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Protocolo de Investigacion
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que se usan). Se deben citar autores que lo realizaron y publicaron
previamente. Si son citas viejas deben ser complementadas con algunas|
mas nuevas que demuestren su vigencia. Citas propias y previas del equipo
de trabajo son muy importantes ya que demuestran experiencia en el manejo
de la/s técnica/s. Si se indica que se siguieron instrucciones del fabricarte se
debe complementar con la/s cita/s correspondiente o publicaciones que lo
hayan realizado.
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Revision bibliografica

A lo antes mencionado, se agrega que las referencias deben seguir|
normas internacionales de citas para manuscritos biomédicos o normas
internacionales, y respetarla en todo el manuscrito. Algunas tienen un tipo
de informacion o estilo diferente, se deben unificar. Hay citas incompletas,
Los nombres de los microrganismos se escriben siempre en cursiva.

Cumplimiento de hipétesis y objetivos

A criterio de este evaluador, la investigacion realizada en esta tesis
lpara obtener el grado de Magister Scientiarum en Ciencias Bioldgicas y
Biomédicas, Mencion Biotecnologia contribuira al avance del
conocimiento cientifico- tecnolégico aplicado en su area disciplinar, con
un importante impacto local y regional. Se han realizado importantes
aportes para la produccion de estruvita mediante un proceso biolégico
basado en la recuperacion de fosforo y nitrégeno del suero lacteo y
magnesio bischofita..

Se proyectan su utilidad en estudios futuros dirigidos a de utilizar el
suero residual proveniente de la industria lechera y la bischofita mineral
subproducto del procesamiento de litio para producir bioestruvita como una
alternativa de fertilizante de liberaciéon lenta de nutrientes, Gtil para una
variedad de cultivos y suelos acidos. En ese sentido, la produccién de
estruvita representaria una alternativa novedosa en Bolivia para reducir la
contaminacién en cuerpos de agua y obtener un producto que beneficie al
sector agricola. Los resultados obtenidos son de interés en la microbiologia
ambiental con potencialidad de ser patentables.

Por lo antes expuesto se le asigna a este trabajo de Tesis unj
calificacion del 95% y se recomienda correcciones menores para qu
isean incorporadas al manuscrito al momento de la defensa oral.
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RESUMEN

La produccidn de estruvita a través de la remocion de fosforo (P) y nitrégeno (N) de efluentes industriales
representa una alternativa tecnoldgica para reducir la contaminacion en los cursos de agua. La estruvita
es un fertilizante de liberacidon lenta que requiere la adicion de magnesio (Mg); Mg(OH). y MgCl; son
las principales fuentes para su produccién. Minerales con contenido de Mg como la bischofita
(MgCl,*6H,0) pueden ser potencialmente utilizados. En ese sentido, esta investigacion revela la

produccion de bioestruvita recuperando P y N del suero lacteo y Mg de bischofita.

A partir del consorcio acumulador de P “BIOFOS ”, se evaluaron 9 aislados bacterianos por su capacidad
de producir cristales de estruvita en medio B41, seleccionando el cultivo de la cepa 2CANA por su mayor
contenido de estruvita (3,55 g/L). Medios de cultivo disefiados en base a suero lacteo suplementado con
compuestos de N, P y Mg fueron evaluados a través de procesos de cultivo y produccion de bioestruvita:
Simultaneo, combinando urea 0 (NH4)2SO4 como fuente de N (11,5 mM), K;:HPO, como fuente de
fésforo (11,5 mM) y MgSOs, MgCl; o bischofita como fuente de Mg (14,5 mM). Separado, variando la
DQO del medio (0,5, 2, 8 0 32 g/L) y empleando urea (44, 178, 711, 2843 mg/L), K;HPO4 (2,0 g/L) y
bischofita (5,5 g/L). En el proceso biolégico simultaneo de cultivo y produccion se obtuvo 4,57+1,08g/L
de estruvita y 53 % de remocion de P empleando urea-bischofita (0,35 g/L-5,5 g/L) y suero lacteo (75,52
g/L de DQO). En contraste, en el proceso bioldgico separado de cultivo y produccion se obtuvo mayor
produccién de estruvita (5,1 + 0,7 g/L) y elevados porcentajes de remocién de P (94 %) y N (82 %)
empleando suero lacteo (DQO 8 g/L), urea (711 mg/L) y bischofita (5,5 g/L) incluso superiores al
proceso fisicoquimico [2,34 + 0,06 g/L estruvita, remocion de P (84 %) y N (74 %)]. Los cristales de
estruvita obtenidos en todos los procesos fueron identificados mediante Difraccion de Rayos X y
Espectrometria por dispersién de rayos X acoplada a microscopia electrdnica de barrido. Finalmente, las
caracteristicas morfolégicas, fisioldgicas y la identificacion molecular permiten asignar a la cepa
2CANA como miembro del género Chryseobacterium. En ese sentido, en este trabajo se demuestra la
factibilidad de utilizar el suero residual proveniente de la industria lechera y la bischofita mineral
subproducto del procesamiento de litio para producir bioestruvita como una alternativa de fertilizante de
liberacion lenta de nutrientes, Util para una variedad de cultivos y suelos acidos. En ese sentido, la
produccion de estruvita representaria una alternativa novedosa en Bolivia para reducir la contaminacién
en cuerpos de agua y obtener un producto que beneficie al sector agricola.

Palabras clave: Bischofita, estruvita, fertilizante, suero lacteo, Chryseobacterium.
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ABSTRACT

Phosphorus (P) and nitrogen (N) removal from industrial wastewater through struvite production
represents a technological alternative to reduce pollution in water courses. Struvite is a slow-release
fertilizer that requires a magnesium (Mg) source. Currently Mg(OH). and MgCl; are used for struvite
production. However, Mg containing minerals such as bischofite (MgCl.-6H,0) can potentially be used.
In that sense, this research reveals the production of biological struvite by recovering P and N from whey

and Mg from bischofite.

From "BIOFOS" a P-accumulating consortium, 9 bacterial isolates produced struvite crystals in B41
medium. 2CANA strain was selected based on higher struvite content in liquid culture (3,55 g/L). Media
formulated using whey and N, P, Mg compounds were evaluated: A simultaneous cultivation and
production process combining urea or (NH4),SO4 as N source (11,5 mM) with K;HPO4 as phosphorus
source (11,5 mM) and MgSO., MgClI; or bischofite as Mg source (14,5 mM). A separated cultivation
and production process, varying COD (0,5, 2, 8 or 32 g/L) and urea (44, 178, 711, 2843 mg/L), K:HPO,
(2,0 g/L) and bischofite (5,5 g/L). In the simultaneous biological process of cultivation and production,
4,57 + 1,08 g/L of struvite and 53 % of P removal were obtained using urea-bischofite (0,35 g/L-5,5 g/L)
and whey (75,52 g/L of COD). In contrast, in the biological process of separate cultivation and
production, higher struvite production (5,1 + 0,7 g/L) and high percentages of P (94 %) and N (82 %)
removal were obtained using whey (COD 8 g/L), urea (711 mg/L) and bischofite (5,5 g/L) even higher
than the physicochemical process [2,34 + 0,06 g/L struvite, P (84 %) and N (74 %) removal]. The struvite
crystals obtained in all processes were identified by X-ray diffraction and X-ray scattering spectrometry
coupled to scanning electron microscopy. Finally, through morphological, physiological and molecular
the strain 2CANA was assigned in Chryseobacterium genus. In this sense, the feasibility for producing
biostruvite from residual whey from the dairy industry and the mineral bischofite, a byproduct of lithium
processing industry, was demonstrated. Moreover, reducing the pollution in water by producing struvite,
as a slow release nutrient fertilizer useful for a variety of agricultural crops and acid soils, may represent
a novel alternative in Bolivia.

Key words: Bischofite, struvite, fertilizer, whey, Chryseobacterium.
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1. INTRODUCCION

Las fuentes de agua generalmente son afectadas por una variedad de contaminantes, como ser:
desechos y compuestos organicos, sustancias inorganicas, microorganismos patdégenos y no
patdgenos y nutrientes como nitrégeno (N) y fosforo (P) (Munch, Barr, & Minch, E. V., & Barr,
2001). EI N y P son elementos que se destacan no sélo por su abundancia sino también por su
peligrosidad, ya que son la principal causa de eutrofizacién en cuerpos de agua (De-Bashan &
Bashan, 2007). La eutrofizacion tiene graves consecuencias en los ecosistemas acuaticos
interfiriendo con el ciclo de nutrientes y reduciendo drasticamente la biodiversidad (Alexander,
Vonlanthen, & Seehausen, 2017). Debido a esto, una prioridad durante el tratamiento de aguas
residuales radica en disminuir los niveles de P y N antes de que desemboquen en cuerpos de
agua. Entre los tratamientos alternativos para reducir los niveles elevados de P y N se hallan el
secado de lodos (Morse, Brett, Guy, & Lester, 1998), remocion bioldgica de P (Van-Loosdrecht,
Hooijmans, Brdjanovic, & Heijnen, 1997) y N (Ahn, 2006), adsorcidn, cristalizacion (Peng,
Dai, Wu, Peng, & Lu, 2018) y recuperacion de P y N a través de la produccién de estruvita (Le
Corre, Valsami-Jones, Hobbs, & Parsons, 2009; Tansel, Lunn, & Monje, 2018).

La estruvita (MgNH4PO4+6H20) es un mineral compuesto por cantidades equimolares de Mg,
Ny P, lanucleacion de estos elementos permite su formacion y constituye un método alternativo
para reducir el problema de la contaminacién por N y P en los cursos de agua. La estruvita se
caracteriza por ser un fertilizante fosfato monoamoénico (MAP) de liberacién lenta, por lo cual
las plantas pueden utilizar dosis controladas de nutrientes por tiempos prolongados (Li et al.,
2019).

El uso de fertilizantes en Bolivia es reducido, alrededor de 10 Kg/hectarea (Ha) de fertilizantes
de Nitrégeno, Fosforo y Potasio (NPK) son usados en cultivos de banano, papa, cafia de azUcar,
trigo y hortalizas, en comparacion a Chile donde se usan alrededor de 300 Kg de fertilizantes
NPK por hectarea cultivada. Una de las principales causas que sustentan esta diferencia radica
en el elevado costo de los fertilizantes en Bolivia en comparacion a los demas paises de

Sudamérica?, aunado a la limitada oferta y disponibilidad en el mercado interno, dando como

ICosto de adquisicion en que expresado en $US/TM es: Argentina 380; Bolivia 620; Brasil 360; Chile 400; Colombia 360; Ecuador 380;
Paraguay 480; Per( 440; Uruguay 420; Venezuela 340 (Escalera S, 2014)
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resultado una baja productividad y débil competitividad del sector agricola nacional (Escalera,
2014).

Actualmente, en nuestro pais la empresa Yacimientos Petroliferos Fiscales Bolivianos (YPFB)
proyecta la instalacion de 6 nuevas plantas para la produccion de fertilizantes en Bulo Bulo -
Cochabamba, donde inicialmente Metanol, Urea-Formaldehido seran producidos vy
posteriormente se contempla la produccién de fertilizantes NPK, Nitrato de Amonio, Fosfato
Monoaménico (MAP) y Fosfato Diamoénico (DAP). En ese sentido, al ser la estruvita un
fertilizante de tipo MAP, es posible que en el futuro su produccion a gran escala sea considerada,
lo cual fortaleceria los planes del Gobierno Central de diversificar e industrializar la produccion
de fertilizantes (Agronegocios, 2019).

Por otro lado, para la produccion de estruvita ademas de N y P, la adicion de Mg es requerida.
Las principales fuentes de Mg usadas en la produccion de estruvita son Mg(OH)2y MgCl., los
costos por adicion de éstos limitan la produccién de estruvita. Existen diferentes fuentes
naturales de Mg como: agua de mar y salmueras marinas, minerales como magnesia calcinada
(MgO), brucita (Mg(OH)2), magnesita (MgCQz) y ceniza de madera (Kataki, West, Clarke, &
Baruah, 2016). Adicionalmente, nuestro pais cuenta con la reserva de litio mas grande del
mundo el Salar de Uyuni, sin embargo, la abundancia de Mg disuelto reduce la calidad de litio
COMO recurso evaporitico, precipitando prematuramente como impurezas en las sales de Mg. La
bischofita, constituida por MgCl,+6H-0, es un subproducto abundante de la industrializacion
del litio y en la actualidad no es industrializada a pesar de ser una fuente valiosa de Mg que
podria ser utilizada para la obtencion de estruvita, reduciendo los costos de produccion.

Un método alternativo de produccidn de estruvita, se basa en la capacidad que tienen los
microorganismos de mineralizar el P (Albuquerque, Torres, & Reis, 2010) que a diferencia de
la produccion quimica de estruvita, el medio y las condiciones de cultivo son vitales, ya que los
microorganismos promueven la nucleacion activa de estruvita como mineral (Sdnchez-Roman,
Rivadeneyra, Vasconcelos, & McKenzie, 2007). Los efluentes industriales con elevado
contenido en C, N y P, como el suero lacteo, aguas residuales, lodos, entre otros, pueden
utilizarse como medios de cultivo para los microorganimos que promueven la formacion de
estruvita. En este estudio se pretende producir estruvita mediante un proceso bioldgico basado

en la recuperacion de fosforo y nitrégeno del suero lacteo y magnesio de bischofita.
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2. ANTECEDENTES

Los fertilizantes son insumos importantes de la agricultura moderna, se han utilizado como un
medio para mejorar la fertilidad del suelo y la produccion de cultivos a lo largo de la historia de
la agricultura. Los nutrientes de las plantas son esenciales para la produccion de cultivos y
alimentos saludables para la creciente poblacién mundial. Las estrategias actuales de manejo de
suelos dependen principalmente de los fertilizantes inorganicos a base de quimicos (Itelima,
Bang, Onyimba, Sila, & Egbere, 2018). La aplicacion de fertilizantes en las practicas agricolas
ha aumentado notablemente la produccion de alimentos, combustibles, fibra y otros productos
vegetales (Timilsena et al., 2014). Sin embargo, una parte significativa de los nutrientes
aplicados en el campo no es utilizada por las plantas y se pierde por lixiviacién, volatilizacion,
nitrificacion u otros procesos. Estas pérdidas incrementan la necesidad de utilizar mayor
cantidad de fertilizantes, incrementando el costo de los productos agricolas y contaminando
gravemente el medio ambiente. Para aliviar estos problemas, se producen y utilizan fertilizantes

de mayor eficiencia (Timilsena et al., 2014), como aquellos de liberacion lenta y controlada.

El uso de la estruvita como fertilizante de liberacién lenta ha sido sugerido hace un siglo atras,
este es un fertilizante con alto contenido de P y una cantidad significativa de N y Mg (Rahman
et al., 2014). Los fertilizantes de P desempefian un papel clave en la agricultura moderna, de
satisfacer la creciente demanda de alimentos (Mogollén, Beusen, Grinsven, Westhoek, &
Bouwman, 2018).

La produccion bioldgica de estruvita (0 Bioestruvita) es una alternativa al proceso quimico
convencional (Kataki et al., 2016), aprovecha las caracteristicas metabolicas y estructurales de
algunas bacterias que favorecen la biomineralizacion de los cristales de estruvita, de modo que
no se requieren procedimientos adicionales para formar el mineral. Las bacterias pueden servir
como nucleo para la precipitacion mineral mediante la adsorcion de cationes (como el Mg)
alrededor de la membrana de la superficie celular, la pared celular o las capas de sustancias
poliméricas extracelulares y son mediadores activos en el proceso, ademas la actividad
metabdlica de las bacterias es extremadamente importante porque suministra los iones NH*

necesarios para la formacion de estruvita (Sanchez-Roman et al., 2007).
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3. OBJETIVOS
3.1.0bjetivo general
Producir estruvita mediante un proceso biologico basado en la recuperacion de fosforo y

nitrogeno del suero lacteo y magnesio de bischofita.

3.2. Objetivos especificos
» Seleccionar cepas bacterianas por su capacidad para producir estruvita en medio B41.

» Evaluar la factibilidad del uso de suero lacteo para la produccién de bioestruvita.

» Evaluar la produccion de bioestruvita a través de un disefio experimental empleando

fuentes de nitrégeno y magnesio, entre ellos la urea y bischofita.

» Caracterizar la fisiologia y genotipo de la cepa bacteriana seleccionada por su capacidad

de inducir la formacién de estruvita.

» Comparar los métodos bioldgico y fisicoquimico de produccién de estruvita en funcién

a los costos de produccion.

4. JUSTIFICACION

La necesidad de administrar cada vez mayores cantidades de nutrientes en areas de cultivo
proyecta un problema de importancia mundial que impulsara el desarrollo de la recuperacién de
nutrientes a partir de diferentes fuentes, a mediano plazo. Por ello, el tratamiento de aguas
residuales, la proteccion del medio ambiente, la agricultura sostenible y la seguridad alimentaria,
dependeran de diferentes estrategias que conlleven a la recuperacion y uso eficiente de
nutrientes del suelo. En las préximas décadas, se incrementara la presion sobre los sistemas
alimentarios globales y la agricultura enfrentara el desafio de brindar seguridad alimentaria a
una poblacion mundial en crecimiento sin afectar la seguridad ambiental. En consecuencia, serd
necesario utilizar tecnologias modernas en los agroecosistemas para suministrar alimentos
suficientes y disminuir los impactos negativos en el medio ambiente inducidos por la
eliminacién o reutilizacién inadecuada de los desechos agricolas e importantemente la

contaminacion del agua o suelos por el exceso de nutrientes.

La recuperacion de nutrientes a través de la formacion de estruvita ha ganado gran interés

comercial por ser una tecnologia promisoria. Una alternativa a la produccion convencional de
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estruvita es la mineralizacién biolégica mediada por microorganismos, que emplea una
diversidad de sustratos que favorecen su recuperacion en condiciones operacionales sencillas y
con menor impacto en la utilizacion de agentes quimicos en comparacion al proceso

fisicoquimico convencional.

El presente trabajo de investigacion desarroll6 un proceso bioldgico optimizado para la
produccién de estruvita empleando bacterias mineralizadoras, esta estrategia constituye una
alternativa de recuperacion de P y N, y Mg a partir de suero lacteo y bischofita, respectivamente.
Este proceso propone el empleo de estos subproductos industriales con bajo valor econémico
para la produccion de bioestruvita, de esta manera darles un valor agregado, ademas, reduciria

su posible impacto ambiental y fomentaria la seguridad alimentaria.

5. FUNDAMENTO TEORICO

5.1. Aguas residuales en la industria lactea

Actualmente a nivel mundial existe una importante demanda de productos lacteos y sus
derivados, la industria lactea desarrolla productos mas saludables, naturales y ecoldgicos, que
cambian las percepciones del consumidor (Outlook, 2017). Durante el procesamiento de los
lacteos se generan elevadas cantidades de aguas residuales, por ejemplo, se requieren entre 2 a
3 veces de volumen de agua por cada litro de leche procesada. Los efluentes lacteos son
generados durante la limpieza del equipamiento, las salas de tratamiento, el medio de transporte,
entre otros (Uludag-Demirer, Demirer, & Chen, 2005). El efluente que se genera en las empresas
lacteas durante los diferentes procesos productivos puede contaminar el medio ambiente si no
se trata adecuadamente. La produccion de queso, helado y mantequilla son las mayores fuentes
de contaminacién organica de los efluentes (Prazeres, Carvalho, & Rivas, 2012), siendo el suero
lacteo uno de los principales residuos liquidos generados en la industria lactea (Goli, Shamiri,
Khosroyar, Talaiekhozani, & Sanaye, 2019).

Las aguas residuales que se generan en la industria lactea se caracterizan por su alto contenido
de materia orgénica y nutrientes. La composicion de los efluentes liquidos es muy variable y
depende del tipo de proceso y producto fabricado, por lo que la caracterizacion de sus
parametros fisicoquimicos contribuye en la eleccion de la tecnologia para su tratamiento
(Uludag-Demirer et al., 2005). La tabla 1 muestra un resumen de la composicion de algunos

efluentes lacteos generados durante el proceso de elaboracion de derivados lacteos.
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Tabla 1.Caracteristicas de los efluentes lacteos generados durante el proceso de elaboracién de
derivados lacteos a gran escala.

Nitrogeno = Fésforo

Dgé¥:go ;I?J(;r?tz (r?]Q/?_) (218(/)'_5) pH total total Referencia
g 9 (mg/L) (mglL)
Gelegenis, Georgakakis,
Angelidakic, & Mauvris, 2007;
. 68000— 60000- Malaspina, Stante, Cellamare,
Queso Suero lacteo 94000 100000 4,0-7,0 1020-1462 300-379 & Tilche, 1995: Mawson, 1994:
Van den Berg & Kennedy,
1983)
Queso, - .
yogurt, Combinado 19125000 fggo 6,0-11,0  14-272 8-68 (OZt”rI'D‘éE]ri‘:gfggg;Jay' &
mantequilla !
Cremade Generado en 2000- 1200- (Kasapgil, Anderson, & Ince,
queso ciclo de limpieza 6000 4000 80110 50-60 ) 1994)
Leche en Derivado del 10 (Janczukowicz, Rodziewicz,
polvo/ proceso de 1908 - 5,8-10,2 77 aprox. Thornton, & Czaplicka, 2012;
mantequilla fabricacion aprox. Ozturk et al., 1993)

Adaptado de: (Prazeres et al., 2012)
El suero lacteo es la fraccion liquida que queda después de la elaboracion del queso, representa
entre el 85 al 95% del volumen de leche procesada, se caracteriza principalmente por una
elevada carga organica con una Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) que varia en el rango de
68 a 94 g/L y una Demanda Bioldgica de Oxigeno (DBOs) variable de 30 a 50 g/L (Dareioti &
Kornaros, 2015; Gelegenis, Georgakakis, Angelidakic, & Mavris, 2007; Jasko, Skripsts,
Dubrovskis, Zabarovskis, & Kotelenecs, 2011; Riggio, Comino, & Rosso, 2015). La lactosa del
suero es uno de los componentes que mas aporta a estos valores de DQO y DBOs, y se encuentra
a una concentracion de 45-50 g/L, seguido de las proteinas del suero (5-8 g/L) y los lipidos (4-
5 g/L) (Mawson, 1994). Ademas, el suero lacteo retiene nutrientes y micronutrientes como: N
(1020-1462 mg/L), P (300-379 mg/L), Na (735 mg/L), K (42,8 mg/L), Ca (47,7 mg/L), Mg
(11,4 mg/L) y vitaminas del grupo B (5,66 mg/kg) (Gelegenis et al., 2007; Mawson, 1994;
McDonough, Hargrove, Mattingly, Posati, & Alford, 1974; Uludag-Demirer et al., 2005). A
pesar del elevado contenido de nutrientes en el suero de leche, mas de la mitad del suero que se
genera no se trata y se descarga al medio ambiente, por lo que representa un problema ambiental
importante debido a los altos voliumenes producidos y su alto contenido de materia organica
(Gonzalez, 1996). El elevado contenido de materia organica en los efluentes lacteos reduce la

cantidad de oxigeno disuelto y su descarga a los cuerpos de agua puede generar varios problemas
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como la eutrofizacion, brote de enfermedades vectoriales como la fiebre amarilla y afectar la
vida acuética (Zainab, Vijayaraghavalu, Prasad, & Kumar, 2019).
5.1.1. Generacion de efluentes lacteos en la empresa Flor de Leche S.R.L.

Flor de Leche S.R.L. es una empresa l&ctea ubicada en el municipio de Achocalla — La Paz,
produce diferentes tipos de derivados lacteos, entre ellos quesos, cremas y yogures producidos
de forma artesanal. Esta empresa emplea alrededor de 35 personas y mas de la mitad pertenecen
al municipio de Achocalla, ademas, la empresa trabaja con 180 familias proveedoras de leche.
Flor de Leche S.R.L. genera distintos tipos de residuos sélidos y liquidos (Figura 1).
Diariamente se descarga un efluente de 7000 L de residuos liquidos y el suero lacteo constituye
un 44% del efluente diario generado, es asi que 18316 L de suero lacteo son generados en una
produccion semanal, de los cuales aproximadamente un tercio (5500 L) es distribuido a 60
familias para su utilizacién como suplemento alimenticio para el ganado (Flores, Carrasco, &
Alvarez, 2017).

EN FLOR DE LECHE, AS| CONVIVIMOS CON LA MADRE TIERRA

-

feun

Figura 1. Generacion de residuos en la empresa Flor de Leche S.R.L.
Fuente: Area de medio ambiente de la Empresa Flor de Leche S.R.L., 2015

La empresa Flor de Leche S.R.L. cuenta con un sistema de tratamiento de aguas residuales, el

cual esta constituido por: tratamiento primario de sedimentacion, que reduce las particulas en
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suspension; tratamiento bioldgico secundario basado en un reactor anaerobio de flujo
ascendente para la digestion de la materia organica; y un tratamiento terciario de humedales
para reducir la carga organica residual, nutrientes como el P, entre otros. Después del
tratamiento, los efluentes se utilizan para riego (Flores et al., 2017). Sin embargo, de manera
recurrente el tratamiento biolégico es afectado, debido a los desbalances de la actividad
microbiana generando &cidos grasos volatiles de cadena corta que provocan inestabilidad del
pH, conduciendo a la digestion incompleta de la materia organica, siendo estos residuos
caracteristicos por su elevada carga organica y de nutrientes, tampoco se contemplan otras
alternativas de tratamiento que podrian conducir a la recuperacion de nutrientes para la

elaboracion de otros productos, como los fertilizantes.

5.2. Tecnologias para el tratamiento y recuperacion de nutrientes a partir de efluentes
lacteos

En el siglo XX, mas de la mitad del suero lacteo que se generaba no era tratado; en algunos
casos no se utilizaban los métodos mas adecuados de tratamiento, descargando al medio
ambiente efluentes con alto contenido de carga organica residual. Hoy en dia, el tratamiento del
suero lacteo representa un desafio global debido a la cantidad producida en todo el mundo, que
se estima alcanza alrededor de 190 millones de toneladas anuales (J. Shen, Chen, Jensen, &
Solem, 2019). Debido al elevado contenido organico del suero lacteo, se han desarrollado
diferentes tecnologias de tratamiento incluyendo procesos bioldgicos, fisicoquimicos o

combinados, que conducen a la valorizacién de este subproducto (Prazeres et al., 2012).

5.2.1. Tratamiento fisicoquimico de efluentes lacteos

Los tratamientos fisicoquimicos basados en la precipitacion o coagulacion-floculacion son
métodos econdmicos y féciles de monitorear, permiten la remocién parcial de la materia
organica, son eficientes en la remocién de grasas, solidos suspendidos, N y P, y reducen el
tiempo de digestion anaerdbica en procesos combinados. Los tratamientos fisicoquimicos son
ampliamente usados por las empresas lacteas por los elevados volimenes de procesamiento, sin
embargo, algunos de estos tratamientos son costosos, generan gran cantidad de lodos y bajos
rendimientos en la remocion de materia organica (Zainab et al., 2019).

Las pequefias y medianas empresas normalmente no emplean procesos de tratamiento

sofisticados, por lo cual optan por distribuir el suero para su utilizacion como suplemento
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alimenticio para ganado o descargan sus efluentes al sistema de alcantarillado municipal
(Prazeres et al., 2012).

La tabla 2 muestra las caracteristicas de diferentes métodos fisicoquimicos de tratamiento de
suero que incluyen coagulacion-floculacion y precipitacion alcalina como métodos
convencionales y otras alterativas en desarrollo como el tratamiento por ozonizacion, método

Fenton y coagulacion electroquimica.

Tabla 2. Eficiencias de diferentes métodos de tratamiento fisicoquimico del suero lacteo.

Condiciones experimentales Remocion (%)
Tratamiento Concentracion Temperatura ) .
I(Dg?LC)) del reactivo pH Tle(ri;n)po DQO  DBOs P N|ttr(<))tga(|ano
(g/L) (°C)
Coagulacioén- 13.6-
floculacién con ' 0,25 8,5 10-15 - 43 67 89 43
14,2
FeS0O,
Coagulacion- 13 6-
floculacién con ' 0,25 4,4 10-15 - 32 23 14 19
14,2
FeCI3
Coagulacioén- 13.6-
floculacién con 14‘ 2 1,0 7,0 10-15 - 35 36 77 44
Al (SO4)s '
Precipitacion 18,5 3,8-5,0 115 - - 47 55 97 55
con cal
Precipitacion
con NaOH 18,5 2,7 11,0 - - 50 46 46 34
O3+H,0, 0,5 10 gO3/Nm?® 10,0 Ambiente 7 63 53 - -
Fenton 0,5 0,5 M (H,0;) 3,0 - 3 96 100 - -
25,0 (electrodo
Coagulaplc?n 27,6 de Fe en 5.0 o5 8 53,3 ) ) .
electroquimica presencia de
NaCl)

Fuente: Adaptado de (Carvalho, Prazeres, & Rivas, 2013; Prazeres et al., 2012)

Entre los métodos fisicogquimicos mas eficientes para la remocién de materia organica esta el
método Fenton, sin embargo, no permite la remocién ni recuperacién del P. Los métodos
combinados de tratamiento buscan lograr mayores rendimientos de remocion de materia
organica y generar productos de valor agregado, como los fertilizantes de P. Debido a que el
contenido de P en el suero lacteo es aproximadamente 10 veces mas elevado que el promedio

presente en otros efluentes residuales de la industria lactea (Prieto-Garcia, Callejas-Hernandez,
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Reyes-Cruz, & Marmolejo-Santillan, 2012), éste representa una fuente abundante de P, para su

recuperacion.

Otras tecnologias, entre ellas la precipitacion, permiten la remocidn y recuperacion de P entre
46-97 %, empleando suero lacteo (Prazeres et al., 2012). Por otro lado, la cristalizacién como
estruvita es una alternativa que permite la recuperacion de aproximadamente un 90 % de P a

partir de suero lacteo previamente sometido a digestion anaerobica (Kataki et al., 2016).

5.2.2. Tratamiento bioldgico de efluentes lacteos
Los procesos bioldgicos tienen multiples ventajas en el tratamiento de residuos organicos frente
al proceso fisicoquimico, ademas, buscan simultaneamente la valorizacion y el tratamiento de
los residuos y subproductos. Uno de los procesos méas explorados de la biotecnologia es la
digestion anaerdbica que permite reducir la carga organica y obtener energia (Kataki et al., 2016;
Song et al., 2011). Ademas, el lodo proveniente de la digestion anaerdbica, después de su
estabilizacion, puede ser empleado como un fertilizante alternativo viable. La digestién
aerobica, es otro método de tratamiento bioldgico de la materia organica en el suero, a diferencia
de la digestion anaerdbica, se produce relativamente mas rapido, la remocion de P puede
alcanzar hasta el 99 % y de P hasta un 88 % y se puede recuperar el P de los lodos. Sin embargo,

la elevada carga organica del suero no favorece este proceso (Prazeres et al., 2012).

Otros tratamientos bioldgicos como la produccién de &cido lactico, etanol o biohidrégeno son
alternativas de procesos fermentativos que se basan en la utilizacion de lactosa proveniente del
suero lacteo, sin embargo, estos procesos no reducen totalmente la carga organica y por ello se
requiere un postratamiento como la digestion anaerdbica. La tabla 3 describe las caracteristicas
de diferentes tecnologias de tratamiento bioldgico de suero lacteo.
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Tabla 3. Alternativas de tratamiento biologico de suero l&cteo.

Tipo de suero lacteo DQO Tratamiento Remocion Recuperacion de
P (Kg/m3) biolégico (%) productos
Crudo, diluido 0,5-70 Digestion aerdbica 53-99 -
Crudo, diluido, en polvo, 0,5-79 Digestion anaerébica 36-99 Metano (53-79 %)

pretratado

Crudo, pasteurizado,

P . Fermentacién a
solucién permeada, polvo, 35-200

33-100" Etanol (2,1-81 kg/m?)

desproteinizada etanol
cruco. dikido, polvo 10-89 Fermentacion a 86-97 Hidrégeno (20-88 %)
permeado, solucién en polvo hidrégeno

Crudo, desproteinizado,

Fermentacion a acido Acido lactico (3,8-52

pasteurizado, permeado, 30-100" P 34-100" 3

lactico kg/m3)
pretratado permeado
No esterilizado y diluido,
filtrado-esterilizado y diluido, Células como -
crudo, crudo e inoculado, 0,35-96,5 combustible 5-100 Electr|C|c:r?\(/3lw(;]8254-167OO
tratado térmicamente e microbiano
inoculado

*Referido al consumo/remocion de lactosa
Fuente: Adaptado de (Prazeres et al., 2012)

Otro proceso que permite valorizar el P del suero lacteo es la eliminacion mejorada de P
biolégico, mediada por PAOs (del inglés Phosphorus Accumulating Organisms), en etapas
anaerdbicas y aerobicas secuenciales. El P se elimina en el tanque aerébico donde precipita
como polifosfato, que pude usarse como fertilizante (Latifian, 2015). Asi mismo, la
cristalizacion del P, como estruvita, mediada por microorganismos mineralizadores de P es una
alternativa para la remocion de la materia organica del suero y permite la recuperacion de
nutrientes como el N y el P en forma de estruvita (Escalante, Castro, Amaya, Jaimes, & Jaimes-
Estévez, 2017).

5.3. Produccion de fertilizantes a base de fosforo
El acelerado crecimiento de la poblacion humana y el incremento en la demanda de alimentos
genera una elevada presion en los ecosistemas acuaticos y terrestres. Los fertilizantes de P
desempefian un papel clave en la agricultura moderna para satisfacer la creciente demanda de
alimentos. Hoy en dia existe una progresiva importancia respecto a la recuperacion de P, fuente
no renovable, por lo que muchos estudios se han enfocado a prevenir su perdida y aplicar

diversos métodos de recuperacion a partir de diferentes fuentes (Latifian, 2015).
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Una de las principales fuentes de P es la roca fosforica y alrededor del 80% de ésta se emplea
principalmente para la produccion de fertilizantes, ademéas de otros productos (Figura 2). El
proceso de digestion anaerdbica de diferentes efluentes con elevada carga organica, genera lodos
con propiedades fertilizantes debido a su elevado contenido de P y N, sin embargo, su aplicacién
directa a los cultivos tiene desventajas, como la emision de amonio durante el riego y la
introduccién de patégenos en los campos de cultivo (Appels, Baeyens, Degre, & Dewil, 2008).
Abordando estos problemas, se han propuesto soluciones practicas para recuperar nutrientes,
una de estas alternativas es obtener fertilizantes como la estruvita (Stolzenburg, Capdevielle,

Teychené, & Biscans, 2015).

Una de las ventajas de la estruvita es su baja solubilidad en agua en comparacion con los
fertilizantes comerciales, lo que mejora su rendimiento e inhibe la dispersion descontrolada de

nutrientes (Karak et al., 2015).

3%

= Fertilizante

= Alimento animal
Industria del fésforo

= Productos derivados

Figura 2. Principales usos del P a nivel global. Informe de la Comision de la Union Europea
2010
Fuente: Adaptado de Prud’homme, 2010
Un problema emergente en la utilizacion del P es que gran parte se pierde, principalmente debido
a la erosion del suelo, las pérdidas de cultivos, en los sistemas de aguas residuales tratadas y no
tratadas o en forma de desechos animales (Cordell, Drangert, & White, 2009). El tiempo de vida

de las reservas de P no esta claro, sin embargo, se espera que a menos que haya un cambio en
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la forma en que se produce Y utiliza, se alcanzara el pico maximo cuando la demanda supere el

suministro de este recurso no renovable (Cordell et al., 2009).

5.4. La estruvita como alternativa tecnoldgica para la recuperacion de nutrientes
Se ha demostrado que el proceso de produccion de estruvita es una tecnologia prometedora para
recuperar eficientemente P y N a partir de aguas residuales municipales, agricolas e industriales.
La estruvita puede ser empleada como fertilizante de liberacion lenta, por lo que se considera
una fuente efectiva de N, Mg y P para el crecimiento de las plantas (Celen, Buchanan, Burns,
Robinson, & Raman, 2007; Sadowski, Prywer, & Torzewska, 2014).

5.4.1. Caracteristicas de la estruvita

La estruvita, conocida también como fosfato de amonio y magnesio hexahidratado
(MgNH4PO4+6H20), es un mineral de aspecto cristalino, color blanco brillante (Le Corre et al.,
2009), su composicion elemental consiste en (%, p/p): N 6%, P 13% y Mg 10%. Los cristales
de estruvita son poco solubles en agua (0,18 g/L a 25°C) y muy solubles en acidos (Le Corre et
al., 2009). La constante de solubilidad de la estruvita (pKso) a 25 °C es de 13,4 y a 37°C de 13,3
(Babi¢-Ivanci¢, Kontrec, Kralj, & Brecevi¢, 2002), los cristales de estruvita son estables hasta
55 °C y se descomponen a 80°C (Ramlogan & Rouff, 2016). Por su composicion y
caracteristicas de baja solubilidad y estabilidad, la estruvita es un fertilizante de excelencia
porque permite una liberacién lenta de sus componentes y puede ser usada en cultivos agricolas,
plantas ornamentales, plantas forestales, césped, huertos, viveros, entre otros cultivos (Bridger,
Salutsky, & Starostka, 1962; Li et al., 2019), ademas la estruvita puede ser utilizada en suelos
acidos. Los cristales de estruvita se forman por la agregacion de sus iones, inducida por
diferencias en la polaridad a lo largo de los ejes del cristal, por lo que se puede sugerir que la
estruvita es un mesocristal (Colfen & Antonietti, 2005; Prywer & Torzewska, 2010; Prywer,
Torzewska, & Plocinski, 2012). Los cristales pertenecen al sistema ortorrombico, su grupo
espacial es Pmn21 y las dimensiones aproximadas para cada celda unitaria son: 9 x 11.1 x 6.1
A. (Le Corre et al., 2009; Prywer & Torzewska, 2009).
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Los cristales de estruvita presentan una variedad de formas (Ben Omar et al., 1996) tales como:
rectangular, prismética, dendritica, dendritica alargada, en forma de aguja, estrella, poliédrica o
pseudo-poliédrica (Chauhan, Joseph, Parekh, & Joshi, 2008; Gonzalez-Mufioz et al., 2008)

como se puede observar en la figura 3.

Figura 3. Morfologia de los cristales de estruvita ilustrados en micrografias observadas por
SEM. (A) Hemimorfismo de los cristales de estruvita, (B) prismatica, (C)rectangular, (D)
forma de estrella, (E) dendritica alargada.

Fuente: Extraido de (Prywer & Torzewska, 2009; Prywer et al., 2012)

El hemimorfismo (caras paralelas no son simétricamente equivalentes) es tipico de los cristales
de estruvita (Prywer & Torzewska, 2010). Los iones que forman el cristal de estruvita: Mg*?,
NH4* y PO43, se asocian por atracciones idnicas, por lo que es sensible a los cambios en la
forma, por efecto del pH o impurezas (Ben Omar et al., 1996). Estas caracteristicas facilitan la
identificacion de los cristales empleando un microscopio Optico, sin embargo, existen otras
técnicas como: Espectrometria por dispersion de energias de rayos X acoplada a Microscopia
electrénica de barrido (SEM-EDS) para determinar la composicion y morfologia, y difraccion

de rayos X (DRX) para determinar la identidad de los cristales.

5.4.2. Requerimientos para la formacion de estruvita
Los requerimientos necesarios para la formacion de estruvita, se describen a continuacion:
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5.4.2.1. Sustrato

El conocimiento acerca del mecanismo molecular para la cristalizacion de la estruvita ha
permitido desarrollar procedimientos para obtener el mineral a partir de varios sustratos (Celen
et al., 2007; Kabdash, Tiinay, & Ozcan, 2009; Maurer, Pronk, & Larsen, 2006). Entre los
sustratos mas frecuentes se encuentran: a) Aguas residuales de origen doméstico o industrial
(Kabdash et al., 2009) b) Orina, de origen humano o animal (Ronteltap, Maurer, Hausherr, &
Gujer, 2010) c) Estiércol liquido (Celen et al., 2007) d) Sobrenadante de digestores anaerdbicos
(Battistoni, Pavan, Prisciandaro, & Cecchi, 2000) e) Lixiviados de riego de campos de cultivo
(Huang, Xiao, Zhang, & Ding, 2014). Una caracteristica comun entre los sustratos mencionados
es la presencia de materia organica en descomposicién y el contenido elevado de P. Ademas, la

cantidad de sustrato influye en la recuperacion de nutrientes durante la formacion de estruvita.

54.2.2. pH

El pH es un pardmetro importante en la cristalizacion de la estruvita, debido a que la especiacion
de los componentes hacia la formacién de estruvita depende del pH y la solubilidad de la
estruvita disminuye a medida que el pH se incrementa en un rango de 6,0-8,0 (Ohlinger, Young,
& Schroeder, 1998). El pH del medio se eleva mediante la adicion de un alcali como NaOH o
Mg(OH)2, sin embargo, su adicion es un proceso costoso. También se puede remover el CO>
del medio por aireacién del sustrato para incrementar la alcalinidad (Ohlinger et al., 1998;
Stratful, Scrimshaw, & Lester, 2001; Suzuki, Tanaka, Osada, & Waki, 2002).

5.4.2.3. Fuente de Magnesio

El Mg une de forma solida el amonio y el P durante la formacion de estruvita. La precipitacion
de la estruvita esta limitada por la cantidad de Mg, es por esto que se adiciona una fuente de Mg
al medio, de tal manera que se tenga cantidades equimolares de Mg*?: NH4*: PO43 (Stratful et
al., 2001). Las principales fuentes de Mg utilizados son: Mg(OH)2 y MgCl.. La ventaja de usar
MgCl; es que se disocia mas rapido que el Mg(OH)2, lo que resulta en tiempos de reaccion mas
cortos. Sin embargo, el Mg(OH)2 es generalmente mas barato y puede elevar el pH (Munch et
al., 2001). Una importante forma de reducir el costo de produccion de estruvita es a través del
uso de materiales reciclables, desechos o subproductos, los cuales son reconocidos por su bajo

costo.
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5.4.2.3.1. Bischofita como fuente potencial de magnesio

La bischofita (MgCl.+6H20) es una sal cristalina de color blanco, higroscopica y altamente
soluble en agua (1.5 Kg/L) (Montes, 2010). La bischofita es una salmuera abundante en el Salar
de Uyuni. Se obtiene de forma natural de las piscinas residuales en los salares en el ltimo paso
de concentracion de salmueras por el proceso de evaporacion natural fraccionada (figura 4). La
cantidad de Mg disuelto en el Salar de Uyuni tiene una relacion Mg: litio de 18,6: 1. La
abundancia del Mg dificulta la concentracidn de litio en el proceso de evaporacién y conduce a

la precipitacion prematura del litio como una impureza en las sales de Mg dificultando de esta

manera Su recuperacion.

| CARNALITA
DE LITIO

Y4222 BISCHOFITA

SILVINITA 253 5 228N CARNALITA (£ MgCl-6H0 [
2" 2

NaCl  [esicffll NaCHKCI KMgCl-3H:0

Figura 4. Piscinas de evaporacion para la concentracion de salmueras
Fuente: Modificado de GRNE, 2016
La bischofita se utiliza principalmente como estabilizador quimico de suelos porque reduce el
deterioro de la capa superficial de rodadura a cierto espesor y controla la emision de polvo.
También es usado como fuente de Mg para la fabricacién de hidréxido de Mg (Kondakov &
Danilov, 2007), como material de cambio de fase en el almacenamiento de energia térmica
combinado con polietilenglicol para la fabricacion de baterias (Gutierrez et al., 2015), en la

industria farmacéutica para la curacion de heridas (Majorova et al., 2018). Sin embargo, en
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ningun estudio se ha considerado su uso como potencial fuente de Mg para la produccion de

estruvita como fertilizante.

5.4.2.4. Particula semilla

En la cristalizacion de estruvita, la particula semilla controla la nucleacion de los iones, ya que
proporciona un area de superficie que actia como una plantilla sobre la cual se acumulan los
cristales (Kataki et al., 2016). La adicion de particulas semilla puede aumentar la velocidad de
cristalizacion de la estruvita, especialmente para soluciones con una relacion de sobresaturacién
inferior. Diferentes materiales se pueden usar como particula semilla, por ejemplo: arena, mallas
de acero inoxidable o cristales de estruvita formados anteriormente. Es necesario colocar algun
tipo de particula semilla cuando no se trabaja en condiciones de laboratorio para favorecer la
nucleacion de los cristales (Y. Liu, Kwag, Kim, & Ra, 2011; Shimamura, Tanaka, Miura, &
Ishikawa, 2003).

5.4.3. Produccion de estruvita por el método fisicoquimico
La estruvita se forma como cristales que precipitan naturalmente cuando existe una relacion

equimolar de Mg*2: NH4*: PO4 (Le Corre et al., 2009), tal como se muestra en la ecuacion 1:

Mg?** + NH 4+ H,PO3™" + 6H,0 < MgNH,PO, - 6H,0 + nH*(Ecuacion 1)
5.4.3.1. Mecanismo de formacioén

La formacidn del cristal de estruvita es un proceso complejo que depende de muchos factores,
como: los componentes del cristal (Mg*2, NH4* y PO4®) que deben encontrarse en el medio en
concentraciones equimolares; se requiere elevar el pH del medio, ya que el ion Mg?* es insoluble
en ambientes alcalinos contribuyendo asi a la precipitacion de amonio y fosfato; es necesario
cierto grado de agitacion y la temperatura no debe exceder los 35°C para que la tasa de
precipitacion no disminuya (Le Corre, Valsami-Jones, Hobbs, & Parsons, 2005; Le Corre et al.,
2009). En estas condiciones, el producto de la actividad ionica en equilibrio de todas las
moléculas que participan en la reaccion permite alcanzar la constante de formacion de la
estruvita (1,41-10'%) y da comienzo el crecimiento del cristal (Hjorth, Christensen, Christensen,
& Sommer, 2011).

El inicio de la formacion de los cristales de estruvita ocurre de manera general en dos pasos:
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1. Nucleacion primaria, este paso a su vez se divide en dos mecanismos: La
nucleacion primaria homogénea, que corresponde a la aparicion de ndcleos
directamente en la solucion supersaturada. Y la nucleacion primaria
heterogénea, que es inducida por particulas semilla (como la arena).

2. Nucleacion secundaria, también denominada nucleacion verdadera, en esta
etapa se requiere tener ndcleos primarios sobre los cuales se forman mas

nucleos en la superficie.

Una vez iniciada la nucleacion de los cristales de estruvita, sigue el crecimiento de los cristales

y la agregacién de los mismos, tal como se muestra en la figura 5.

Mecanismo de formacion

L ja’fﬂ’
& :: ﬁ%ﬁﬁ e

i | —

Figura 5. llustracion esquematica del mecanismo de formacion de la estruvita a pH constante
Fuente: modificado de Ye, et.al., 2014
Los parametros fisicoquimicos que favorecen la formacion de estruvita son los mismos que
pueden afectar el proceso de formacién, ademas de: la agitacion, que si bien reduce el tiempo
de induccidn requerido para la precipitacion de los cristales de estruvita también disminuye el
tamafio de los cristales, lo que puede dificultar la separacion de la estruvita del sustrato
(Ronteltap et al., 2010); también los iones competitivos como el calcio que reducen la
concentracion de iones fosfato y Mg en el medio, porque precipita en forma Hidroxiapatita
[Cas(PO4)30H] y Dolomita [CaMg(CO3)2], respectivamente (Le Corre et al., 2005), haciendo

que la precipitacion de estruvita sea dificil e incluso inhibida (Sanchez-Roman et al., 2007).
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5.4.4. Produccién de bioldgica de estruvita (o bioestruvita)
La biomineralizacién tiene un rol importante en los ciclos biogeoquimicos y los mecanismos
que controlan este proceso dependen mas de las condiciones ambientales que de la actividad de
un tipo de organismo en particular (Gonzalez-Mufioz et al., 2010), un ejemplo claro es la

formacion de estruvita.

La estruvita no es un mineral abundante en la naturaleza y solo se ha encontrado asociado con
ambientes donde abunda materia organica en descomposicion, elevada concentracion de
nutrientes y pH elevado. Se ha descrito varios ambientes naturales donde los microorganismos
inducen la formacion de estruvita (o bioestruvita) como: establos, suelos de cementerios, orillas
de lagos ricos en materia organica (Sanchez-Romaén et al., 2007), el esclerocio de algunos
hongos (Nelson et al., 1991), frecuentemente en filtros en plantas de tratamiento de agua (A.
Rivadeneyra et al., 2014), biofilms bacterianos (Czichos & Saito, 2006), conductos del sistema
urinario de mamiferos (Eisner, Deshmukh, & Lange, 2014) y campos de concentracion
abandonados (Rajkowska et al., 2014). Todos estos ambientes tienen caracteristicas en comun;
presencia de sedimentos, materia organica en descomposicion (Nelson et al., 1991), alta
concentracion de nutrientes y pH elevado (Albuquerque et al., 2010; Sdnchez-Romaén et al.,
2007), esta informacién resulta Gtil para identificar sitios adecuados para aislar bacterias con

capacidad de inducir la formacién de bioestruvita.

La biomineralizacion de la estruvita ocurre en presencia de microorganismos con la capacidad
de mineralizar el P y ademéas en las condiciones especificas descritas anteriormente. Sin
embargo, la estruvita es un mineral metaestable por lo que solo se registra su presencia cuando

existe las condiciones ambientales apropiadas (Delgado et al., 2013).

5.4.4.1. Microorganismos productores de estruvita

Existen mas de 200 especies relacionadas con la formacion de estruvita, las cuales se han
encontrado asociadas con microorganismos ureasa positiva. La tabla 4 muestra una lista de los

microorganismos reportados:
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Tabla 4. Microorganismos productores de estruvita.

Microorganismo

Especie

Referencia

Gram (+)

Bacterias

Gram (-)

Micoplasmas

Levaduras

Especies de: Flavobacterium, Staphylococcus,

Micrococcus, Corynebacterium, Bacillus,

Peptococcus asaccharolyticus, Clostridium
tetani, Trichococcus floculiformis, Lysinibacillus

fusiformis, Salibacillus salexigens

Especies de: Proteus, Yersinia, Brucella,
Klebsiella, Pseudomonas, Pasteurella,
Azotobacter, Marinomonas, Halomonas,

Idiomarina, Myxoccocus, Providencia stuartii,
Haemophilus influenzae, Bordatella pertussis,
Bacteroides corrodens, Serratia marcescens,

Haemophilus parainfluenzae, Bordetella
bronchiseptica, Aeromonas hydrophila,
Halobacterium  salinarum,  Agrobacterium

tumefaciens, Chromohalobacter marismortui,
Desulfotignum  phosphitoxidans, Escherichia

coli, Marinobacter  hydrocarbonoclasticus,

Ochrobactrum anthropi.

Mycoplasma cepa T, Ureaplasma urealyticum

Especies de: Cryptococcus, Rhodotorula,
Candida

Trichosporon cutaneum

Sporobolomyces, humicola,

(Eisner et al, 2014; Gonzalez-
Martinez et al., 2015; Nelson et al.,
1991; Robinson, Dickie, Rose, &
Stapleton, 1995; Sanchez-Roman
2011,
Santamaria, Castilla, & Fernandez

Robla, 1986; Tauch et al., 2008)

et al., Soriano, Ponte,

(Beavon & Heatley, 1962; Eisner et
al., 2014; A. Rivadeneyra et al.,
2014; M. A. Rivadeneyra, Ramos-
Cormenzana, & Garcia-Cervigon,
1983;
Algarra, Rivadeneyra, Melchor, &
Martin-Ramos, 2009;
Roman et al., 2007, 2011; Schink,
Thiemann, Laue, & Friedrich, 2002;
Soares et al., 2014; Zammit,
Sanchez-Moral, & Albertano, 2011;
Zhu et al., 2012)

Sanchez-Navas, Martin-

Sanchez-

(Eisner et al., 2014)

(Eisner et al., 2014)

No existe una relacion directa entre la capacidad de producir estruvita y la cercania taxonomica
(M. Rivadeneyra, Pérez-Garcia, & Ramos-Cormenzana, 1992). Sin embargo, la mayoria de las
bacterias que son capaces de inducir la formacion de estruvita son Gram (-) y pertenecen a la

clase Alphaproteobacteria (M. Rivadeneyra et al., 1992; Sdnchez-Roman et al., 2007).
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5.4.4.2. Mecanismo de formacién

La biomineralizacion de la estruvita sigue un mecanismo similar al proceso fisicoquimico
(descrito en la seccion 5.4.3.) e involucra a las mismas moléculas que participan en la formacion
de estruvita. A diferencia del método fisicoquimico, las bacterias juegan un rol activo en la
mineralizacion de la estruvita, constituyen nucleos heterogéneos para la precipitacion de los
cristales, mediadores activos en el proceso y la actividad metabolica de las bacterias suministra
iones amonio, necesarios para la formacion del mineral (Sanchez-Roman et al., 2007).

La formacion de bioestruvita comienza cuando las bacterias degradan proteinas o urea para
obtener energia, como resultado de esta actividad metabolica se libera i6n amonio al medio

circundante, como se describe en las siguientes ecuaciones:
(NH;),C0 + H,0 = 2NH; + CO, (Ecuacion 2)
NH; 4+ H,0 & NHf + OH~ (Ecuacion 3)

El amonio en medio acuoso da lugar a la formacion de NHsOH, que eleva el pH del medio y
disminuye la solubilidad del Mg y fosfato (Mclean, Downey, Clapham, & Nickel, 1990). Este
mecanismo favorece la precipitacion de la estruvita como describe la ecuacion 1, e inicia la

formacion de nacleos primarios, cristales y agregados de estruvita.

Para una compresion mas clara de lo que sucede durante el proceso de formacion de bioestruvita,

a continuacion, se explican los posibles mecanismos mediados por microorganismos:
1. Ndcleos biolégicos

Los microorganismos pueden servir como nucleo para la precipitacion mineral, los posibles
mecanismos de formacion han sido estudiados principalmente en bacterias, se sabe que la
precipitacion de estruvita sucede mediante la adsorcion de cationes alrededor de la membrana
externa, capsula, pared celular o sobre sustancias poliméricas extracelulares que poseen
lipopolisacaridos y péptidoglicanos (figura 6). Todos estos componentes comparten una
caracteristicas en comun y es que tienen grupos funcionales expuestos con carga que crean un
microambiente que favorece la adsorcion de iones como el NH4* 0 Mg*? (Eisner et al., 2014;
M. Rivadeneyra et al., 1992; Sadowski et al., 2014; Sanchez-Roman et al., 2007) generando una

supersaturacion localizada de estos iones alrededor de la bacteria (Beavon & Heatley, 1962;
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Mclean et al., 1990). Este proceso da como resultado la acumulacion de estruvita en el exterior
de las células (Ben Omar, Entrena, Gonzalez-Mufoz, Arias, & Huertas, 1994). Cuando las
bacterias mueren se degradan por la accién de autolisinas con la consecuente liberacion de
amonio y esto nuevamente induce la formacion de mas bioestruvita y el crecimiento del cristal

en capas concéntricas (Ben Omar et al., 1996; Nelson et al., 1991; Prywer & Torzewska, 2010).

La secrecion de estas
sustancias son un soporte

Secrecion de sustancias — “EpErL ML \ ks A para la C”Zta:'zac'on _
poliméricas : > { eterogenea e la estruvita
extracelulares *
® o -
l:
\ Crecimiento y nucleacion
' Lisis
Células bacterianas B °

Liberacién de amonio 198 ¢
e incremento del pH v &

8 &

Componentes celulares G 04 5
p : y i 3%
extracelulares son nucleos para la 55 S

formacion de estruvita

Cristal de estruvita

Figura 6. Representacion esquematica del probable mecanismo de formacion de bioestruvita
sobre células bacterianas.
Fuente: Adaptado de (Sinha, Singh, Kumar, & Khare, 2014)

2. Actividad enziméatica

Los microorganismos son una valiosa fuente de enzimas hidroliticas como amilasas, proteasas,
lipasas, celulasas, xilanasas, pectinasas y ureasas, exhibiendo inclusive actividades combinadas
(Arias, Cisternas, & Rivas, 2017; Karray et al., 2018). La ureasa y la proteasa son activas en una
gran diversidad de microorganismos y les permite utilizar la urea y las proteinas como fuente
de N y energia (Burbank, Weaver, Williams, & Crawford, 2012; Sadowski et al., 2014). Los
microorganismos con actividad ureasa estan relacionados con la capacidad de formar cristales
como la calcita, aragonita, estruvita, entre otros minerales (Arias et al., 2017). La figura 7 detalla
la capacidad de los microorganismos ureoliticos, a traves de la actividad ureasa para catalizar la
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hidrolisis de la urea, generando &cido carbdnico y amonio, que incrementan el pH del medio
(Christensen, 1946; Mclean et al., 1990) y de esta manera se promueve la formacion de
bioestruvita.

z
¥

Ni?* - transporter
‘8.g. Nik transparter)

(NH,),CO + H,0 — 2NH; + CO,

L CLTTTT

Urase”

z
B

NH; + H,0 & NHf + OH~ 2NH, +H,CO,

€O, + H,0 o H,C0; & H* + HCO;

TpH 1PpH

| Mg?*' + NHf + H,PO; ™ + 6H,0 ©& MgNH,PO, - 6H,0 + nH*

Figura 7. Reacciones catalizadas por microorganismos ureoliticos para mediar la formacion
de bioestruvita
Fuente: Adaptado de: (Sigurdarson, Svane, & Karring, 2018)

5.4.5. Produccion de bioestruvita

Se ha reportado que la produccion de bioestruvita constituye una tecnologia econémicamente
factible en comparacion con los métodos quimicos u otros metodos bioldgicos convencionales
para la recuperacion de P, ya que no requiere la adicion de agentes quimicos para la precipitacion
del P. Entre otras ventajas, la eficiencia de remocion de P es elevada, se puede recuperar P a
partir de una diversidad de fuentes como: aguas y lodos provenientes de plantas de tratamiento,
desechos y residuos animales como heces y huesos, provenientes de la industria carnica, y
subproductos industriales como el suero lacteo, a partir de la industria lactea, por lo que también
se convierte en una tecnologia amigable con el medio ambiente (Shu, Schneider, Jegatheesan,
& Johnson, 2006). A pesar de que esta tecnologia esta siendo ampliamente investigada en las
ultimas dos décadas, actualmente su aplicacion es limitada (Li et al., 2019) debido
principalmente a la obtencion directa de la roca fosférica, que es la principal fuente de P en el
mundo pero que sin duda es un recurso limitado y no renovable (Jaffer, Clark, Pearce, &
Parsons, 2002).

La rentabilidad de las tecnologias de recuperacion de P a partir de aguas residuales, como
tecnologia de produccion de bioestruvita, considera también los beneficios ambientales ya que

previene la descarga de P al medio ambiente (Molinos-Senante, Hernandez-Sancho, Sala-

Virginia Rigoberta Gonzales Mamani 25



Maestria en Ciencias Bioldgicas y Biomédicas UMSA

Garrido, & Garrido-Baserba, 2011). La eficiencia de recuperacion de estruvita a partir de aguas
residuales es de aproximadamente 1 kg de estruvita a partir de 100 m® de efluente, considerando
que una planta de tratamiento puede procesar 100 m? de aguas residuales por dia, la cantidad de
estruvita obtenida por dia puede ser aplicada como biofertilizante en una superficie de 2.6
hectéreas de tierra cultivable. Si el P en forma de estruvita podria recuperarse de las plantas de
tratamiento a nivel global, 0,63 millones de toneladas de P anualmente reducirian la extraccion
de roca fosférica en un 1,6 %. Por lo tanto, esta tecnologia podria brindar oportunidades para
recuperar P de manera sostenible de las corrientes de desechos, preservar las reservas de P y

reducir su inminente impacto ambiental (Shu et al., 2006).

6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Microorganismos
El consorcio microbiano criopreservado “BIOFOS” perteneciente al Instituto de Investigaciones
Farmaco Bioquimicas (1IFB) se utiliz6 en el presente trabajo para el aislamiento de bacterias
mineralizadoras de estruvita, debido a que en un estudio previo se reportd la capacidad
acumuladora de P por los microorganismos de éste consorcio, identificados como J-

proteobacterias y a-proteobacterias (Pacheco & Alvarez, 2016).

6.2. Materia prima para la formacion biol6gica de estruvita

6.2.1. Suero lacteo

Se colectaron 4 litros de suero lacteo en botellas de plastico, a partir del tanque de acumulacién
de la empresa lactea Flor de leche S.R.L., y se almacenaron a -20 °C hasta su procesamiento. El
suero lacteo fue esterilizado pretratamiento por calor himedo a 121 °C, 15 psi por 15 min y
filtrado al vacio en condiciones estériles usando membranas de papel filtro (Whatman N° 1). El
suero lacteo pretratado fue sometido a las siguientes determinaciones analiticas: DQO mg/L,
Nitrégeno Total (NT mg/L), Nitrégeno amoniacal (N-NHs mg/L), Fosfato (P-POs mg/L) y pH.

6.2.2. Cristales de bischofita
Bischofita en forma de cristales (1 kg) fue proporcionada por Yacimientos de Litio Bolivianos
(YLB), obtenida de salmueras residuales del Salar de Uyuni. Los cristales fueron conservados
en una bolsa herméticamente cerrada dentro de un desecador, antes y durante su uso. La

composicion ionica de (en %, p/p): litio (Li), sodio (Na), potasio (K), magnesio (Mg), calcio
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(Ca), sulfato (SO4), cloro (Cl), boro (B) y agua (H20) en los cristales de bischofita fue
determinada mediante la técnica de espectroscopia de energia dispersa (EDS) por el Laboratorio
de Analisis Quimico de YLB de Llipi-Uyuni, Potosi.

6.3. Cultivo, aislamiento y seleccion de bacterias mineralizadoras de estruvita

6.3.1. Cultivo y aislamiento primario
Un criopreservado del consorcio “BIOFOS” fue activado en caldo soya tripticasa (TSB, Becton
Dickinson, Francia) preparado de acuerdo a especificaciones del proveedor, 30 g/L se
disolvieron en agua destilada y se ajusté el pH a 7,3 con NaOH (1M). 50 mL de medio en
matraces Erlenmeyer (125 mL de capacidad) fueron esterilizados a 121 °C, 15 psi, por 15 min
y mantenidos a 4 °C hasta su uso. Los matraces fueron inoculados al 3 % (v/v) con una
suspension del consorcio “BIOFOS” e incubados a 30 °C, 100 rpm por 24 horas.

Posterior a ello, se realizd el aislamiento primario de cepas bacterianas en agar soya tripticasa
(TSA), cuya composicion es similar al medio TSB con la adicion de agar al 1,5 % (p/v). Un
volumen de 100 pL del consorcio activo fue inoculado por estria y agotamiento en placas de
TSA e incubado a 30 °C por 24 h. Se realizé un subcultivo de las colonias aisladas en TSA para
obtener cultivos axénicos de cada morfotipo, considerando las caracteristicas macroscépicas de
las colonias (morfologia, tamafio y color). Las caracteristicas microscopicas de cada morfotipo
se determinaron por tincién de Gram usando un microscopio éptico (Olympus CX31, Tokio-
Japdn) a una magnificacion de 1000X (Alfaro, Crespo, & Alvarez, 2019).

6.3.2. Seleccién de cepas bacterianas mineralizadoras de estruvita
La seleccion de cepas bacterianas mineralizadoras de estruvita se realiz6 en funcién a las
siguientes caracteristicas: a) Actividad ureasa, b) Actividad proteasa, c¢) Oxidacion y/o
fermentacion de azlcares, d) Cinética de crecimiento en medio B41y e) Produccion de estruvita

en medio B41.

a) Determinacién de la actividad ureasa. Se determiné cualitativamente la actividad ureasa
de las cepas aisladas empleando agar urea de Christensen (Christensen, 1946; Downey,
Nickel, Clapham, & McLean, 1992; Prywer & Torzewska, 2012), cuya composicion para
un litro fue: caldo urea base 9,0 g (Oxoid, Reino Unido), agar bacteriolégico 15,0 g (Oxoid,
Inglaterra) y urea 20,0 g (Scharlab, Espafia). Todos los componentes fueron esterilizados a

121 °C, 15 libras por pulgada cuadrada (psi) por 15 min, excepto la solucion de urea que
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fue esterilizada por filtracion empleando membranas de metilcelulosa de 0,45 pum de
porosidad (Filter-Bio, China). Un volumen de 50 mL de solucidn de urea (400x) se adiciond
al medio estéril a 40 °C. Posteriormente, el medio fue distribuido en tubos de ensayo
(9,5x1,5 cm) para su solidificacién como agar inclinado. El medio sélido fue inoculado por
puncion y estria con una colonia de cada morfotipo aislado. Los cultivos fueron incubados
a 30 °C por 48 h y observados cada 12 h. La prueba se asigné como positiva cuando el
indicador rojo fenol viro de color de amarillo ambar a rosa brillante. Las cepas con actividad
ureasa positiva fueron conservadas a -80 °C. Para ello, un indculo bacteriano activo [1,5-10°
Unidades Formadoras de Colonia (UFC)/mL] fue sembrado en medio TSB y se adicion6
glicerol estéril al 25 % (v/v) como agente crioprotector (Moreno & Albarracin, 2012).

b) Determinacion de la actividad proteasa. La actividad proteasa de los aislados bacterianos

ureoliticos se evaluo cualitativamente en agar leche descremada, cuya composicién para un
litro fue: peptona (Oxoid, Inglaterra) 15,0 g, agar bacteriol6gico (Oxoid, Inglaterra) 15,0 g
y leche descremada en polvo (Pil, Bolivia) 10,0 g. La leche descremada se esteriliz6 por
calor humedo de manera separada y se mezclo con los deméas componentes en condiciones
estériles a 45 °C. Las placas fueron inoculadas por puncion con una colonia de cada
morfotipo ureolitico e incubadas a 30°C por 24-72 h. La actividad proteasa positiva se
determino por la formacion de un halo claro alrededor de las colonias (Olajuyigbe & Ajele,
2005; Wassif, Cheek, & Belas, 1995).

Evaluacion del metabolismo de carbohidratos mediante la prueba O/F (Oxidacion
/Fermentacion). La evaluacion del metabolismo de carbohidratos se realizé en tubos con
medio Hugh Leifson (Hugh & Leifson, 1953; Mirza et al., 2001) cuya composicion para un
litro fue: 2,0 g de peptona (Oxoid, Inglaterra), 5,0 g de NaCl (J.T. Baker, Mexico), 0,3 g de
K2HPO4 (Scharlau, Espafia), 0,3 g de agar bacteriologico (Oxoid, Inglaterra), 0,03 g de azul
de bromotimol (Riedel De Haen, Austria), 10,0 g de cada carbohidrato [lactosa (Sigma
Aldrich, Paises Bajos), sacarosa (Sigma Aldrich, Italia) o glucosa (Riedel De Haen,
Alemania)]. Todos los componentes se disolvieron en agua destilada, se ajusté el pH a 7,1
con NaOH (1M) vy se esterilizé el medio a 121 °C, 15 psi por 15 min. Dos tubos con tapa
rosca conteniendo el medio Hugh Leifson con el mismo carbohidrato (lactosa, sacarosa o
glucosa) fueron inoculados con una colonia de cada cepa, mediante puncion con aguja

bacterioldgica. Uno de los tubos fue cubierto con una capa de vaselina liquida estéril para
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crear un ambiente andxico, realizando este procedimiento para cada azucar evaluado. Los
tubos fueron incubados a 30 °C por 72 h y observados cada 24 h. EI metabolismo
fermentativo fue evidenciado por el viraje del indicador, azul de bromo timol, de verde a
amarillo en ambos tubos. El metabolismo oxidativo fue evidenciado como positivo, por la
ausencia o leve de viraje del indicador en la superficie del tubo abierto (de verde a amarillo)
y sin cambios aparentes en el tubo cubierto. EI metabolismo oxidativo lento fue evidenciado
por el viraje del indicador de verde a azul en la superficie del tubo abierto permaneciendo

por un tiempo considerable, antes de virar a amarillo.

d) Determinacion de la cinética de crecimiento bacteriano en medio B41. Se determind la

cinética de crecimiento de aislados bacterianos seleccionados por su actividad ureasa y
proteasa positivas y metabolismo oxidativo de lactosa. Para ello, se empled el medio B41
(Simoes, Vale, Stephenson, & Soares, 2018b), cuya composicion para un litro fue: Extracto
de levadura (Oxoid, Reino Unido) 4,0 g, MgSO4+H-0 (J.T. Baker, Mexico) 2,0 g y KaHPO4
(Scharlau, Espafia) 2,0 g (Da Silva, Bernet, Delgenés, & Moletta, 2000). EI pH del medio
B41 fue ajustado a 7,0 £ 0,2 con NaOH (1M) y esterilizado a 121 °C, 15 psi por 15 min. Un
volumen de 50 mL de medio B41 fue inoculado con una suspension de cada aislado
bacteriano (3-108 UFC/mL) al 3% (v/v). Los cultivos fueron incubados a 30 °C, 100 rpm
durante 48 h. Se colectaron muestras en intervalos de dos horas durante 24 h y a las 48 h,
en condiciones asépticas dentro de una cabina de seguridad bioldgica clase 11 (NUAIRE,
USA). Se determin0 la turbidez de cada muestra a 600 nm de longitud de onda empleando
un espectrofotdmetro UV-Vis (Cary 50, Australia), ademas se registro la variaciéon de pH a
las 48 h, empleando un potenciémetro de mesa (OAKTON, Malasia). Se emplearon
duplicados de cada cultivo y se incluyd un control abidtico.

Evaluacion de la produccion de bioestruvita en medio B41 empleando cepas
seleccionadas. La produccién de bioestruvita por los aislados bacterianos seleccionados fue
evaluada. Para a ello, cada aislado fue cultivado en 40 mL de medio B41 [procedimiento
descrito en la seccion previa (d)], prolongando el tiempo de incubacion a 15 dias (Ben Omar
etal., 1996; M. Rivadeneyra, Pérez-Garcia, & Ramos-Cormenzana, 1993). Se incluyé como
control positivo de produccion de estruvita, una cepa de Proteus mirabilis (Chen et al.,
2010; Prywer et al., 2012) provista por el Laboratorio de Microbiologia del Hospital del

Nifio “Dr. Ovidio Aliaga Uria”. Adicionalmente, se empled una suspension de células
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lisadas de cada aislado bacteriano como control negativo y un cultivo abidtico como control
de medio. Posteriormente, se purificaron y analizaron los cristales de bioestruvita formados,

tal como se describe en la seccion 6.6.

6.4. Produccion de bioestruvita a partir de subproductos industriales

6.4.1. Disefio de un medio de cultivo a base de suero lacteo y compuestos de N y

Mg para la produccion de bioestruvita
Para evaluar la produccion de estruvita en un medio de cultivo disefiado a base de suero lacteo
y diferentes fuentes de Mg y N, se establecieron dos tipos de proceso: 1) Proceso bioldgico
simultaneo de cultivo y produccién de estruvita y 2) Proceso bioldgico separado de cultivo y

produccién de bioestruvita.

6.4.1.1. Proceso bioldgico simultaneo de cultivo y produccién de estruvita

Un disefio experimental de 6 ensayos fue establecido para evaluar la produccién de bioestruvita
concomitante al crecimiento bacteriano. Para ello, se empled un medio de cultivo formulado en
base a suero lacteo (75,52 g/L. de DQO) y K2HPO4 2,0 g/L (0 P-PO4 11,5 mM) y suplementado
con diferentes tipos de fuente de Mg y N manteniendo constante la relacion Mg: N (14,5 mM:
11,5 mM), como se detalla en la tabla 5. Las fuentes de Mg evaluadas fueron: MgSQ4+7H,0
(Scharlau, Espafia) 3,6 g/L, MgCl.+2H>0 (Scharlau, Espafia) 3,0 g/L y cristales de bischofita
(5,5 g/L). Las fuentes de N evaluadas fueron (NH4)2SO4 (J.T Baker, México) 0,8 g/L o urea
(Scharlau, Espafa) 0,35 g/L. Cada ensayo del disefio experimental fue realizado por triplicado
en matraces Erlenmeyer (125 mL de capacidad) conteniendo 40 mL de medio formulado,
ajustado a pH 7,0 = 0,3 con NaOH (1M). Cada matraz fue inoculado al 3 % (v/v) con la cepa
seleccionada e incubado en agitacion a 100 rpm, 30 °C por 15 dias. Finalmente, la variacién de
pH, DQO remanente (mg/L), la produccion de estruvita (purificacion y caracterizacion de
cristales, seccion 6.5) y la concentracion de fosforo remanente (mg/L) fueron determinados para

estimar el porcentaje de recuperacion de P en estruvita, segin la ecuacion 4.
AP (P inicial—P final)

Recuperacion de P (%) = pmdu“;o?n‘iz:;zm”im * 100 (Ecuacion 4)

Donde:
P = concentracion de fosforo en el medio (mg/L)
Produccion de estruvita= cantidad de estruvita recuperada (mg/L)
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Tabla 5. Disefio experimental para evaluar diferentes fuentes Mg y N para la recuperacion de P
en estruvita.

N de Magnesio (mM) Nitrogeno (mM)

Experimento MgS047Hz0 MgCl>+2H,0 Bischofita (NH4)2S0x Urea

1 14,5 115

2 14,5 115

3 14,5 115

4 14,5 15

> 14,5 115

6 14,5 11,5

Para cada experimento, suero lacteo con DQO de 70,4 g/L y P (11,5 mM) como K,HPQ, fueron empleados

6.4.1.2.  Proceso bioldgico separado de cultivo y produccion de estruvita
Un disefio experimental de 4 ensayos fue establecido manteniendo una relacién constante de C:
N: P de 100: 5: 1 y variando las proporciones de estos componentes. Para ello, se formularon
medios en base a suero lacteo con concentraciones de DQO de 500, 2000, 8000 y 32000 mg/L;
urea (44, 178, 711, 2843 mg/L, respectivamente); KoHPO4 (27, 111, 446, 1784 mgl/L,
respectivamente) y ajustando el pH a 7,0 £ 0,3. Estos ensayos fueron realizados por triplicado
en matraces Erlenmeyer (125 mL de capacidad) conteniendo 40 mL de cada medio de cultivo
formulado. Cada matraz fue inoculado al 3 % (v/v) con la cepa seleccionada e incubado a 30
°C, 100 rpm por 24 h. Se colectaron muestras en intervalos de dos horas para determinar la
densidad dptica a 600 nm de longitud de onda, registrar la variacion de pH, cuantificar el peso
seco de la biomasa (mg/L) y DQO remanente (mg/L). Posteriormente, se estimé el rendimiento

de la biomasa en funcion al consumo de sustrato (Yx/s), segun la ecuacion 5.

x final — x inicial

Yx/s = DQO inicial — DQO final (ECU&CIOH 5)
Donde:
X = biomasa
s = sustrato

La produccién de estruvita fue inducida luego de las 24 h de cultivo al adicionar bischofita (5,5
g/L) y KoHPOg4 (2,0 g/L) esterilizados por filtracion. La formacion de estruvita se llevo a cabo
a 30°C, 100 rpm durante 48 h. Finalmente, los cristales de estruvita purificados y caracterizados

(seccion 6.6), la variacion de pH, la concentracion fosfato remanente (mg/L) y DQO remanente
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(mg/L) fueron determinados, ademas se evaluo el porcentaje de recuperacion de P en estruvita,

mediante la ecuacion 4.

6.5. Separacion y caracterizacion de cristales de estruvita
6.5.1. Separacion de los cristales de estruvita
Los cristales de estruvita formados en cada experimento (seccion 6.3.2 inciso e, 6.4.1 incisos 1
y 2, 6.8) se removieron de las paredes de cada matraz utilizando una espéatula de pléstico, los
mismos fueron separados por filtracion al vacio usando filtros de papel (Whatman N° 1)
previamente secados a 37 °C por 2 h. Los cristales se lavaron con agua destilada alcalinizada
con NaOH (1 M) ajustando el pH a 10,0 (Simoes, Vale, Stephenson, & Soares, 2018a; Simoes
etal., 2018b). Los cristales recuperados fueron secados a 25 °C por 24 h, pesados y conservados

en frascos de vidrio.

6.5.2. Caracterizacion de los cristales de estruvita
1. Microscopia
Para determinar la morfologia de los cristales de estruvita, una cantidad aproximada de 0,01 g
de cristales limpios y secos fue colocada sobre un portaobjetos y observada en un microscopio

optico (Olympus, Canadd) con una magnificacién de 100X (Ben Omar et al., 1996, 1994).

2. Difraccién de Rayos X
La identidad de los cristales de estruvita por difraccién de rayos X (DRX) (Ben Omar et al.,
1994; Chen et al., 2010) fue determinada por el laboratorio de Anélisis Quimico de YLB (Uyuni
- Potosi). Los cristales se pulverizaron e irradiaron con luz monocromatica de Cu (1,5418 A, 40
kV y 35 mA) mediante un espectrofotometro de fluorescencia de rayos X (Rigaku, Japon). Las
condiciones de medicion fueron: tamafio de paso de 0,02042°, escaneo de 2 a 60° para 20 y

velocidad respuesta de 2° 26 por minuto (Bruker D8 Advance).

3. Espectrometria por dispersion de rayos X acoplada a

microscopia electrénica de barrido (SEM-EDS)
La composicion de los cristales de estruvita mediante espectrometria SEM-EDS fue realizada
por el laboratorio de Analisis Quimico de YLB, paraello, los cristales de estruvita se depositaron
sobre un adhesivo de carb6n de doble cara plegado al porta muestras del equipo. El analisis se
realizd a temperatura ambiente en un rango de 18 a 22 °C y una humedad relativa del 26-30 %

mediante un espectrometro fotoelectronico de rayos X (Jeol, Japon) acoplado a un microscopio

Virginia Rigoberta Gonzales Mamani 32



Maestria en Ciencias Bioldgicas y Biomédicas UMSA

electrénico de barrido de alta resolucion con detector de electrones secundarios (Jeol, Japon).
La presion de la camara de vacio fue de 2-10°2 Pa, con un voltaje de aceleracion 10kV a 20kV.

6.6. Caracterizacion de la cepa bacteriana seleccionada
6.6.1. Caracterizacion fisiologica

6.6.1.1. Pruebas bioquimicas

Las pruebas bioquimicas evaluadas para la cepa bacteriana 2CANA incluyeron: 1) Oxidasa, una
tira impregnada con dicloruro de N, N-dimetil-1,4-fenilendiamonio (Oxoid, Australia) fue
colocada sobre una colonia de la cepa 2CANA, el viraje del indicador azul de indofenol revel6
la presencia de enzima citocromo oxidasa. Para las demas pruebas, una colonia de la cepa
2CANA fue inoculada por estria y agotamiento en los diferentes medios de cultivo que luego
fueron incubados a 30 °C por 24 h. 2) Hemolisis en agar sangre, para esta prueba se empled
placas de agar sangre, cuya composicién para un litro fue: 10,0 g de infusién de corazoén, 10,0
g de peptona, 5,0 g de NaCl, 15,0 g de agar y 10 % (v/v) de sangre humana adicionada al medio
esterilizado a 45 °C. La formacion de un halo de hemolisis alrededor de las colonias se asigné
como prueba positiva. 3) Absorcion de rojo congo, para esta prueba se empled placas de TSA
suplementado con rojo congo (100ug/mL) (Yucel, Erdem, & Kaya, 2005). Las colonias de color
rosado o rojo brillante fueron consideradas positivas a la captacién de rojo congo. 4)
Fermentacién de lactosa, para esta prueba se emple6 agar Mac Conkey. La fermentacion de
lactosa se revela por el desarrollo de colonias de color rosado con precipitado visible al alrededor
(Hantsis-zacharov & Halpern, 2007). 5) Produccién de pigmentos de tipo flexirubina, una
colonia desarrollada en TSA fue depositada sobre un portaobjetos y se adicion6 una gota de
KOH al 20 % (p/v). La produccion del pigmento tipo flexirrubina se revela mediante un cambio
de color inmediato de amarillo o naranja a purpura o marrén (Bernardet, Nakagawa, & Holmes,
2002).

6.6.1.2. Perfil de sensibilidad a antibiodticos

El antibiotipo de la cepa 2CANA fue determinado por el método de difusion en agar de Kirby-
Bauer (Kirby, Sader, Walsh, & Jones, 2004). Una suspension de bacteriana de 1,5-108 UFC/mL
fue inoculada por extension y agotamiento en placas con agar Miller-Hinton empleando un
hisopo estéril embebido con la suspension bacteriana. Los discos de antibidtico se distribuyeron

asépticamente y de manera equidistante, finalmente, las placas se incubaron a 30 °C por 24 h.
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Los discos de antibidticos utilizados fueron: Levofloxacina (5 pg), Amoxicilina - Ac.
Clavulénico (30 pg), Ampicilina (10 pg), Imipenem (10 pg), Cotrimoxazol (25 pg),
Cloranfenicol (30 pg), Tetraciclina (30 pg), Gentamicina (10 pg), Aztreonam (30 ug) vy
Cefepime (30 pg). La interpretacion de los halos de inhibicidon que determinaron la resistencia

o sensibilidad a cada antibiotico evaluado se muestra en el Anexo 1.

6.6.2. ldentificacion genotipica
1. Extraccion de ADN

Una colonia de la cepa 2CANA fue inoculada en 3,5 mL de TSB, el medio fue incubado a 30
°C, 100 rpm por 24 h. Posteriormente, 3 mL de la suspension bacteriana fueron centrifugados a
5000 rpm por 5 min, el pellet fue resuspendido con 3mL de solucion fisioldgica estéril y
nuevamente centrifugado (3 veces, 5000rpm por 5min). Para la extraccion de ADN, se
resuspendio el pellet en 1 mL de solucién fisioldgica estéril. EI ADN fue extraido empleando el
kit Promega (Wizard®) de acuerdo a especificaciones del proveedor (Lee, Kim, Liu, & Lee,
2003), la calidad del material genético extraido se determino por electroforesis en gel de agarosa
al 1 % (p/v) a 100 V por 20 minutos.

2. Amplificacion de la region hipervariable V1y V2 del ADNr 16S
por PCR convencional
La amplificacion de la region hipervariable V1 y V2 del ADNr 16S (Gofton et al., 2015) se
realizd con el primer universal 27F (5'- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") ubicado en la
posicién 271-338 de la secuencia del ARNr 16S en E. coli (Baker, Smith, & Cowan, 2003;
Yildirim et al., 2010). La reaccion de amplificacion se realizé con 18 pL de solucién Master
Mix constituida por: 0,05 U/uL de Taq polimerasa, 1x de buffer (Tris-HCI), 0,6 uM de cada
primer, 0,2 mM de dNTPs y 1,5 mM de MgCl: y se afiadio 2 uL de ADN extraido (5 pg/mL).
Las condiciones de amplificacion del fragmente ADNr 16S por PCR convencional, fueron: 1
ciclo a 95 °C por 10 min, 30 ciclos (95 °C por 30 s, 50 °C por 1 min, 72 °C por 40 s) y un ciclo
a 72°C por 5 min. Posteriormente se realizo la corrida electroforética en geles de agarosa al 2%

a 100 V por 20 minutos.
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3. Secuenciacion y analisis de datos

La secuenciacion del producto de amplificacion se realiz6 por el método de Sanger en un
secuenciador 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) empleando los servicios de
LABOGEN SRL. La secuencia obtenida fue analizada empleando BLAST del portal del NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) sobre la base de datos del gen 16S ADNT.

6.7. Determinaciones analiticas

6.7.1. Determinacion de Fosforo

La determinacién de P se realiz6 siguiendo el método azul de molibdato (Murphy J & Riley JP,
1962; Talboys et al., 2016). Donde 1 mL de muestra diluida (1/50 hasta 1/200) fue adicionada
con 200 pL de reactivo acido, cuya composicion fue: 125 mL de H2SO4 (5 N), 37,5 mL de
molibdato de amonio (40 g/L), 75 mL de &cido ascorbico (0,1 M), 12,5 mL de tartrato de potasio
y amonio (2,74 g/L); la mezcla fue homogenizada e incubada por 10 min a temperatura
ambiente. Posteriormente, se determind la absorbancia a 882 nm de longitud de onda. La
cantidad de P en las muestras fue estimada empleando una curva de calibracion usando KH2PO4
como estandar, en concentraciones de: 0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 1,0 mg de P/L (Anexo 2).

6.7.2. Determinacion de Nitrogeno amoniacal

La determinacion de nitrégeno amoniacal se realizd por el método de Salicilato-Hipoclorito
(Bower & Holm-Hansen, 1980; Krom et al., 2014). Para ello, a 1ml de la muestra diluida (1/10
hasta 1/200) se adicion6 120 pL de solucion de catéalisis, cuya composicion para un litro fue:
440 g de salicilato de sodio y 0,28 g de nitroprusiato de sodio. Se homogeniz6 la mezcla y se
adicion0 200 pL de solucion alcalina-hipoclorito, compuesta por: 1 mL de hipoclorito de sodio
(5 %) y 10 ml de una solucion de NaOH 18,5 g/L con citrato de sodio 100 g/L. La reaccion se
Ilevo a cabo a temperatura ambiente, en oscuridad por 60 min y posteriormente se determind la
absorbancia a 640 nm. La concentracion de N-NHa en las muestras se determind empleando una
curva de calibracion usando (NH4)2SO4 como estandar, en concentraciones de: 0,1, 0,2, 0,4, 0,6,
0,8, 1,0 mg amonio/ L (Anexo 3).

6.7.3. Determinacion de la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)
La DQO se analiz6 siguiendo el método establecido por la APHA, 1985. A 2,5 mL de las
muestras diluidas y dos blancos [uno digerido (BD) y otro no digerido (BND)] se adiciono 1,5
mL de Reactivo A (cuya composicion para un litro fue: 4,29 de K2Cr.07, 167 mL de H2SOsy
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33,3 g de HgSO4) y 3,5 mL de Reactivo B (10g de Ag.SO4/L H2SO4). Las muestras fueron
digeridas a 150 °C por 120 min en un digestor (Thermo, China). Posterior a ello, las muestras
se enfriaron a temperatura ambiente, y dos gotas del indicador (0,025 M de Ferroina) fueron
afiadidas antes de realizar la titulacion con el Reactivo FAS (cuya composicion para un litro fue:
39,2 g de Fe(NH.)2(S04)+6H20 y 20 mL de H2SO4). Posteriormente se estimd la DQO (mgO-/L)

mediante la siguiente férmula:

0,1%1,5
(BD B M) ( BND

2,5 mL

boo = )8000

Donde:

BD: volumen de titulante empleado para el blanco digerido (mL)
BND: volumen de titulante empleado para el blanco no digerido (mL)
M: volumen de titulante empleado para la muestra diluida (mL)

6.8. Proceso fisicoquimico de produccion de estruvita

El proceso fisicoquimico de produccion de estruvita fue evaluado para comparar su rendimiento
respecto a la produccion bioldgica. Para ello, se prepard una solucién con la siguiente
composicion en g/L: KoHPO4 (Scharlau, Espafa) 2,0, (NH4)2SO4 (J.T. Baker, Mexico) 0,7 y
bischofita 5,5 como fuente de Mg. Un volumen de 40 mL fue distribuido en matraces
Erlenmeyer (125 mL) ajustando el pH a 8,0 con NaOH (1 M), los matraces fueron incubados a
30 °C, 100 rpm por 72 h. La produccion de estruvita (cristales purificados y caracterizados,
seccion 6.6), la variacion de pH y la concentracion de fosfato remanente (mg/L) fueron
determinados, para estimar el porcentaje de recuperacion de P en estruvita, mediante la ecuacion
4,

6.9. Andlisis estadistico
Se utilizo el software estadistico R (version 3.5.1) para el andlisis de varianza de una via
(ANOVA) y el test de Kruskal-Wallis con datos que no siguieron una distribucion normal. Se

considero como estadisticamente significativo un valor de p<0,05.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Bacterias mineralizadoras de estruvita
La mineralizacion bacteriana tiene un rol importante en los ciclos biogeoquimicos. Los
microorganismos generan las condiciones para favorecer la formacion de minerales mediante el
incremento de la concentracion de iones, la formacién de estruvita es un claro ejemplo de este
mecanismo (Gonzélez-Mufoz et al., 2010). Las bacterias formadoras de estruvita promueven la
liberacion de amonio, a partir de la degradacion de compuestos organicos nitrogenados, en el
medio circundante (M. A. Rivadeneyra, Pérez-Garcia, & Ramos-Cormenzana, 1992; Sanchez-
Roman et al., 2007). El incremento en la concentracion de amonio repercute en el pH del (Da
Silva et al., 2000; Tauch et al., 2008) que afecta la solubilidad del Mg (Mclean et al., 1990) y
promueve la precipitacion de estruvita, estas condiciones son esenciales para la formacion de
estruvita. En base al fundamento descrito, se evalud la capacidad de microorganismos para
mineralizar estruvita. En ese sentido, 25 morfotipos bacterianos aislados a partir del consorcio
microbiano “BIOFOS” (Anexo 4) fueron evaluados por su actividad ureasa, ya que se ha
descrito ampliamente que el primer paso para la formacion de bioestruvita es la generacion de
amonio a partir de la degradacién de urea (Chen et al., 2010; Sachs, Kraut, Wen, Feng, & Scott,
2006). Es asi que 9 cepas con actividad ureasa positiva fueron seleccionadas: LANA, 2CANA,
6ANA, 7TANA, 10ANA, 2AE, 5AE, 7TAE y 5BAE vy descritas en funcién a sus caracteristicas

fenotipicas y fisioldgicas (tabla 6).

Ademas de la actividad ureasa se evalud la actividad proteasa, la cual resultd positiva en 5 cepas
(2CANA, 1ANA, 2AE, 7ANA y 6ANA) de las 9 con actividad ureasa. Se ha descrito que tanto
la actividad ureasa como proteasa contribuyen a la liberacion de NHz como subproducto, de
NH2-N al medio y la formacion de estruvita (Sadowski et al., 2014). Si bien estos efectos son
similares a la actividad ureasa, también se ha demostrado que los microorganismos con
actividad proteasa pueden utilizar compuestos organicos nitrogenados (proteinas y/o
aminoéacidos) como fuente de energia para su crecimiento (Leng, Colston, & Soares, 2020;
Sadowski et al., 2014), para la produccion bioldgica de estruvita representaria una ventaja para
utilizar fuentes econémicas de proteina como factor de crecimiento y seleccion de bacterias
formadoras de estruvita, ya que la sintesis de estruvita por los microorganismos también

depende del crecimiento microbiano y varias vias del metabolismo (Sinha et al., 2014).
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En adicion a la actividad ureasa, como prueba fisioldgica de seleccion, la prueba OF (que
permite determinar el metabolismo oxidativo y/o fermentativo de carbohidratos) revelé que, de
las 9 cepas, 7 presentaron metabolismo oxidativo de lactosa y/o sacarosa: 1IANA, 2CANA,
7TANA, 10ANA, 2AE, 5AE y 7AE, las cuales fueron posteriormente estudiadas en funcién a sus
pardmetros cinéticos de crecimiento, produccion de estruvita en medio B41 y actividad proteasa.

Diversos estudios indican que cuando los microorganismos alcanzan su fase estacionaria de
crecimiento se inicia la formacion de estruvita, produciendo mayores rendimientos en la fase de
declinacidn, esto probablemente debido a que la lisis bacteriana genera amonio que induce
mayor formacidn bioestruvita (Da Silva et al., 2000; Sdnchez-Roman et al., 2007; Simoes et al.,
2018a). Entre los aislados que exhibieron mayor velocidad de crecimiento alcanzando fase
estacionaria temprana, sobresalio la cepa 2CANA que ademas presentd mayor produccion de
estruvita (3,55 + 0,11 g/L) empleando el medio convencional B41 respecto a las demas cepas
evaluadas. El analisis de ANOVA mostré una diferencia significativa en la produccién de
estruvita (p<0,001), incluso fue ligeramente mayor que la cepa control P. mirabillis (Tabla 6,
Anexo 5). Es posible que el inicio temprano de la fase de desaceleracion de los 5 aislados
evaluados (LANA, 2CANA, 6ANA, 7ANA y 2AE) propicio la formacion de centros de
nucleacion constituyentes de los cristales de estruvita. La fase de desaceleracion en periodos

tempranos podria ser un criterio para seleccionar cepas formadoras de estruvita.
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Tabla 6. Caracteristicas fenotipicas y fisioldgicas de los aislados bacterianos provenientes del consorcio “BIOFOS”.
CEPA CONTROL
CARACTERISTICA
2CANA 1ANA 10ANA TAE 2AE TANA 5AE 5BAE 6ANA P. mirabillis
Color AT Amarilio Amarillo Blanco Blanco Amarillo Blanco Blanco Amarillo Blanco
Pardo Dorado Pardo
@
(8]
% 'g. Tamafio Mediano Grande Mediano Grande Mediano Mediano Pequefio Pequefio Grande Mediano
o5
€ g Consistencia Mucoide Viscoso Viscoso Viscoso Viscoso Cremoso Cremoso Seco Viscoso Viscoso
o
i Circul
E Forma Circular Circular Circular Irregular Circular Circular Circular Irregular Circular reuar
(swarming)
Bacilos Bacilos Bacilos Bacilos Bacilos Bacilos Bacilos Diplococos Bacilos Bacilos Gram
Morfologia Microscopica Gram (-) Gram (-) Gram () Gram (-) Gram (-) Gram (-) Gram (-) Gram (+) Gram (-) ©)
Actividad ureasa + + + + + + + + + +
Actividad proteasa + + - - + + - - + ND
w Lac -0 -0 -0 -0 F -0 -0 nFnO F ND
o
J Sac -0 F F -0 -0 F -0 -0 F ND
(]
g Glu F F F F F F F F F ND
Velocidad de 0,89+0,15  0,64%0,31  0,40:0,03  0,60£0,01 = 0,40:0,03  0,43+0,03  0,64%0,07 ND ND ND
crecimiento p (h-1)
Inicio de la fase de 10 10 20 20 15 20 20 ND ND ND
deceleracidn (h)
Estruvita (g/L) (*) 3,55+0,11 2,74+0,65 2,56+0,34 2,40+0,19 2,37+0,31 2,31+0,19 1,87+0,73 ND ND 3,44+0,33
Positivo (+), negativo (-), no determinado (ND)
Azucares evaluados: lactosa (Lac), sacarosa (Sac), glucosa (Glu)
Metabolismo de carbohidratos: Fermentativo (F), oxidativo (O), oxidativo lento (-O), no fermentativo - no oxidativo (nFnO)
Cristales de estruvita colectados a los 15 dias de cultivo.
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7.2. Bioestruvita formada a partir de subproductos industriales
La produccién de bioestruvita a traves de la remocion de P y N de efluentes industriales
representa una alternativa tecnoldgica, donde subproductos industriales pueden ser empleados
para la formacion de bioestruvita, un fertilizante de liberacion lenta y con valor agregado.
Existen varios estudios que han demostrado que es posible la recuperacion de P y N a partir de
residuos municipales, agricolas e industriales mediante diferentes procesos quimicos y fisicos
tales como: 1) Precipitacion quimica, requiere la adicion externa de Mg y ajuste de pH para
propiciar la precipitacion de estruvita (Le Corre et al., 2009). 2) Método electroquimico, requiere
un material inerte como el platino para la generacion de iones que eleven el pH del medio, por
lo que no se requiere la adicién de otros quimicos (Fischer, Bastian, Happe, Mabillard, &
Schmidt, 2011; C. Wang, Hao, Guo, & Loosdrecht, 2010). 3) Método de intercambio idnico, se
basa en el intercambio selectivo de iones, la estruvita precipita en adicion del Mg a pH
controlado, un ajuste de concentracion de iones y seleccion de la resina de intercambio idnico
es necesario en este proceso (Liberti, Petruzzelli, & De Florio, 2001; Mijangos, Celaya, Ortueta,
& Muraviev, 2013). Una alternativa a estos métodos convencionales de estruvita es la
mineralizacion bioldgica mediada por microorganismos, que emplea una diversidad de sustratos
que favorecen su recuperacion en condiciones operacionales sencillas y con menor impacto en

la utilizacion de agentes quimicos.

En ese sentido, la estrategia innovadora de este trabajo de investigacion se basé en la produccion
de bioestruvita, con microorganismos nativos como la cepa 2CANA (descrita anteriormente en
la seccion 7.1), empleando medios de cultivo disefiados a base de subproductos como el suero
lacteo (un medio favorable para el crecimiento microbiano por su elevado contenido de DQO y
contenido de P y N para la produccién de estruvita) y bischofita (por su contenido de Mg), por
ello fue importante caracterizar estos subproductos industriales a ser empleados como materia

prima.

7.2.1. Suero lacteo
La tabla 7 muestra los parametros fisicoquimicos del suero lacteo que se caracterizo por su
contenido de DQO fue 70400 mg/L, P-PO4 de 140,0 mg/L, NT de 1010,0 mg/L, N-NH4 de 55,2
mg/L y pH de 4,5). Los parametros obtenidos guardan estrecha relacion con aquellos

caracteristicos del suero lacteo.
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Tabla 7. Parametros fisicoquimicos del suero lacteo colectado a partir del tanque de
acumulacién de la empresa “Flor de Leche S.R.L.”, La Paz-Bolivia en agosto de 2018.

Parametro Cantidad (mg/L) Valores de referencia (mg/L)
DQO 70400 64000-94000
P-PO4 140 300-379
NT 1010 1020-1462
N-NH4 55 60
pH 4,5 4,0-7,0

Valores de referencia extraidos de (Gelegenis et al., 2007; Malaspina, Stante, Cellamare, & Tilche, 1995; Mawson, 1994; Van

den Berg & Kennedy, 1983)
En consecuencia, al ser el suero lacteo un subproducto de la industria lactea con elevado
contenido de C, N y P, podria ser empleado para la recuperacion de P y N a través de la
formacion de estruvita (Lavanya, Sri, & Thanga, 2020). La recuperacion de P y N del suero
lacteo por precipitacion de estruvita reduce la cantidad de lodo producido por métodos
convencionales de tratamiento de P y N (Demirel, Yenigun, & Onay, 2005). Para lograr la
formacion de estruvita empleando suero lacteo se requiere adicionar una fuente externa de Mg
debido a que su disponibilidad es limitada. En ese sentido, se evaluaron diferentes fuentes de
Mg.

7.2.2. Bischofita
Actualmente existen diferentes fuentes naturales ricas en contenido de Mg, las cuales
representan una alternativa econémica al uso de reactivos quimicos puros para la produccion de
estruvita (Kataki et al., 2016). La bischofita, constituida por MgCl.+6H20, es una salmuera
abundante en el Salar de Uyuni-Bolivia, considerada un subproducto de bajo costo, es obtenida
en el Gltimo paso de concentracion para la obtencién de carbonato y cloruro de litio. En la
actualidad su industrializacion en el mundo va en aumento, pero en Bolivia la bischofita se
comercializé solo entre el 2015 y 2016 como estabilizador de carreteras por la empresa publica
YLB (Gerencia Nacional de Recursos Evaporiticos, 2015-2016). Una alternativa tecnoldgica
para la bischofita podria ser la formacion de estruvita dada su composicion con elevado

contenido de Mg.

La composicion elemental de la bischofita en fase cristal proporcionada por YLB, detallada en

la tabla 8, muestra que los componentes mas abundantes son (en %, p/p): H20 (54,05 %), ClI
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(19,05 %), SO4 (14,27 %), Mg (6,36 %) y Ca (5,28 %) y los componentes minoritarios son: Li
(0,33 %), B (0,33 %), Na (0,19 %) y K (0,14 %), presentando una relacion molar entre los
elementos mayoritarios de: 2:1 de Cl:Mg, 6:1 de H2O:Cl, 2:1 de Mg:Ca y una relacion
equimolar de Ca:SQOg4, lo que sugiere que las sales presentes en la bischofita corresponden a:
MgCl2+6H.0O y CaSOs en una relacion 2: 1, siendo el MgCl2+6H20 la sal més abundante.
Comparando las caracteristicas de la bischofita que obtuvimos del Salar de Uyuni-Bolivia y la
del Salar de Atacama-Chile reportada en el estudio de (Ushak et al., 2015), el Unico estudio que
caracterizo la bischofita, se puede observar que las principales diferencias de composicion estan
en la proporcion de Ca, SOsy H20. El estudio de (Ushak et al., 2015) no muestra en sus
resultados la cantidad de agua en la bischofita, sin embargo, la suma de todos los componentes
fue de 46,7 %, lo que significaria que el resto (53,3 %) es agua y corresponde a la cantidad
teorica presente en la estruvita. La variacion de composicién ionica de la bischofita depende de
varios factores, como la region geogréfica y/o localizacion exacta dentro de una regidn
geogréfica de la cual proviene la salmuera (Perez-Fernandez et al., 2016). La composicion ionica
en el salar de Uyuni tiene un gradiente de concentracion de Norte a Sur, siendo la region Sur
donde se encontr6 mayor contenido de Mg segun lo reportado por (Perez-Fernandez et al.,
2016). Asi mismo la planta de extraccion de Li se encuentra en el Sur, lo que coincide con la
presencia de bischofita en la region Sur (Llipi) donde fue obtenida la muestra.

Tabla 8. Composicion quimica de bischofita en fase cristal obtenida por YLB en el Salar de
Uyuni, Bolivia en agosto de 2018 y valores de referencia del Salar de Atacama.

Salar de Uyuni Salar de Atacama
Componente Cantidad Valores de referencia
(% p/p) (% p/p)

Li 0,33 0,30-0,35

Mg 6,36 10,84-11,45

K 0,14 0,26-0,30

Na 0,19 0,32-0,36

Ca 5,28 0,007-0,008
S04 14,27 1,29-1,51

Cl 19,05 33,66-34,92

B 0,33
H20 54,05

Valores de referencia extraidos de (Ushak et al., 2015)
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La precipitacion de la estruvita estd limitada por la cantidad de Mg, su adicion puede elevar
hasta un 75 % el costo de la estruvita (Lahav et al., 2013). Una importante forma de reducir el
costo de produccion de estruvita es usar fuentes alternas de bajo costo. Diversas fuentes de Mg
han sido utilizadas para reducir costos de produccion de estruvita, entre ellas, agua de mar y
salmueras marinas, minerales como magnesia calcinada (MgO), brucita (Mg(OH)2), magnesita
(MgCQO:3) y ceniza de madera (Kataki et al., 2016). Estas fuentes han sido utilizadas debido a su
abundancia, disponibilidad y bajo costo. La bischofita es una fuente de Mg disponible y
abundante en la region sur del Salar de Uyuni. Ademas, es econdmico al ser un subproducto en
el proceso de extraccion de litio. Por estas razones podria ser utilizada para la produccion de

estruvita.

7.2.3. Bioestruvita en proceso simultaneo de cultivo y produccion
La estrategia comln de obtencion de bioestruvita es el proceso simultdneo de cultivo y
produccion. Los medios de cultivo tienen los componentes necesarios para la formacion de
estruvita y los microorganismos son el factor bioldgico que media la formacion de cristales de
estruvita. Cuando los microorganismos alcanzan su fase estacionaria de crecimiento se inicia la
formacion de estruvita (Sdnchez-Roman et al., 2007), es por esta razon que en la mayoria de los

estudios eligen realizar el proceso simultaneo de cultivo y produccion de estruvita.

7.2.3.1. Efecto de la fuente de magnesio y nitrogeno en la remocion de
fésforo y formacion de bioestruvita
Diferentes factores influyen en la mineralizacién biol6gica de la estruvita (Le Corre et al., 2009),
uno de ellos es el Mg, limitante en la precipitacion de la estruvita, un componente importante
que determina la precipitacion de P (Stratful et al., 2001) y ademas permite generar cristales
mas grandes y numerosos (Beavon & Heatley, 1962; Jaffer et al., 2002). EI Mg se une de forma
solida al NH4 y al P durante la formacion de estruvita por lo que determina la velocidad de
formacion inicial de la estruvita (Le Corre, Valsami-Jones, Hobbs, & Parsons, 2007). Por tal

motivo la adicién de Mg es indispensable para la produccion de estruvita (Rahman et al., 2014).

Las fuentes mas comunes de Mg son las sales de SO4 y Cl, por ello, el sulfato de magnesio
heptahidratado (MgSO4+7H20), cloruro de magnesio hexahidratado (MgCl.c6H20) vy
alternativamente bischofita (MgCl.*6H20) fueron evaluados junto a una fuente de N
[(NH4)2S04 0 urea] en 6 ensayos [1) MgSOass7H20-(NH4)2S04, 2) MgCl2+2H20-(NH)2SO04, 3)
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Bischofita-(NH4)2SO4, 4) MgSO4+7H>0-urea, 5) MgCl,+2H>0-urea y 6) Bischofita-urea; ver
disefio completo en la tabla 5]. Estos ensayos fueron establecidos para evaluar el proceso de
produccidén de bioestruvita simultaneamente al crecimiento bacteriano. Cada medio de cultivo
formulado en base a suero lacteo fue suplementado con los diferentes tipos de fuente Mgy N
mencionados previamente y manteniendo constante la relacion molar Mg: N: P (1,3: 1: 1). En
el estudio de (Jaffer et al., 2002) se encontrdé que se requeria una proporcion de Mg: N: P de
1,3: 1: 1 para garantizar la eliminacion de P como estruvita, considerando que era la relacion
molar mas adecuada si se pretendia escalar el proceso. La relacion equimolar de Mg: N: P es
necesaria para la formacion de la estruvita, sin embargo, se ha reportado que experimentalmente
esta relacion molar puede diferir debido a que en presencia las diferentes especies quimicas de
Py N se pueden formar subproductos secundarios a la estruvita y un ligero incremento de la
relaciéon molar Mg: N: P, puede mejorar los porcentajes de remocién de N y P como estruvita
(Celen & Tirker, 2001). En ese sentido y considerando que el suero lacteo fue empleado como
base del medio de cultivo, tiene en su composicién especies quimicas organicas e inorganicas

de N y P; se emple0 la relacion molar Mg: N: P (1,3: 1: 1).

La recuperacion de P como estruvita a partir de suero lacteo es un proceso poco estudiado, los
reportes muestran el uso de métodos quimicos como la precipitacion con un alcali, la utilizacion
de medios sintéticos, fuentes alterativas de Mg, asi como, métodos fisicoquimicos como la
electrocoagulacion de suero lacteo acido a 60 °C (Lavanya et al., 2020; Prieto-Garcia et al.,
2012). Pocos estudios han reportado métodos bioldgicos para recuperar P como estruvita a partir
de aguas residuales lacteas (Escalante et al., 2017). El agua residual lactea se ha propuesto como
medio de cultivo dptimo debido a su elevado contenido en proteinas y aminoacidos en procesos
aerobios de produccién de bioestruvita (Leng et al., 2020). En el presente estudio se evaluo la
eficiencia de remocion de P durante el proceso bioldgico simultaneo de cultivo y produccion de
estruvita a través de seis ensayos descritos en la seccion 6.4.1.1., los resultados de los ensayos
6, 4 y 3 presentaron los mayores porcentajes de remocion de P, que fueron de 53, 52 y 50 %,
respectivamente (figura 8, tabla 9). Los resultados de los ensayos previamente mencionados
sugieren que componentes del medio de cultivo pudieron afectar el crecimiento bacteriano y por
tanto la formacion de estruvita, ya que las bacterias son las mediadoras de la mineralizacion del
P como estruvita, por lo que también se afectaria la remocion de P. Ahora bien, considerando

que la disponibilidad de nutrientes es uno de los factores que influyen en el crecimiento
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bacteriano y a pesar de que los medios de cultivo fueron disefiados con exceso de nutrientes
provenientes del suero lacteo (DQO de 70400 mg/L y NT de 1010 mg/L) es muy posible que el
exceso de materia organica haya limitado el desarrollo de la cepa 2CANA, y por tanto la

efectividad en la remocién de P.

Asi mismo, la tabla 9 muestra que la DQO final en todos los ensayos presentd un rango de
variacion de 65,45 g/L a 83,92 g/L (ensayo 3 y 1). Los resultados de este analisis reflejan una
disminucion de la concentracion inicial de DQO (75,52 g/L) en todos los ensayos exceptuando
el ensayo 1, pero solo en el rango inferior de variacion de DQO con valores de 73,85 a 65,45
g/L. Se ha reportado en otros estudios que el elevado contenido de materia organica limita la
transferencia de oxigeno en las células bacterianas (Ozmihci & Kargi, 2007) y reduce la tasa de
formacion de estruvita, pero aumenta el tamafio de los cristales de estruvita (Aurélie
Capdevielle, Sykorova, Béline, & Daumer, 2015). Este hecho determina que debe evaluarse el
efecto de la concentracion de DQO en la formacidn de estruvita, que también estd asociada a la
disminucion de la carga organica, para la cepa 2CANA. Kim et al., (2014) observaron que la
disminucion del contenido de materia organica en aguas residuales sucede simultdneamente a

la formacion de estruvita e incluso contribuye a la co-precipitacion de la estruvita.

Por otro lado, se evaluaron diferentes fuentes de Mg y N para verificar su efecto sobre la
remocion de P. Respecto a la fuente de Mg, empleando bischofita se obtuvieron los mayores

porcentajes de remocion de P de 50 y 53 % (ensayos 3 y 6).

Interesantemente, se pudo ademas observar que la presencia de sulfato tanto en el ensayo 3
(bischofita y (NH4)2S0O4) asi como en el ensayo 4 (MgSOs+7H.0-urea) pudo haber favorecido
la remocion de P y la formacion de estruvita. Saidou, Korchef, Moussa, & Amor (2015) han
reportado que los iones sulfato pueden mejorar la eficacia de recuperacién de P como estruvita,
favoreciendo la eliminacién de agua e incrementando la cantidad de estruvita precipitada al

mismo tiempo.
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Por otro lado, en el andlisis de los ensayos respecto a la fuente de N, la urea presenté mayores
porcentajes de remocion de P, de 52 y 53 % en los ensayos 4 y 6. Ello puede ser atribuido a la
actividad ureasa de la cepa 2CANA. La ureasa hidroliza la urea en amonio y agua. El amonio

eleva el pH del medio y de esta manera se promueve la formacion de bioestruvita.
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Figura 8. Porcentajes de remocion de P en medios formulados con suero lacteo de acuerdo al
disefio experimental: 1) MgSOase7H20-(NH4)2S04, 2) MgCl2+2H20-(NH.)2S04, 3) Bischofita-
(NH4)2S04, 4) MgSO4+7H20-urea, 5) MgCl2+2H,0-urea y 6) Bischofita-urea

El pH es otro factor importante para la formacion de estruvita, debido a que la especiacion de
los componentes para la cristalizacion de estruvita depende del pH y la solubilidad la cual
disminuye a medida que el pH se incrementa (Ohlinger et al., 1998). La produccion bioldgica
de estruvita puede ocurrir en un amplio rango de pH, de 7,0 a 8,4, por lo que es
significativamente diferente a la precipitacion quimica de la estruvita que ocurre a valores de
pH mayores a 8,3, ello representa una ventaja en el proceso bioldgico (Pérez-Garcia I., 1989;
Simoes et al., 2018a). Al respecto, los resultados obtenidos mostraron un incremento del pH
inicial (pH de 7,0) en todos los ensayos, el incremento de pH estuvo en un rango promedio de
0,28 a 0,75 (tabla 9). La formacion de estruvita se observé en todos los ensayos y la maxima

produccién de estruvita (4,57 + 1,08 g/L) fue obtenido en el ensayo 6 a pH 7,28.
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Tabla 9. Parametros finales obtenidos en respuesta al efecto de la fuente de Mgy N en el proceso
biolégico simultaneo de cultivo y produccion de estruvita a partir de suero lacteo con DQO
inicial de 75,52 g/L y pH de 7,0.

Ensayo Variacion de = Rango de.variacic')n Remocion P-PO4 Rec:np?(;?r(;igr:jge P Estruvita
pH de DQO final (g/L) (%) estruvita (%) (g/L)
1 0,75+0,08 75,52-83,92 26+3 18+3 1,99+0,29
2 0,64+0,07 73,85-78,88 30+2 18+2 2,30+0,35
3 0,48+0,05 65,45-82,24 50+10 28+6 3,76+0,68
4 0,75+0,13 70,49-80,56 52+3 20+4 5,62+1,18
5 0,44+0,08 73,85-75,52 3145 22+3 2,04+0,25
6 0,28+0,02 68,81-77,20 53+4 2619 4,57+1,08

En sintesis, los resultados obtenidos en este ensayo permitieron evidenciar la formacion de
bioestruvita en el proceso bioldgico simultaneo de cultivo y produccién, empleando medios de
cultivo disefiados a partir de suero lacteo, sin embargo, el exceso de nutrientes del suero lacteo
pudo limitar la remocion de la materia organica por la cepa 2CANA y asi mismo afectar la
remocion de P como estruvita. Pese a ello, esta evaluacion permitio identificar a la bischofita
como una posible fuente de Mg para la formacion de estruvita y asi mismo a la urea como fuente
de N-NHa debido a la actividad ureasa de la cepa 2CANA. Finalmente, el mayor rendimiento

de estruvita fue obtenida a pH 7,28 en el ensayo 6 en el que se emplearon bischofita y urea.

7.2.4. Bioestruvita en proceso bioldgico separado de cultivo y produccion
En muchos procesos naturales, la biomineralizacion microbiana exacta o el mecanismo de
formacion de cristales ain no se comprenden claramente (Sanchez-Roman et al., 2011). Sin
embargo, se sabe gque los microorganimos crean las condiciones fisicoquimicas favorables para
la formacion de estruvita en medios donde se tiene componentes necesarios. En ese sentido, se
considerd que es necesario brindar condiciones dptimas de crecimiento a la cepa 2CANA, en la
primera fase de este proceso, antes de iniciar la segunda fase de formacién de estruvita, como

sera descrito en esta seccion.

7.24.1. Efecto de la DQO sobre la biomasa bacteriana

La formacion de bioestruvita esta mediada por microorganismos y la densidad celular es un

factor que afecta positivamente su formacion (Da Silva et al., 2000). De esa manera se disefiaron
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medios de cultivo a base de suero lacteo con la finalidad de incrementar la biomasa bacteriana
manteniendo la relacion C: N: P de 100: 5: 1, para mantener el entorno de vida microbiana

aerobio (Rezakazemi, Maghami, & Mohammadi, 2018).

Considerando que la relacion de C: N: P determinada en el suero lacteo fue de 100: 1,4: 0,2
(Anexo 6), existio un déficit de N y P en el suero lacteo, el cual fue compensado por la adicion
de urea (44, 178, 711, 2843 mg/L, respectivamente) y KoHPO4 (27, 111, 446, 1784 mg/L,
respectivamente), de esta manera el medio a base de suero lacteo se constituyé en un
componente importante para el desarrollo de la biomasa microbiana. El desarrollo de la biomasa
microbiana es un factor crucial en la produccion de bioestruvita puesto que cada célula
microbiana puede servir como centro de nucleacién primaria (Barbosa et al., 2016; Gonzalez-
Mufioz et al., 2008; Mclean et al., 1990).

1. Primera fase del proceso

En una primera fase del proceso biologico separado de cultivo y produccion, durante el
crecimiento de la cepa 2CANA, se determind un incremento del pH concomitantemente al
incremento de la biomasa en el tiempo. A las 24 h de incubacién los cultivos alcanzaron la fase
estacionaria de crecimiento y ademas se detectd los niveles méas altos de N-NH.. Diferentes
estudios demuestran que la formacion de estruvita inicia cuando se alcanza la fase estacionaria,
esto estaria relacionado con la liberaciéon méxima de amonio al medio, debido a la actividad
ureasa, la actividad proteasa y la lisis celular que también promueven la liberacién de amonio,
favoreciendo asi la formacion de estruvita (Eisner et al., 2014; Nelson et al., 1991; Prywer &
Torzewska, 2010).

La tabla 10 muestra una correlacion entre el incremento del peso seco y la velocidad de
crecimiento en todos los ensayos. En el ensayo 3, cuando la DQO del medio de cultivo fue de
8000 mg/L la velocidad de crecimiento (u) fue de 0,2 h'%, el peso seco de la biomasa formada
fue de 1,3 g/L y el rendimiento de la biomasa en funcién al consumo de sustrato Yys fue 0,5
(9/g). Este resultado es importante porgue sugiere que en esas condiciones se alcanzé el maximo
rendimiento esperado en condiciones de cultivo aerobio. Respecto al pH en los medios de

cultivo, en todos los casos el valor incrementd en un rango de 8,1 a 9,1, esto sugiere que la cepa

Virginia Rigoberta Gonzales Mamani 48



Maestria en Ciencias Bioldgicas y Biomédicas UMSA

2CANA tiene la capacidad de oxidar la lactosa del suero lacteo y por otro lado la liberacion de
iones amonio que es debida a las actividades ureasa y proteasa.

Tabla 10. Parametros de crecimiento obtenidos en medios de cultivo disefiados C: N: P
(100:5:1) durante la primera fase del proceso biolégico separado de cultivo y produccion.

] PRIMERA FASE
RELACION DE C:N:P (100:5:1) EN EL MEDIO DE CULTIVO (CULTIVO BACTERIANO)
PARAMETROS DE CRECIMIENTO
ENSAYO -

DQO DQO P-PO, P-PO, N-NH4 1} Biomasa pH Yxis

inicial 24 h inicial 24 h 24 h (h'h Peso seco (24 h)

(mg/L) (mg/L) (mg/L)  (mg/L) (mg/L) (9L
1 500 170,8+150 4,8 2,0+0,2 20,8+0,2 0,02 0,3 8,12+0,07 @ 0,1
2 2000 1381,5+150,3 19,8 4,2+1,7 15,5+0,2 0,02 0,3 8,57+0,01 @ 0,2
3 8000 4038,4+150,3 79,4 26,1+1,1  192,2+46,2 0,2 1,3 9,10+0,00 0,5
4 32000 = 19129,2+751,5 3175 95,848,0  612,9+16,2 0,3 1,7 9,09+0,16 = 0,3

2. Segunda fase del proceso

En la segunda fase del proceso biol6gico separado de cultivo y produccion, formacion de
estruvita, se evaluo la produccion de bioestruvita y la remocién de N y P. La precipitacion de N
y P como estruvita es una alternativa al proceso convencional de remocion bioldgica de Ny P
en aguas residuales (nitrificacion, eliminacion bioldgica mediada por PAOs). Diferentes
estudios investigaron el efecto del N-NHs en la precipitacion de la estruvita, donde se ha visto
que la eficiencia de eliminacién de P como estruvita aumenta cuando la relacién molar de N es
igual o mayor a la de P, ademas un mayor grado de sobresaturacién de N y P en solucion también
mejora la precipitacion de la estruvita (A Capdevielle, Sykorova, Biscans, Béline, & Daumer,
2013; J. C. Liu, 2009). En ese sentido, la precipitacion de N como estruvita se evalué mediante
la remocion de N-NH4. La tabla 11 muestra que el ensayo 3 obtuvo la maxima remocion de N-
NH4 (82 %). El ensayo 3 inici6 la segunda fase de produccion de bioestruvita con la relacion
molar Mg: N: P de 1,3: 0,9: 1, esta relacion molar puede explicar que se haya obtenido un alto
porcentaje de remocion de N-NHs; ya que es muy parecida a la relacion molar 1,3: 1: 1,
considerada como la méas adecuada para garantizar la eliminacion de P como estruvita. La
cantidad de amonio liberada en la primera fase (45 %) contribuyo a que en el ensayo 3 se haya
obtenido la relacion molar Mg: N: P de 1,3: 0,9: 1. (A Capdevielle et al., 2013) ha reportado que
el N-NHa es un factor limitante en la produccién de estruvita debido a que acelera la tasa de

nucleacion de la estruvita y mejora la capacidad amortiguadora del medio. La remocién de
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amonio en el ensayo 4 fue posible debido a que la relacion molar N: P de 3:1 que también

favorece la formacién de estruvita.

En esta fase de produccién de estruvita, los mayores porcentajes de remocidn y recuperacion de
P como estruvita fueron obtenidos en los ensayos 3y 4 (94 y 93 %). Asi mismo, fueron los

ensayos en los que se recupero las mayores cantidades de estruvita (3,5y 5,7 g/L).

Tabla 11.Segunda fase del proceso biologico separado de cultivo y produccion de estruvita.

ENSAYO
PARAMETROS
1 2 3 4
DQO 72 h (mg/L) 319,5+13,6 1364,6£126 = 2386,3+58,2 19200+2327,4
Remocién DQO (%) 60+36 356 711 2249
pH 72 h (final) 6,86+0,02 7,46+0,00 8,72+0,03 9,37+0,01
NHainicial 24 h (mg/L) 208 155 192,2 612,9
NHafinal 72 h (mg/L) 39,8+12,5 20+0,4 33,5+2,5 504,2+159,5
Remocion NHa (%) 06 0+3 82+1 18+26
Liberacion de NHa 24 h (%) 79 15 45 36
P-PO. 24 h (mg/L) 200,8+10,5 = 200,8+10,2 = 200,8+10 463,2+32,5
P-POa final 72 h (mg/L) 128,6+11,2 85,3+1,2 11,2+14,1 33+44.3
Remocién P (%) 366 58+l 94+7 93+19
Recuperacion P como estruvita (%) 3616 58+1 9449 93+10
Relacion Mg: N: P (mM) 1,3:0,1:1 1,3:0:1 1,3:09:1 1,3:3:1
Estruvita (g/L) 1,00,04 1,90,13 3,5:0,31 5,1+0,7

Si bien la formacién maxima de bioestruvita fue de 5,1 g/L en el ensayo 4, la estruvita formada
en el ensayo 3 (3,5 g/L) fue obtenida cuando se alcanz6 la maxima biomasa 1,3 g/L de peso
seco, lo que probablemente permitio un mayor porcentaje de remocion de DQO, P y amonio
(ver tabla 11) para los fines determinados de biorremediacion. Por consiguiente y de acuerdo al
consenso que se persigue entre la remocion de la materia organica y la formacion de bioestruvita,
las caracteristicas culturales (nutricionales y fisicoquimicas) del ensayo 3 fueron seleccionadas

como la més optima.
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7.3. Caracteristicas de los cristales de estruvita
La formacién de cristales de estruvita depende de un conjunto de factores fisicoquimicos, a
saber: pH, agitacion, temperatura, tamafio de los cristales, grado de sobresaturacion de los
componentes y presencia de impurezas. De estos parametros, el grado de sobresaturacion de los
componentes (P y N) y el pH son considerados los factores mas importantes para la
cristalizacion de estruvita (Sharma et al., 2018), ya que la actividad iénica de los iones NHs" y
PO.* modifican el pH (Matynia, Koralewska, Wierzbowska, & Piotrowski, 2006; Wietelmann
& Kilett, 2018). Los cristales de estruvita obtenidos empleando el medio B41, observados a
100X, fueron de color blanco, aspecto brillante, geometria regular, largos y cilindricos,
semejantes a prismas agrupados (figura 9A) tal como se ha descrito por (Da Silva et al., 2000).
En medios formulados con suero lacteo durante los procesos bioldgicos simultaneo y separado
de cultivo y produccion de estruvita los cristales fueron observados a 40X debido al mayor
tamafio a los cristales, las caracteristicas que exhibieron fueron similares a los obtenidos en

medio B41, pero no agrupados (figura 9B y 9C).

Figura 9. Cristales de bioestruvita analizados por microscopia Optica producidos por la cepa
2CANA en: A. medio B41 (100X) (seccion 6.3.2), B. medio formulado con suero lacteo en
proceso bioldgico simultaneo de cultivo y produccion de estruvita (40X) (seccion 6.4.1.1) y C.
medio formulado con suero lacteo en proceso bioldgico separado de cultivo y produccion de
estruvita (40X) (seccion 6.4.1.2).

Asi mismo, el tamafio y la composicién de los cristales de estruvita obtenidos fueron
corroborados por el analisis SEM-EDS, el tamafio promedio de los cristales formados en medio
B41 fue de 350 — 400 um de longitud (seccion 6.3.2), los cristales formados en medio formulado
con suero lacteo empleando el proceso bioldgico simultaneo de cultivo y produccion fueron de

400 — 450um de longitud y los cristales obtenidos en medio formulado con suero lacteo en el
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proceso bioldgico separado de cultivo y produccion fueron de 250 — 450 um de longitud. El
tamario de los cristales obtenidos en este estudio es mayor respecto a cristales obtenidos en
medios sintéticos reportados, de 100-300 um de longitud (Cerrillo, Palatsi, Comas, Vicens, &
Bonmati, 2015; Da Silva et al., 2000). La figura 10A muestra los principales componentes de
los cristales de estruvita, formados por la cepa 2CANA en medio formulado a partir de suero
lacteo empleando el proceso bioldgico separado de cultivo y produccién, expresado en
porcentaje (% p/p) fueron: O (51,9 %), P (24,3 %), Mg (16,7 %), N (5,9 %) y K (1,4 %), siendo
el O, Mg y P los elementos mayoritarios que conforman el cristal de estruvita y el N y K los
elementos minoritarios, al no encontrarse otros elementos extrafios se confirma la pureza de los
cristales formados. Los anexos 7 y 8 muestran caracteristicas en tamafio y composicion de los
cristales de estruvita analizados en medio B41 y medio formulado a partir de suero lacteo

mediante el proceso bioldgico simultaneo de cultivo y produccion.
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Espectro 1. Analisis elemental de energia dispersiva (EDS) Muestra Estruvita 1. Mwografla 2 Estruvita 4 Magnificacion.:298x

Figura 10. A. Elementos principales en muestras de cristales de estruvita B. Morfologia de los
cristales de estruvita observadas por EDS, formada por la cepa 2CANA en el proceso
bioldgico separado de cultivo y produccidn.

La figura 11 y los anexos 9 y 10 muestran que la identidad de los cristales obtenidos en todos
los ensayos, determinados mediante DRX, corresponde a los picos de difraccion a (26) en 15°,
27°,y 30° del patron de DRX estruvita No: 15-0762 reportado por (Prywer & Torzewska, 2010).
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Figura 11. Patrén de difraccion de rayos X correspondiente a cristales de estruvita formados
en medios formulados a base de suero lacteo para el cultivo y produccion separada.

EN general, las caracteristicas morfologicas y composicion los cristales de estruvita en medio
B41 y medios formulados con suero lacteo para el cultivo y produccion simultanea y separada

fueron similares, no se identificaron impurezas ni subproductos diferentes a la estruvita.

En sintesis, estos ensayos permitieron evidenciar la formacion de bioestruvita por la cepa
2CANA en medios de cultivo formulados con suero lacteo mediante los procesos simultaneo y
separado de cultivo y produccién. El proceso bioldgico simultdneo de cultivo y produccién
revel6 que la bischofita puede ser empleada como fuente de Mg y la urea como fuente de N-
NH; para la formacion de estruvita. El proceso biol6gico separado de cultivo y produccién se
incremento la produccién de estruvita a 5,1 g/L en 3 dias. Se alcanzaron maximos porcentajes
de remocién y recuperacién de P (94 %), remocién de amonio (82 %) y remocion de DQO de
hasta 72 %. El proceso bioldgico separado de cultivo y produccion permitié identificar la
funcién de la cepa 2CANA en la nucleacion de la estruvita y asi mismo el efecto de la biomasa
en la formacion de estruvita y la remocion de DQO del suero lacteo. En ese sentido, este proceso
constituye un método de remocion y recuperacion de P y N del suero lacteo y una alternativa
innovadora para la valorizacién del suero lacteo y la bischofita, subproductos industriales

abundantes y de bajo costo, para la formacion de estruvita.

7.4. ldentidad de la cepa seleccionada 2CANA
7.5.1. Caracteristicas morfoldgicas
La caracterizacion fenotipica de la cepa 2CANA respecto a las colonias observadas en medio

TSA fueron: forma circular, aspecto liso, textura mucoide, color amarillo - naranja, diametro de
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1-2 mm y de aroma “dulzon” (Figura 12A). El color amarillo - naranja de las colonias podria
deberse a la produccion de pigmentos de tipo flexirubina y el aroma dulzon a la produccion de
ésteres. Las flexirubinas son el Unico tipo de pigmentos bacterianos con una sustitucion de
alquilo terminal que consiste en acido w-fenil octaénico cromoforo esterificado con resorcinol
(Venil, Zkaria, Usha, & Ahmad, 2014). La produccion de flexirubina se ha descrito en
Flexibacter elegans, Cytophaga sp, Sporocytophaga sp, Flavobacterium sp. vy
Chryseobacterium sp, cada género produce especies modificadas de flexirrubina, las cuales han
servido como excelentes marcadores quimiosistematicos (Reichenbach & Kleinig, 1974). La
flexirrubina producida por el género Chryseobacterium tiene aplicacion en la produccion de
biopigmentos debido a sus propiedades fisicas y quimicas (Venil et al., 2014). La morfologia
microscopica muestra que se trataba de bacilos con respuesta negativa a la tincion de Gram
(Figura 12B). El estudio de (Sanchez-Roman et al., 2007) menciona que la mayoria de las
bacterias capaces de inducir la formacion de estruvita son Gram negativas, resultado que

coincide con este estudio.

Figura 12. A) Caracteristicas fenotipicas de la cepa 2CANA en medio TSA. B) Morfologia
microscopica de la cepa 2CANA observada con tincion Gram a 1000X

7.4.2. Caracteristicas fisioldgicas
Respecto a la evaluacién del metabolismo de la cepa 2CANA, la actividad oxidasa fue positiva
empleando lactosa (10 g/L) y sacarosa (10 g/L). La produccion de enzimas citocromo oxidasas
es una caracteristica propia de bacterias aerobias que utilizan metabolismo oxidativo de

carbohidratos mediante la prueba O/F.
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En este estudio se determiné que la cepa 2CANA exhibe actividad ureasa y proteasa, parametros
que fueron evaluados para seleccionar cepas productoras de estruvita. Estas enzimas
desempefian una importante funcion en la mineralizacion del N del suelo, proceso que regula la
cantidad de N disponible para el crecimiento de las plantas (Gousterova et al., 2011). Por otro
lado, la produccion de enzimas también puede estar asociada a mecanismos de patogenicidad
en diversos grupos bacterianos, por ejemplo las hemolisinas que son consideradas factores de
virulencia en varias especies bacterianas Gram negativas (Brenden & Janda, 1987), por tal
motivo se evalud la actividad hemolitica de la cepa 2CANA en agar sangre, que resulto negativa
por lo que se descarta su patogenicidad por este mecanismo. Asi mismo, algunos estudios han
relacionado la prueba positiva de absorcién de rojo congo como factor de virulencia de varios
géneros bacterianos, ya que estructuralmente el rojo congo es analogo al grupo Hemo de la
hemoglobina y citocromos, y forma complejos con proteinas y carbohidratos (Crump & Kay,
2008; Osman, Orabi, Elbehiry, Hanafy, & Ali, 2019). Por tal motivo se ensayd la absorcion de
rojo congo para la cepa 2CANA, dando un resultado negativo. El estudio de (Crump & Kay,
2008) determiné que la presencia del colorante en el medio inhibe el crecimiento de
Flavobacterium psycrophilum, otros estudios realizados con Pseudomonas Yy Vibrio
demostraron que especies de ambos géneros tienen la capacidad de absorber rojo congo (Arslan,
Eyi, & Ozdemir, 2011; Khuntia, Das, Samantaray, & Kanta, 2008) y bacterias del género
Chryseobacterium no absorben el rojo congo (Behrendt, Ulrich, & Schumann, 2008; Loch &
Faisal, 2014). De manera similar a la cepa 2CANA algunas especies del género
Chryseobacterium no se observo crecimiento en agar MacConkey (F. Shen, Ka, Young, Lai, &
Arun, 2005).

El antibiotipo de la cepa 2CANA demuestra resistencia a los antibio6ticos: Ampicilina (10 ug),
Amoxicilina + Ac. Clavulanico (30 pg), Imipenem (10 ug), Cloranfenicol (30 pg), Tetraciclina
(30 pg), Gentamicina (10 pg) y Aztreonam (30 ug) y sensibilidad a: Levofloxacina (5 ug),
Cotrimoxazol (25 ug) y Cefepime (30 ug). El perfil de resistencia y sensibilidad es similar a
especies del género Chryseobacterium.

Otros estudios reportados con Chryseobacterium spp. demostraron resistencia a los
aminoglucoésidos, tetraciclinas, cloranfenicol, eritromicina, clindamicina, B-lactamicos y

teicoplanina (Bloch, Nadarajah, & Jacobs, 1997; Kirby et al., 2004).
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Por los resultados obtenidos en los ensayos realizados, como se muestra en la tabla 12, la cepa
2CANA present6 caracteristicas morfoldgicas y metabdlicas similares a Chryseobacterium sp.

Tabla 12. Caracteristicas morfologicas, fisioldgicas y antibiotipo de la cepa 2CANA.

Prueba Cepa 2CANA Chryseobacterium spp. Referencia
Morfologia y tincidon de Gram Bacilo Gram (-) Bacilo Gram (-) (Garg, Appannanavar, Mohan, &
Taneja, 2015)
Colonia Morfologia Circular liso y mucoso Circular liso y mucoso
Color Amarillo naranja Amarillo naranja (Garg et al., 2015; F. Shen et al.,
2005)
Didmetro 1-2 mm 1-2 mm (F. Shen et al., 2005)
Pigmentacion flexirubina + + (Reichenbach & Kleinig, 1974)
Oxidasa + + (Garg et al., 2015)
Ureasa + +
Proteasa + + (S. Wang, Yang, Liang, & Yen,
2008)
Glucosa OF F F (Vaneechoutte, Ka, & Baere,
2007)
Lactosa OF -0 -0 (Spencer, Spitznogle, Borjan, &
Aitken, 2020)
Sacarosa OF -0 F (Vaneechoutte et al., 2007)
Hemolisis en agar sangre - - (Srinivasan, Muthusamy,
Raveendran, & Joseph, 2016)
Absorcion de rojo congo - - (Behrendt et al., 2008; Loch &
Faisal, 2014)
Crecimiento en agar - - (F. Shen et al., 2005)
MacConkey
Levofloxacina (5 ug) S S (Bloch et al., 1997; Hendaus &
- Zahraldin, 2013; Kirby et al., 2004;
Ampicilina (10 pg) R R Velasquez, Santillan, Mendoza, &
Amoxicilina + Ac. Clavulanico R R Soza, 2008)
(30 pg)
Imipenem (10 pg) R R
Cotrimoxazol (25 pg) S S
Cloranfenicol (30 pg) R R
Tetraciclina (30 pg) R R
Gentamicina (10 pg) R R
Aztreonam (30 ug) R R
Cefepime (30 ug) S S

Positivo (+), Negativo (-); Resistente (R), Sensible (S); Metabolismo de carbohidratos: Fermentativo (F), oxidativo (O), oxidativo lento (-O
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7.4.3. ldentidad molecular de la cepa 2CANA
La identificacion de los fragmentos consenso de la region hipervariable V1y V2 del gen ADNr
16S fue realizada mediante analisis BLAST en el NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). El

analisis de la secuencia del amplicén de la cepa 2CANA presentd homologia del 97.6 % con
Chryseobacterium bernardetii cepa H4638, miembro de la familia Flavobacteriaceae. Por esta
razon y ademas por los resultados obtenidos de la caracterizacion morfologica, fisiologica y del
antibiotipo se incluye a la cepa 2CANA como miembro del género Chrysebacterium, sin
embargo, la asignacion de especie permanece pendiente para un estudio molecular mas

detallado.

Las especies del género Chryseobacterium se pueden encontrar en suelo y sedimentos, agua
(Kim, Lee, Oh, & Lee, 2008), lodo activado (Kampfer, Dreyer, Neef, Dott, & Busse, 2003),
muestras clinicas y lacteas. Chryseobacterium defluvii sp. nov. fue aislado a partir de lodo
activado proveniente de un biorreactor donde se estudiaba el tratamiento mejorado de P en aguas
residuales (Kampfer et al., 2003), similar a la muestra biologica que fue empleada en este estudio
para el aislamiento de cepas mineralizadoras de estruvita. Por otro lado, Chryseobacterium
bernardetii fue descrito previamente por Holmes (2013) tiene caracteristicas morfologicas y
fisiologicas (células Gram (-), colonias circulares, convexas, enteras, opacas, brillantes, lisas y
pigmentadas de amarillo, produccién de oxidasa, metabolismo oxidativo en la prueba de Hugh

y Leifson OF para lactosa y produccion de gelatinasa) similares a la cepa 2CANA.

En este estudio se describe que la cepa 2CANA identificada como miembro de género
Chryseobacterium puede mediar la formacion de estruvita en medio B41 con rendimientos
comparables a los obtenidos en este estudio empleando la cepa clinica de P. mirabilis y en
medios formulados con suero lacteo mediante los procesos bioldgicos simultaneo y separado de
cultivo y produccidn. Diversos estudios han reportado que el género Chryseobacterium tiene
caracteristicas metabdlicas interesantes como la produccién de antioxidantes, pigmentos,
formacion de biofilm que media la colonizacidn de raices en las plantas, produccién de una
variedad de enzimas como ureasas, proteasas, fosfatasas, pectinasas, entre otras (Hantsis-
zacharov & Halpern, 2007; Kampfer et al., 2003; Suzina et al., 2011; S. Wang et al., 2008). Se
ha descrito que las enzimas fosfatasas acida y alcalina participan en procesos mas eficientes de

recuperacion de P mediante la mineralizacion de P organico para la formacién de estruvita
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(Piveteau, Picard, Dabert, & Daumer, 2017). La produccién de enzimas por especies del género
Chryseobacterium se ha relacionado con su capacidad de mediar la solubilizacién y
mineralizacion del P en el suelo y promover su biodisponibilidad para las plantas (Sang, Jeong,
Kim, & Kim, 2018), ya que la capacidad solubilizadora y mineralizadora de P puede ser
simultanea (Guang-can, Shu-jun, Miao-ying, & Guang-hui, 2008). En ese sentido, el género
Chryseobacterium cuenta con las caracteristicas metabolicas para mineralizar el P, sin embargo,

aun no existen reportes respecto a la mineralizacion de P como estruvita.

7.5. Comparacion de los procesos biolégico y fisicoquimico en la produccion de

estruvita

Por muchos afios la cristalizacion de N y P ha sido ampliamente empleada para el tratamiento
de aguas residuales como un proceso rentable en comparacion a los tratamientos convencionales
que generan abundante cantidad de lodos lo que implica un costo adicional de operacion en
estos procesos (Shu et al., 2006). Actualmente la recuperacion de P y N mediante la
precipitacion de cristales de estruvita se realiza usando procesos fisicoquimicos, que si bien es
altamente eficiente, su implementacion es costosa debido a que requiere el empleo de reactivos
y equipos especializados (Cerrillo et al., 2015; Suzuki et al., 2002). Una alternativa promisoria
al proceso fisicoquimico es la produccién bioldgica de estruvita, la cual aprovecha
caracteristicas de ciertos microorganismos para inducir la precipitacion de cristales (Rahman et
al., 2014; Soares et al., 2014). Este método reduce significativamente el uso de reactivos y
elimina la necesidad de contar con equipos especializados (Sinha et al., 2014). Los resultados
(tabla 13) muestran que la remocion y recuperacion de P como estruvita mediante el proceso
fisicoquimico, fue del 88 %, la produccion de estruvita fue de 2,34 g/L y se alcanz6 una
remocién maxima de amonio de 74 %, P de 88 %, en un tiempo de 3 dias. En comparacién con
el proceso bioldgico simultaneo de cultivo y produccién los porcentajes de remocion y
recuperacion de P alcanzaron del 54 y 52 % en un tiempo de 15 dias; con el proceso biolégico
separado de cultivo y produccién se alcanzé un 84 % de remocion de amonio y un 94 % de
remocién y recuperacion de P, en 3 dias. Por lo que fue este Gltimo proceso el que present6

mayor porcentaje de remocion y recuperacion de P.
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Tabla 13. Produccion de estruvita obtenida por: proceso bioldgico simultaneo y separado, y
proceso fisicoquimico.

Proceso pH Estruvita Remocién = Disminucién =~ Remocién = Tiempo = Recuperacion p%odstjgc?gn pg)odstfgcci'gn
final (g/L) NH4 (%) DQO (%) P (%) (dias) P (%) (Bs/kg) ($US/kg)
Bioldgico! 7,28 4,57+1,08 ND 45,6 54 15 52 1705,7 2437
Biol6gico? 8,72 3,5+0,31 84 711 94 3 94 347,6 49,7
Fisicoquimico | 8,20 2,34+0,06 74 ND 88 3 88 414,0 59,1

Proceso biolégico simultaneo de cultivo y produccién
2Proceso biologico separado de cultivo y produccién
ND: No Determinado

Una aproximacion a los costos de produccion de estruvita obtenida por procesos bioldgicos y
fisicoquimico empleados en este estudio fueron realizados considerando sélo los insumos
necesarios, electricidad y salario de personal (Anexo 11) para la produccion. Se determind que
un menor costo de produccion de estruvita fue obtenido empleando el proceso bioldgico de
cultivo y produccion separada (49,7 $US/kg), ligeramente menor al costo de la estruvita en
paises europeos (53 $US/kg) donde solo consideraron los costos de produccion, similar a los
parametros tomados en este estudio (Yetilmezsoy, Ilhan, Kocak, & Akbin, 2017). La
exportacién a mercados extranjeros como Reino Unido, Japén y Canada, donde el precio es
mucho mayor (330-670 $US/kg), podria generar posibilidades excepcionales, por su amplia
aceptacion al ser un producto amigable con el medio ambiente, eficiente, completo y por su
mayor precio en el mercado. En Brasil y Argentina se distribuye fertilizantes tipo MAP (fosfato
monoamonico), de composicion similar a la estruvita por un costo menor (1,14 y 3,5 $US/kg,
respectivamente) (Conde et al., 2009; Econoagro, 2012). La importacion del fertilizante MAP
en paises latinoamericanos como Bolivia es cada vez mayor, sin embargo los costos de
importacion varian dependiendo del costo de los insumos, el costo de otros fertilizantes y los
nichos de mercado (Conde et al., 2009; Llanos, 2019). En ese sentido, este estudio representa
un primer intento de produccion estruvita a partir de suero empleando insumos de bajo costo,
lacteo y bischofita, que puede incentivar otros investigadores a realizar més estudios dirigidos

a reducir los costos de produccidn para que sea asequible al mercado interno.

Una alternativa para producir fertilizantes MAP como la estruvita y reducir los costos de
produccion es evaluar otras fuentes economicas de P, los huesos de animales, la orina humana

y de animales, el estiércol y las aguas residuales son una fuente econémica y practica que podria
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ser evaluada en el pais y la region. Esto reduciria alin mas los costos de produccion, sin embargo,

investigaciones futuras son necesarias para analizar esta alternativa.

8. CONCLUSIONES

A partir del consorcio acumulador de P “BIOFOS” se aislaron y seleccionaron 9 cepas
bacterianas con actividad ureasa y capacidad de producir estruvita en medio B41, siendo
la cepa 2CANA la que presentd mayor produccion de estruvita (3,55 £ 0,11 g/L) respecto
a las demas cepas evaluadas.

La produccion biologica de estruvita y la recuperacion de P y N por la cepa 2CANA fue
demostrada empleando medios de cultivo formulados en base a suero lacteo (DQO 75,52
g/L), bischofita, MgCl2e2H20 y MgSO4+7H.0 como fuentes de Mg y urea, (NH4)2SO4
como fuentes de N, a través de un disefio experimental. En estas condiciones, mayor
produccion de estruvita (4,57 g/L) y remocién de P (53 %) fue obtenida empleando urea
(0,35 g/L) y bischofita (5,5 g/L).

Se optimizé la produccion de bioestruvita, la remocion de P y N mediante el proceso
bioldgico separado de cultivo y produccion empleando suero lacteo (DQO de 8 g/L)
suplementado con urea (711 mg/L) como fuente de N y bischofita (5,5 g/L) como fuente
de Mg. Con estos ajustes se obtuvo 3,5 g/L de estruvita, se alcanzd un porcentaje de
remocion de DQO del 71 %, una remocion y recuperacion de P del 94 % y una remocion
de N de 82 %.

La cepa 2CANA present6 una maxima capacidad de mineralizar P en estruvita en medio
B41 y medios formulados a partir de suero lacteo. Esta cepa fue identificada como
Chryseobacterium sp. por sus caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas y moleculares.
Comparando los resultados obtenidos por los procesos bioldgicos y fisicoquimico, se
observo que los maximos rendimientos de produccion de estruvita y remocion de P se
obtuvieron con el proceso bioldgico separado de cultivo y produccion (3,5 g/L estruvita
y 94 % P) comparado al método fisicoquimico (2,34 g/L estruvita y 84 % P). Ademas,
con el proceso biologico separado de cultivo y produccion se pudo reducir el tiempo del
proceso de 15 a 3 dias y de acuerdo al andlisis economico realizado es el método que

presenta el menor costo de produccién de estruvita (49,7 $US/kg).
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10. ANEXOS

Anexo 1. Antibiotipo para Enterobacterias y Escherichia coli ATCC 25922 empleada como
cepa de referencia

Caraa del Diametro del (hrr?:wc]’)de inhibicién E. coli ATCC
Antimicrobiano disc% (1g) 25922
HY Resistente  Intermedio @ Sensible Intervalo
Levofloxacina 5 <13 14-16 217 29-37
Amoxicilina - AC. 30 <13 14-17 >18 19-25
Clavulanico
Ampicilina 10 <13 14-16 217 16-22
Imipenem 10 <13 14-15 =216 26-32
Cotrimoxazol 25 <10 11-16 217 24-32
Cloranfenicol 30 <12 13-17 218 21-27
Tetraciclina 30 <14 15-18 219 18-25
Gentamicina 10 <12 13-14 215 19-26
Aztreonam 30 <15 16-21 222 28-36
Cefepime 30 <14 15-17 218 29-35

Fuente: Adaptado de NCCLS, 2000

Virginia Rigoberta Gonzales Mamani 76



Maestria en Ciencias Bioldgicas y Biomédicas

UMSA

Anexo 2. Curva de calibracion de fosforo - Método del acido ascérbico

y =0,3477x + 0,0194
R2=10,9986
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Anexo 3.Curva de calibracion de N-NH; - Método salicilato — hipoclorito
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Anexo 4. Cepas aisladas a partir del consorcio microbiano “BIOFOS”

xe | Codigo Al(jtrig’;ggd Morfologia de la colonia

Color Tamafio Consistencia Forma
1 1BANA Negativo Amarillo Pardo Mediano Viscoso Circular
2 2ANA Negativo Blanco Pequefio Viscoso Circular
3 1ANA Positivo Amarillo Dorado  Grande Viscoso Circular
4  2CANA Positivo Amarillo Pardo Mediano Mucoide Circular
5 | 2BANA Negativo Amarillo Pardo = Pequefio Cremoso Circular
6 3ANA Negativo Transparente Pequefio Mucoide Circular
7 4ANA Negativo Transparente Mediano Mucoide Circular
8 5ANA Negativo Amarillo Mediano Viscoso Circular
9 6ANA Positivo Amarillo Pardo Grande Viscoso Circular
10 7ANA Positivo Amarillo Mediano Cremoso Circular
11 = 8ANA Negativo Amarillo Crema = Mediano Cremoso Circular
12 9ANA Negativo Amarillo Mediano Cremoso Irregular
13 10ANA Positivo Amarillo Mediano Viscoso Circular
14 1AE Negativo Amarillo Mediano Viscoso Irregular
15 2AE Positivo Blanco Mediano Viscoso Circular
16 3AE Negativo Transparente Mediano Viscoso Circular
17 4AE Negativo Amarillo Pequefio Cremoso Circular
18 5AE Positivo Blanco Pequefio Cremoso Circular
19 5BAE Positivo Blanco Pequefio Seco Irregular
20 6AE Negativo Transparente Grande Mucoide Circular
21 7AE Positivo Blanco Grande Viscoso Irregular
22 8AE Negativo Transparente Mediano Mucoide Circular
23 9AE Negativo Transparente Pequefio Mucoide Circular
24 10AE Negativo Transparente Grande Mucoide Irregular
25 10BAE Negativo Amarillo Mediano Mucoide Irregular
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Anexo 5. Produccidn de bioestruvita en medio B41 por las cepas aisladas seleccionadas a
partir del consorcio microbiano “BIOFOS”

@ ] . —

o | i _
. © :
: 8 ) — =5 —
g o | B i

™

| |

o | |

= | | | | | | | |

10ANA 1ANA 2AE 2CANA BAE TAE TANA p mirabillis

Anexo 6. Contenido de carbono (DQO), nitrégeno total (N-total) y fésforo (P-PO4) del suero
lacteo proveniente de la empresa “Flor de Leche S.R.L.” y proporcion de N y P, considerando
una concentracion de DQO (70400,0 mg/L) que representa 100 partes. La Paz-Bolivia, agosto
de 2018.

Elemento  Concentracién (mg/L) Proporcion

Carbono 70400,0 100
Nitrégeno 1010 1,4
Fosforo 140,03 0,2
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Anexo 7. A. Elementos principales en muestras de cristales de estruvita B. Morfologia de los
cristales de estruvita formada por la cepa 2CANA en medio B41observadas por EDS.

Elem. % por i
© elemento
0 56.6
P 19.6
40 Mg 15.8
N 6.2
1.8

20

10

0 SEM HV: 200 KV WD: 19.32 mm 111 | VEGA3 TESCAN|
View field: 547 pm Det: SE
SEMMAG: 253 x | Date{midy}: 010110 s

Anexo 8. A. Elementos principales en muestras de cristales de estruvita B. Morfologia de los
cristales de estruvita observadas por EDS, formada por la cepa 2CANA mediante el proceso

bioldgico simultaneo de cultivo y produccién.
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Espectro 5. Analisis elemental y su porcentaje obtenido por EDS. Micrografia: 5
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Anexo 9. Patrén de difraccion de rayos X correspondiente a cristales de estruvita formados por
la cepa 2CANA en medio B41.

24000

1 PDF 00-015-0762 N H4 Mg P ©4 -6 H2 O Struvite, syn

Counts
9000 12000 15000 18000
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3000
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|

2Theta (Coupled TwoTheta/Theta) WL=1.54060

Anexo 10. Patron de difraccion de rayos X correspondiente a cristales de estruvita formados por
la cepa 2CANA en medios formulados a base de suero lacteo mediante el proceso biolégico
simultaneo de cultivo y produccién.

§ 3 | PDF 00-015-0762 N H4 Mg P O4 ‘6 H2 O Struvite, syn
'n_a_ | POF 00-019-0965 K3 H3 ( P O4 )2 ‘2 H2 O Potassium Hydrogen Phosphate Hydrate
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2Theta (Coupled TwoTheta/Theta) WL=1.54060
Espectro 6. Analisis realizado por DRX con la identificacion de fases presentes en la muestra. .

Virginia Rigoberta Gonzales Mamani 81



Maestria en Ciencias Bioldgicas y Biomédicas UMSA

Anexo 11. Estimacion de costos para la produccion de estruvita mediante procesos
fisicoquimico y biologicos

PROCESO PROCESO
TIPO DE GASTO FISTESSEI’?/I?CO BIOLOGICO  BIOLOGICO
SEPARADO SIMULTANEO
Fuente de Mg (b|§chof|ta) (Bs/kg 0,02 0.60 0,46
estruvita)
Fuente de N (urea) (Bs/kg estruvita) - 6,44 2,47
Fuente de N (cloruro de amonio) (Bs/kg
) 7,00 - -
estruvita)
Fuente de P (K2HPO4) (Bs/kg estruvita) 0,01 0,01 0,01
Suero lacteo (Bs/kg estruvita) 0,0 0,0 0,0
NaOH (grado técnico) (Bs/kg estruvita) 65,54 ) )
Electricidad (13,52 Bs/dia)! 40,55 40,55 202,75
Salario del personal (100 Bs/dia)? 300,0* 300,0* 1500,0**
TOTAL (Bs/kg) 414,0 347,6 1705,7
TOTAL (Sus/kg) 59,1 49,7 2437

1 (0.88 Bs/KWH) Obtenido de la autoridad de Electricidad https://t.co/lyXwudnSyQB en abril de 2019. Se considero el costo
de la energia por el uso del equipo que requiere 0.64 KW para la agitacion de muestras.

2 Se considero el Salario Minimo Nacional establecido por el Ministerio de Economia.

*El tiempo total del proceso es de 3 dias.

** E| tiempo total del proceso es de 15 dias.
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