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Resumen

Introduccion:Los microorganismos adheridos a una biopelicula juegan un papel
importante en la degradacion y transformacién de contaminantes presentes en
aguas residuales.Para la formacion de la biopelicula, estos emplean diferentes
mecanismos como la produccién de exopolisacaridos que determinan la
estructura, la presencia de flagelos y moléculas sefializadoras (quorum

sensing).En el tratamiento de aguas residuales, es necesario el estudio de la
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ecologia microbiana, debido a que de esta manera se puede tener conocimiento
de lo que sucede al interior del reactor, de la mano de los pardmetros
fisicoquimicos.Materiales y métodos: Se empleo como reactor de prueba una
cubeta plastica, se introdujo un disco rugoso en acrilico de 26cm de diametro y
3mm de espesor para la fijacion de biopelicula; se agregaron cuatro litros de agua
residual doméstica proveniente de una quebrada ubicada en el municipio de Bello,
Antioquia; el rector se alimentodos veces/semana con 10 ml leche entera como
sustrato y se suministro aireacion para mantener las condiciones aerobias del
reactor.Resultados: Se evaluaron métodos como la adhesién a placas de
poliestireno con las soluciones de cristal violeta y safranina evidenciando la
capacidad de formacion de biopelicula para varios microorganismos; para el caso
del método de agar rojo Congo, se realizaron modificaciones y se evidencio el
crecimiento caracteristico con colonias negras y lustrosas.Conclusiones:Se
determino la capacidad de formacion de biopélicula para microorganismos de
interés ambiental como Staphylococcussp, Bacilluscereus,
AeromonasspyPseudomonaaeruginosapor los métodos evaluados.

Palabras clave: biopelicula, reactor,biodiscos, ecologia  microbiana,
biodegradacion.

USE OF METHODOLOGIES FOR THE ANALYSIS OF BIOFILMS IN BIODISCS
REACTORS

Summary

Introduction: The microorganisms adhered to a biofilm play an important role in
the degradation and conversion of pollutants in wastewater. For biofilm formation,
they use different mechanisms such as production of exopolysaccharides which
determine the structure, the presence of flagella and signaling molecules (quorum



sensing). In wastewater treatment, it is necessary to study microbial ecology,
because in this way may have knowledge of what goes into the reactor, the hand
of the physicochemical parameters. Materials and methods:Use as a test reactor
a plastic bucket, we introduced a rugged acrylic disk 26 cm in diameter and 3 mm
thick for fixing biofilm, were added four liters of domestic wastewater from a stream
located in the municipality of Bello, Antioquia, the rector was fed twice/ week with
10 ml whole milk was supplied as substrate and aeration to maintain aerobic
conditions in the reactor. Results: We evaluated methods and adherence to
polystyrene plates with solutions of crystal violet and safranin evidencing the ability
to form biofilm to various microorganisms, in the case of Congo red agar method,
modifications were made and showed the characteristic growth with black and
shiny colonies. Conclusions: We determined the ability of biofilm formation for
microorganisms of environmental interest such as Staphylococcus sp, Bacillus

cereus, Pseudomonas aeruginosa and Aeromonasspp by the methods evaluated.

Keywords: biofilm, reactor, Biodisc, microbial ecology, biodegradation.

Introduccién: Existe una problematica ambiental generada a partir de las aguas
residuales, éstas surgen principalmente de los desechos generados por
actividades industriales, agricolas y domésticas.A lo anterior se suma el progreso
tecnoldgico, los actuales modelos de consumo y el aumento de la poblacién. Se
hace necesario entonces el tratamiento de aguas residuales con el fin de proteger
la salud publica ya que mas de la mitad de la poblacion que ocupa los hospitales
en paises en desarrollo es a causa de enfermedades transmitidas por aguas y
alimentos contaminados; lo anterior trae consecuencias econémicas como el
ausentismo laboral y escolar ademas del deterioro ambiental.

Dentro de los tratamientos realizados a las aguas residuales se encuentran los
meétodos fisicoquimicos y biolégicos. El inconveniente con los primeros es que se
agrega mas contaminaciéon al ambiente. Los tratamientos bioldégicos buscan
principalmente reducir el contenido de materia organica y nutrientes presentes en
las aguas residuales aprovechando la actividad de los microorganismos que para
el caso de los sistemas de biodiscos, estan presentes en el agua residual a



tratarformando  biopeliculas; estas se definen como comunidades de
microorganismos envueltos en una matriz formada por factores biolégicos vy
estructuras especificas.Los microorganismos en una biopelicula juegan un papel
muy importante en el reciclaje de nutrientes de diversos ambientes y la
biodegradacion de contaminantes ambientales como el caso de las aguas
residuales. Las biopeliculas se crean cuando las bacterias libres flotantes perciben
una superficie, se adhieren a ella y a continuacion, elaboran sefales quimicas
para coordinar diferenciacion y formacion de estructuras, incluyendo el desarrollo
de una cubierta protectora que las hace resistentes a factores medioambientales
como humedad, temperatura y pH,facilitando asi la eliminacién de desechos. Para
su formacién, los microorganismos emplean estructuras especificas y factores
biolégicos como: la movilidad mediada por flagelos que proporciona la adhesién
inicial y formacion de microcolonias, la produccion de exopolisacaridos para la
base estructural, moléculas sefializadoras (AHL)del quorum sensing, proteinas
extracelulares, pilli, mecanismos de quimiostasis y bacterias deslizantes.

Los reactores de biodiscos utilizan discos de materiales rugosos a los que se
adhieren las biopeliculas; cuando el disco esta sumergido en el agua residual los
microorganismos se alimentan de la materia organica presente en el agua residual
a tratar

En el presente estudio se evalud la capacidad de formacion de biopelicula en un
reactor de biodiscos a escala piloto tratando aguas residuales domeésticas; para
esto se implementaron técnicas microbiolégicas con el fin de aislar e identificar
microorganismos formadores de biopelicula. Se planteé entonces:

* Objetivo general: Implementar diferentes metodologias para el andlisis
microbiolégico del potencial de formacién de biopelicula y los microorganismos

responsables, empleando reactores de biodiscos.
Objetivos especificos:

* Evaluar la capacidad de formacion de biopelicula en los microorganismos
presentes en aguas residualesdomésticas con el fin de favorecer Ila

biodegradacion de la materia organica.



« |Identificar los principales grupos de microorganismos (bacterias y protozoos)
responsables de la formacion de biopeliculas empleando técnicas microbioldgicas.

» Estandarizar a nivel de laboratorio métodos combinados para el analisis

microbiolégico de biopeliculasaisladas en reactores de biodiscos.

Materiales y métodos: El experimento se realiza en el laboratorio de
investigacion de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Institucion Universitaria
Colegio Mayor de Antioquia. Se emplea como reactor de prueba una cubeta
plastica de 30*45 cm aproximadamente (ver figura 1), a este se le introdujo un
disco rugoso en acrilico de 26 cm de diametro y 3mm de espesor para facilitar la
fijacion de la biopelicula (ver figura 1). Se agregaron 4 litros de agua residual
doméstica proveniente de una quebrada ubicada en el municipio de Bello,
Antioquia; se adiciono periédicamente (2 veces/semana, 10 ml) leche entera como
sustrato y se suministré aireacion para mantener las condiciones aerobias del
reactor. Se adicionaron al reactor laminas portaobjetos las cuales se colocaron
previamente en forma aleatoria; paralelamente se evalio la adhesion de
biopeliculas empleando laminas portaobjetos sumergidas en el agua residual
empleando frascos de 100 ml, se colocaron 2 laminas portaobjetos por frasco en

posicion oblicua y se incubaron a 37°.

Figura 1. Reactor de biodisco con biopelicula de 7 dias de formacion.
Grupos Biociencias y Ambiente, Habitat y Sostenibilidad de la Institucion Universitaria Colegio Mayor de

Antioquia.



Luego del montaje del reactor se esperd de 7 a 10 dias, tiempo en el cual se forma
la biopelicula y se procedié a tomar la muestra.

Procedimiento para la toma de muestras: Se siguid la metodologia reportada
por LI Meng y colaboradores (2009): la muestra de biopeliculase tomo
directamente del biodisco con la ayuda de un hisopo de algodon estéril,se enjuago
previamente con solucion salina estéril para remover las células no adheridas; se
pasaron a un erlenmeyer de 150 mladicionando 50 ml de solucion salina estéril.
Se llevé aun shaker a 80 rpm durante 20 minutos con el fin de incrementar el
namero de bacterias presentes en la biopelicula; descartar el sobrenadante y

proceder a la siembra de la muestra.

Procedimiento para la siembra de la muestra: A partir de la biopelicula lavada
en el paso anterior, se realizan diluciones seriadas de la muestra desde 10-1 hasta
10-9 (esto depende de la cantidad y concentracion de la muestra), posteriormente
sembrar las diluciones en agar Luria Bertani (100 pl: microlitros de muestra, dos
cajas por dilucion y 4 diluciones por muestra). Incubar a 37°C por 48- horas y
realizar el recuento de bacterias en biopelicula; para esto se emplea el método de
recuento estandar en placa por siembra en superficie y se reporta en unidades
formadoras de colonias (UFC).

Caracterizacion de las colonias: Se procede al estudio de las colonias que

crecieron en el paso anterior iniciando el esquema de identificacion asi:

- Observacion de las caracteristicas macroscopicas y microscopicas de las

colonias.



- Coloracion de Gram para determinar morfologia y agrupacion; se realiza paralelo
a la coloracion, el control de calidad de la misma empleando una solucion de KOH
al 3% (Ver figura 2).

- Prueba de oxidasa y catalasa.

De acuerdo a los resultados de los pasos anteriores, las colonias se siembran en
medios de cultivo selectivos (Bair Parker, Eosina azul de metileno: EMB o Mc

Conkey, Mossel, Tripticasa de soya, agar Cetrimide, entre otros).

Figura 2. Control de calidad de la coloracion de Gram con
KOH al 3%. Grupos Biociencias y Ambiente, Habitat y Sostenibilidad de la Institucion Universitaria Colegio

Mayor de Antioquia.

Identificacién bioquimica: Se montan a la par pruebas bioquimicas en medios
como: TSI (Triple azucar hierro), LIA (Lisina- hierro agar), MR- VP(Caldo rojo de
metilo- VogesProskauer), agar Urea, agar citrato Simons, agar bilis esculina, caldo
nitrato, agar SIM(sulfuro- indol- movilidad), entre otros. Se inoculan en estos
medios las colonias aisladas y se incuban durante 48 horas a 37°C, luego se

realiza la lectura de los medios.

Para evaluar metabolismo bacteriano y su relacion con el oxigeno, se emplea el
medio OF glucosa (oxidacion- fermentacién); a la par, se siembran las colonias en
estudio en agar sangre empleando una atmdsfera aerobia y en anaerobiosis (se

emplea una jarra de anaerobiosis, sobres generadores e indicadores de



anaerobiosis y agar sangre prereducido). Se incubanestas Ultimas durante 5 dias y
las bacterias aerobias durante 48 horas.

Observacion en fresco y técnicas de tincion: Cuando la biopelicula esta
formada, se limpia un lado de la biopelicula formada en el portaobjetos y al otro
lado se agregan dos gotas de solucion salina para la observacion en fresco, a
otroportaobjetos se le adiciona 2 gotas de lugol parasitolégico con el fin de
observar protozoos, nematodos, bacterias filamentosas y algas; finalmente,
colorear un tercer portaobjetos con Gram para observar morfologia y agrupacion

bacteriana.

Fase de ensayo de formacion de biopeliculas: Las colonias identificadas en los
pasos anteriores, se analizan para determinar la capacidad de formacion de

biopeliculascon el siguiente procedimiento:

1. Adhesion a placas de poliestireno empleando una solucién de cristal violeta
para determinar la presencia de biopelicula. Las colonias aisladas en cultivos
puros se siembran en caldo Luria Bertani, se incuban durante 48 horas a 37°C. Se
inocula por duplicado 100 pl de la muestra de cada colonia en microplacas de
poliestireno de 96 pozos, se incuban a 37°C durante toda la noche; luego de la
incubacion, se decanta el medio y se afiade a cada pozo 125 pul de una solucién
de cristal violeta preparado al 0,1% en etanol al 0.25%, se deja actuar por 5
minutos y se enjuaga con agua de grifo. Las colonias positivas, dejan en la placa
un halo azul violeta y este se informa por cruces desde — (negativo) hasta +++

cuando es muy positivo (ver figura 3).



Figura 3. Placa de poliestireno tefiida con cristal violeta al
0.25%. Grupos Biociencias y Ambiente, Habitat y Sostenibilidad de la Institucion Universitaria Colegio Mayor
de Antioquia.

2. Adhesion a placas de poliestireno empleando una solucion de una solucién
de safranina. Las colonias aisladas en cultivos puros se siembran en caldo Luria
Bertani, se incuban durante 48 horas a 37°C. Se inocula por duplicado 100 pl de la
muestra de cada colonia en microplacas de poliestireno de 96 pozos, se incuban a
37°C durante toda la noche; luego de la incubacion, se decanta el medio y se
afiade a cada pozo 125 pl de una solucién de safranina preparada al 0,5% en
agua destilada, se deja actuar y se deja actuar por espacio de 1 minuto y se
enjuaga con agua de grifo. Las colonias positivas, dejan en la placa un halo rosa-

rojo y este se informa por cruces desde — (negativo) hasta +++ cuando es muy

positivo (ver figura 4).

Figura 4. Placa de poliestireno tefiida con safranina al
0,5%. Grupos Biociencias y Ambiente, Habitat y Sostenibilidad de la Institucion Universitaria Colegio Mayor de
Antioquia).



Crecimiento en agar Rojo Congo: Las colonias en estudio se siembran en este

agar y se incuban a 37°C por 48 horas. La prueba es positiva para la formacién de

biopeliculas por el desarrollo de colonias negras y lustrosas a diferencia de las

colonias que no forman biopelicula las cuales se presentan de color rosado o rojo

(ver figura 5).

Figura 5. Colonias negras positivas en Agar rojo

congo. Grupos Biociencias y Ambiente, Habitat y Sostenibilidad de la Institucién Universitaria Colegio Mayor

de Antioquia).

Resultados: De acuerdo a las observaciones microscopicas se encontraron los

siguientes microorganismos consignados en la tabla 1:

Tabla 1. Microorganismos observados por microscopia

Técnica Protozoos y algas Bacterias
Preparacion | Trichostrongylus, amebas | Bacilos y cocobacilos, bacterias
en fresco tecadas: Archella, Ciliados: | filamentosas

(Tetrahymena), nematodos




de vida libre, algas, larvas y
quistes de protozoos
Tincion con | Larvas y protozoos de vida | Bacilos y cocobacilos
Lugol libre, amebas tecadas y algas
Coloracion N/A Cocos Gram positivos, bacilos
de Gram Gram positivos, algunos
esporulados, bacilos Gram
negativos, cocobacilos Gram
negativos
N/A: No aplica

Se evidencié mediante microscopia, observacion en fresco y coloracionesuna

sucesion de microorganismos a medida que madura el biorreactory se forma la

biopelicula.

Se encontraron resultados positivos por el método del agar Rojo Congopara varios

de los microorganismos evaluados; estos se combinaron con la técnica de

adhesién en placa y se confirmaron a nivel de género mediante pruebas

bioquimicas. Los mismos han sido reportados por otros autores.

Tabla 2. Microorganismos identificados por métodos combinados.

Microorganismo

Técnica empleada

Referencia

Bacilluscereus,

Combinados

Pseudomonassp.,

Gonzalezet al




Staphylococcuscoagulasa
negativo, Aeromonassp,
protozoos de vida libre,
algas y bacterias

filamentosas

Discusién: Se evidencio la capacidad de formacion de biopélicula para algunos
microorganismos por los métodos evaluados; se identificaron ademas,
microorganismos de interés ambiental los cuales son responsables de la
degradacion de la materia organica presente en el agua residual. Con estos
aislamientos se esta montando un banco de cepas con el fin de ser empleadas en

procesos biotecnologicos.

Con el numero de repeticiones (5) del montaje del bioreactor, logramos
estandarizar metodologias a nivel de laboratorio para el analisis de

microorganismos con capacidad de formacion de biopelicula en el reactor.

Los microorganismos adheridos a una biopelicula juegan un papel importante en
la degradacion de contaminantes presentes en aguas residuales, haciendo
necesario el estudio de la ecologia microbiana y de esta manera tener
conocimiento de lo que sucede al interior del reactor de la mano de parametros

fisicoquimicos.

Se pretende llegar hasta la identificacion molecular de los microorganismos mas
representativos del proceso previa utilizacion de los métodos simples para ser

aplicados en la solucién de problemas ambientales.

Debido a la composicion de las aguas residuales y a la ecologia microbiana de

estas, se recomienda estandarizar cada método reportado en la bibliografia



acorde a las necesidades de cada laboratorio, a los recursos disponibles y la
experiencia de los investigadores ya que se pueden combinar varios métodos para

lograr asi, mejores resultados.

Es necesario mirar el funcionamiento de un reactor como un todo teniendo en
cuenta las variables fisicoquimicas y microbiolégicas y de esta manera optimizar

su funcionamiento.

Los métodos microbiolégicos para la evaluacion de biopeliculas pueden ser
empleados en otros campos donde las biopeliculas causan problemas como es el
caso de la salud y en la industria de alimentos.
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