de
dilucion 1/25, se utilizé el método de digestion en sistema
cerrado, este es valido para valores de DQO entre 40-
400mg/L (APHA et al, 2017). Para mayores valores, se re-
quieren diluciones, como es el caso del presente estudio.

Se emplearon tubos de reaccion de 16 x 100mm, un
termoreactor VELP Scientifica® y tres réplicas de cada
muestra, tomando una muestra por reactor para cada
medicion. Los volimenes por tubo de digestion fueron
2.5ml de muestra, 1.5ml de solucién digestora y 3.5ml
de reactivo de acido sulfirico. Para la preparacion de

Tabla 2. Crecimiento microbiano en BK1 'y BK2.

soluciones en cantidades y voldmenes idéneos, se siguié
la metodologia expuesta por Cardenas, 2015.

RESULTADOS

Biocinética

Una vez realizada la incubacién en BK1, BK2 y BK3,
bajo las condiciones establecidas en la matriz, se inici6
la toma de 14 muestras para conteo bacteriano y nueve
mediciones para DQO en un lapso de 20 dias. Las lectu-
ras se muestran en la tabla 2.

Se alcanzaron 4.64 generaciones bacterianas en BK1 y
2.32 en BK2 donde el tiempo de duplicacion de cada
generacion fue de 2.37 y 4.74 respectivamente. En
cuanto a la velocidad especifica de crecimiento bacte-
riano es inconstante, puede deberse a que las bacterias
incorporan la mayoria de sus nutrientes por mecanismos
de transporte activo, que implica una concentracion
citoplasmética maxima (Parés & Judrez, 2020), asi los
cambios en las concentraciones de sustrato alteran la
velocidad de crecimiento.

Conteo células promedio Sustrato (ml/L) Velocidad especifica crecimiento ()
Dia

BK1 BK2 BK1 BK2 BK1 BK2

. 8.0E+06 8.0E+06 2 2 - -

1 8.0E+06 8.0E+06 2 2 1.4 1.3
4 3.2E+07 2.8E+07 2 1.85 3.2E-01 3.3E-02
5 4.4E+07 3.2E+07 - - 2.0E-01 3.4E-02
6 9.6E+07 3.8E+07 2 17 8.2E-03 -
8 1.0E+08 3.8E+07 1.85 1.5 - 6.4E-03
11 1.0E+08 4.0E+07 1.7 1.4 2.3E-02 -
12 1.2E+08 4.0E+07 - - 4.6E-02 -
13 2.0E+08 4.0E+07 1.07 1.4 - -
14 2.0E+08 4.0E+07 - - -8.1E-03 -7.5E-03
15 1.8E+08 3.6E+07 .8 1.2 7.5E-03 7.0E-03
18 2.0E+08 4.0 E+07 5 1.07 - -
19 2.0E+08 4.0 E+07 - - -1.2E-02 -1.2E-02
20 1.6E+08 3.2 E+07 15 1.07 - -

*La medicién del dia 1 se refiere al inici6 la fermentacién, ocho horas después se realizé una siguiente medicién.
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Figura 2. Cinética de crecimiento celular del consorcio en reactores BK1 y

BK2.

DQO

A partir del consumo del titulante sulfato ferroso amoniacal -
FAS en cada muestra, se realizé el célculo de la DQO. Hl
consumo promedio de FAS por el blanco de referencia fue
2ml, obteniéndose los resultados de la tabla 3.

Prueba de hipotesis

Los valores a evaluar corresponden al cambio de las me-
dias de la DQO en BK1 y BK2. Con mediciones en nueve
dias, se aplicé la prueba tstudent con nivel de confianza
del 95% para una hipétesis nula con medias iguales de
DQO y medias diferentes como hipétesis alterna.

Al realizar la prueba de hipétesis, no se encontraron dife-
rencias significativas entre las medias de BK1 y BK2, pero
si de sus varianzas. Por ende, para comprobar los cambios
en las mediciones de DQO se tomaron los datos desde la
quinta medicién, cuando se elimina por completo la pep-
tona en BK1 y por ende cambia la media.

Se calcularon las nuevas estadisticas cuyos resultados
indican que el estadistico de prueba se encuentra entre
la zona de rechazo de la hipétesis nula, por consiguien-
te, se rechaza Ho puesto que la media de DQO1 no es
igual a la media de DQO2.

DISCUSION DE RESULTADOS

Cinética de Crecimiento en los reactores

Al comenzar la fase exponencial en BK1, cerca al sépti-
mo dia y antes de entrar a una fase estacionaria el con-
sorcio disminuye su crecimiento, debido a la adaptacién
del medio al consumo exclusivo de PEG 400 como fuen-
te de carbono, después del quinto dia, en BK1, la pepto-

na se ha consumido completamente. En el dia 11 se
eleva su crecimiento hasta llegar al nimero maximo de
células en el medio y en el dia 19 se presenta decreci-
miento hasta llegar a la muerte de la poblacién bacteria-
na. Asimismo, hasta el sexto dia BK2 tiene un crecimien-
to bacteriano permanente hasta el dia seis, luego, hasta
el dia 14, pasa a un crecimiento constante y del dia 15
al 19 un incremento celular hasta el descenso que mani-
fiesta el comienzo de la fase de muerte celular, este pro-
ceso se advierte en la Figura 2.

El ndmero de generaciones y tiempo de duplicacién
durante la fase lag en los reactores, es de aproximada-
mente el doble para ambos casos en BK1, debido a que
contiene peptona, que actiia como impulsadora de cre-
cimiento ademas de ser 6ptima fuente de nitrégeno.

En los reactores tipo Batch ocurre que el crecimiento
bacteriano es inverso al sustrato, en el estadio en el cual
se reproducen mayoritariamente las bacterias es en la
fase lag, representada desde la segunda medicién hasta
la doceava como se muestra en los resultados de la ta-
bla 2 y figura 2. A medida que aumenta el nimero de
células por agotamiento del sustrato y por acumulacion
de productos toxicos en la bioxidacion, la tasa especifica
de crecimiento disminuye y el crecimiento declina
(Romero, 2008).

Se advierte que los microorganismos asimilan a tasas de
consumo variadas las diferentes fracciones de PEG 400
como respuesta a las diferentes afinidades que presen-
tan las bacterias hacia los compuestos disponibles, la
cual depende de la estructura y el peso molecular

Biodegradacion de polietilenglicol 400

73



Tabla 3. DQO en los reactores.

DQO Muestras

e &0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Control 240 224 240 248 232 240 216 248 240
BK1 4000 3000 2600 2400 2200 1400 1000 600 200
BK2 2600 2400 2200 2000 1800 1800 1600 1400 1400
BK3 4200 4200 4000 4200 4000 4000 4000 4000 4000

(Garcia & Aguirre, 2014). Esto explica el prolongado
tiempo que le toma al consorcio consumir el sustrato.

También, se evidencia que un cultivo mixto de microorga-
nismos trabajando en consorcio, es mas eficiente en la
degradacion de PEG 400 que si se realizan cultivos indivi-
duales. En la biodegradacién de poliéter realizada median-
te consorcios bacterianos cada microorganismo desempe-
fa uno de los papeles necesarios para la degradacion final.

Medicion de la Degradacién de PEG 400

Una razén de seleccionar el método de reflujo cerrado
titrimétrico es porque se requieren menos reactivos y se
genera menos desechos peligrosos (APHA et al, 2017).
El método utilizado prueba la disminucion del poliéter,
cuando se compara su concentracién inicial con las si-
guientes concentraciones a medida que transcurre el
tiempo en los fermentadores.

BK1 desciende aceleradamente la concentracién del po-
liéter a diferencia de BK2 que decrece de manera mas
lenta, lo que muestra que la disminucion de PEG es inver-
samente proporcional al crecimiento bacteriano. La efi-
ciencia de BK1 es de 98.5% y de 88.5% la de BK2 en los
20 dias, valores que pueden considerarse como 6ptimos
de remocion del sustrato. El sustrato es consumido lenta-
mente, este método percibe cambios en concentraciones
reducidas de diversas sustancias por lo que es adecuado
para medir los cambios de una sustancia en un sistema.

La prueba fundamental en la precisiéon del método se
evidencia en la estabilidad del blanco BK3 debido a la
ausencia de microorganismos. El resultado analitico del
control se encuentra dentro del rango aceptable + 25%
para 200 mgQO,/L (IDEAM, 2007).

El método de digestion en sistema cerrado utilizado, en
comparacion con los demas métodos de DQO presenta
mejores condiciones analiticas respecto a su precision,
exactitud, recuperacién e incertidumbre (Blanco, 2012).
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Figura 3. Medida de DQO en los reactores BK1, BK2 y BK3.
Nota. Se aprecia la decadencia de la DQO en los reactores BK1 y
BK2, el control es biftalato de potasio - BP y el blanco BK3.

Confrontacion metodologica

De manera andloga, una investigacion realizé la medi-
cion de la degradacion de polietileno por medio de la
diferencia de peso de la muestra que estuvo en contac-
to con un consorcio microbiano que incluye Rhizobium
(Figura 4). En este método conocido como “Soil Burial
Test”, la disminucién en el porcentaje de pérdida de pe-
so se debe a la invasion de microorganismos en el sus-
trato y la absorcion de la humedad por parte de las
muestras (Gautam & Kaur, 2013).

El porcentaje de remocion de DQO que se representa
en la figura 5, obedece a los resultados del presente
estudio. El comportamiento de la DQO explica la biode-
gradacién por accion de la simbiosis bacteriana.

La figura 6 muestra que el modelo de aguas residuales con
PEG 400 puede ser biodegradable con oxidacién anaeré-
bica al hacer uso de lodo digerido, producto de una planta
de tratamiento de aguas residuales que contiene una gran
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cantidad de biomasa, la cual utiliza el PEG como unica
fuente de carbono y energia. La degradacion del poliéter
se determiné por el andlisis de la DQO vy el carbono orga-
nico total - TOC (Chen & Yangdong, 2015).

En la figura 7, el polietilenglicol de bajo peso molecular
- LMWPE se biodegrada al inocularse al medio bacterias
mesdfilas del género Pseudomonas, donde se demuestra
que la biodegradacion esta definida por la diferencia
entre la cantidad de CO, acumulado con presencia y
ausencia de LMWPE sobre la cantidad de CO, acumula-
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Figura 5. Porcentaje de disminucién de DQO en incu-
bacién con Pseudomonas sp. y Rhizobium trifolii.
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Nota. Tomado de Biodegradation of Polyethylene by
a Soil Bacterium and AlkB Cloned Recombinant Cell.

Por Yoon, Jeon, Nam, 2012. Journal of Bioremediation
& Biodegradation.

Figura 7. Porcentaje de degradacién de polietileno
con compost inoculado con Pseudomonas sp.

do cuando todos los carbonos se han mineralizado
(Yoon, Jeon & Nam, 2012).

En general, las figuras 4, 5, 6 y 7 presentan un patrén sig-
moide donde la transicion se produce con base en el me-
tabolismo de los microorganismos presentes en el ambien-
te de reaccion. La degradacién de los poliéteres es lenta 'y
esta condicionada principalmente por su peso molecular,
tiempo de retencion hidraulico y una simbiosis acertada.

La eficiencia de remocién de los polimeros varia del 30-
98.5% aproximadamente, en la figura 7, sucede una
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menor eficiencia de remocion (30%) puesto que la acti-
vidad de biodegradacién disminuye con el aumento del
peso molecular que fluctia entre 1,700-23,700Mw
(Yoon, Jeon & Nam, 2012). En la figura 5, la eficiencia
del PEG con 400Mw llega al 98.5%.

Los resultados de estas investigaciones también indican
la variacion de los mecanismos de reaccién de una sim-
biosis a otra que, aunque degradan continuamente vy
tienen tendencia similar, su comportamiento difiere a
medida que avanza el tiempo.

Prueba de hipétesis de comparacion de medias

Con una confiabilidad del 95% existen evidencias para
aceptar la prueba de hipétesis nula que afirma que no
hay diferencia significativa entre los reactores BK1 y BK2
a partir del quinto dia.

El valor critico, es el punto que divide la regién de acep-
tacion y la region de rechazo de la hipotesis nula. 1 - «,
que se encuentra en la region entre -2.447 y 2.447, limi-
tes establecidos por la tabla de la distribucion t-student.

CONCLUSIONES

El PEG 400 fue biodegradado en mas del 95% por el
consorcio de Pseudomonas sp. y R. trifolii en 20 dias, de
manera que esta simbiosis actia con eficacia en la dis-
minucién del poliéter. Su progresivo crecimiento celular
indica que las bacterias tomaron el PEG 400 como Unica
fuente de carbono, es decir, como alimento para repro-
ducirse, aunque la peptona es necesaria para acelerar el
crecimiento de los microorganismos y asi, reducir su
tiempo de duplicacion celular.

En una de las investigaciones referenciadas, la eficiencia
de remocién de los poliéteres fue cercana al 30% pues-
to que la biodegradacion disminuye con el aumento del
peso molecular y una eficiencia maxima del 98.5% obe-
dece a unas condiciones de reaccion idéneas con una
conveniente simbiosis de microorganismos.

El método de evaluacion de la disminucién de PEG 400,
DQO por reflujo cerrado permite observar los cambios
en la concentracién del poliéter dentro de los reactores
y asi refleja un consumo del contaminante evaluado.
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