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CAPITULO I: INTRODUCCION

1.1.- Formulacién del problema:

Una de las necesidades mas importantes del ser humano es la vestimenta,
necesidad que a través de los afios ha sido la causa del enorme desarrollo de la
industria textil. Los procesos productivos comprendidos en este tipo de industria
corresponden a una cadena de operaciones demandantes de grandes cantidades
de agua, la cual proviene generalmente de pozos y que por su calidad serviria
para el consumo humano, cria de animales y riego (UCC, 2009).

El empleo de grandes volimenes de agua por la industria textil ha originado
un severo problema ambiental a nivel mundial: el desecho de aguas residuales
altamente contaminadas. Los contaminantes de mayor cuidado en el efluente
residual textil son los colorantes y con ellos, los subproductos generados a partir
de su ruptura molecular, algunos de ellos toxicos y/o mutagénicos (Dos Santos et
al., 2007). Existen alrededor de cien mil colorantes disponibles en diversas
industrias. Cada afo se producen setecientas mil toneladas métricas de colorantes
alrededor del mundo, que son desechados en gran medida en aguas residuales de

industrias como la papelera y la textil (Supaka et al., 2004).

En el estudio realizado por la Fundacién Suiza de Cooperacion para el
Desarrollo Técnico (Swiss Contact), se determindé que el 90% de la industria
ecuatoriana corresponde a la industria textil (Witt, 2008). En el Distrito
Metropolitano de Quito son 735 las industrias textiles registradas de las cuales

para el aflo 2008, unicamente 45 se unieron al programa de tratamiento de



desechos industriales del Distrito. De acuerdo a la informacién proporcionada por
la EMAP-Q son varias las industrias textiles ubicadas en la capital que descargan
efluentes contaminados con color a la alcantarilla. Los efluentes alcanzan los
colectores a donde son direccionadas las aguas, previa a su descarga al cuerpo
receptor, siendo éste en la ciudad de Quito el rio Machangara y el rio Monjas.
Otras industrias, descargan sus efluentes directamente a cuerpos receptores tanto
en la ciudad de Quito como a las afueras.

1.2.- Justificacion del problema

La presencia de color en el agua lleva a dos problemas ambientales graves:
1) la interrupcién del grado de iluminacién en el medio acuético y 2) la liberacién
de moléculas toxicas por la descomposicion de los colorantes (Husseiny, 2008,
Radulesco, 2008;). ElI primero ejerce un efecto directo sobre los procesos
fotosintéticos de plantas acuaticas y microorganismos fotosintéticos, afectando la
capacidad de autodepuracion de las aguas. El segundo, impacta negativamente
sobre la salud de humanos y animales al tratarse de moléculas mutagénicas y/o
carcinogénicas. En el caso de las plantas, puede darse un proceso de

bioacumulacién que modifica los demas componentes de la cadena trofica.

De acuerdo a una investigacion realizada por el Centro de Verificacion de
Agua de la Provincia de Cotopaxi, mas del 60% del agua dulce a nivel nacional
esta contaminada debido mayormente a la actividad de empresas como la textil,
petrolera y minera (Recalde, 2009). En el Ecuador, el 80% de las industrias se
encuentran asentadas en la ciudad de Quito y sus efluentes no tratados son
arrojados a cuerpos de agua contamindndolos considerablemente. Ademéas de
Quito, en algunas ciudades, la actividad textil constituye una parte representativa
de su economia. Pelileo es un ejemplo importante, donde el 60% de poblacion se

2



dedica a la industria textil y del cuero. Las aguas residuales producto de esta
actividad, son arrojadas al rio Patate el cual presenta una coloracion azul por los
quimicos utilizados en la tintura de jean; asi como niveles de DBOs (Demanda
Bioquimica de Oxigeno) y DQO (Demanda Quimica de Oxigeno) fuera de lo

estipulado por la norma (Vaca, 2009).

La Direccion Metropolitana de Medio Ambiente del Distrito Metropolitano de
Quito, organizacion encargada de velar por el cumplimiento de las leyes
municipales en cuanto al ambiente se refiere, mediante la ordenanza 213 en su
Anexo D, exige que las aguas residuales que sean descargadas directamente a un
cuerpo receptor, presenten una coloracion inapreciable en dilucion 1:20 (la
apreciacion del color se estima en 10 mL de muestra diluida). Por lo tanto,
aguellas industrias textiles que descarguen a un cuerpo receptor, deberan cumplir

con la norma.

Los procesos que generalmente se utilizan en el tratamiento de las aguas
residuales son de tipo quimico. Los mas conocidos son: precipitacion, oxidacion,
reduccion y coagulacion, intercambio ionico, filtracion, adsorcion, tratamientos
electroquimicos, 6smosis inversa, remocion por evaporacion, extraccion por
solvente, entre otros. Estos presentan diferentes porcentajes de efectividad pero
en general, son generadores de nuevos desechos aun mas peligrosos que los
originales (Radulescu et al., 2008, Supaka et al., 2004).

El tratamiento biolégico de aguas contaminadas por colorante, contrario al
quimico, se caracteriza por generar desechos de facil tratamiento, ser
econdémicamente viable y por su produccion reducida de lodos (Chen et al., 1999,
Takahashi et al., 2007,). Ademas, los resultados obtenidos a partir de un

tratamiento bioldgico, combinado con un tratamiento terciario, permiten cerrar el
3



ciclo de produccién, reintroduciendo el agua utilizada, posterior al tratamiento. Tal
es el caso de la empresa inda Vijayeswari Textiles, la cual aplicando un
tratamiento biolégico reduce 90% de su DBO y DQO, y posterior a un tratamiento
de 6smosis inversa, recupera el 100% de sus aguas, sin eliminar agua residual
(Mohan, 2009).

En el pais, aquellas empresas que deseen optar por el tratamiento biolégico
estan obligadas a importar inGculos extranjeros, ya que no existen proveedores de
microorganismos nacionales a nivel comercial; de ahi que investigaciones en el
tema son ya requeridas para satisfacer la demanda de la empresa, como la

presente investigacion.

El Ecuador, al ser un pais mega diverso (Burneo, 2009), posee sin duda
una gran cantidad de microorganismos capaces de ejercer diferentes acciones
sobre los contaminantes de tipo textil, cuyo uso podria en un futuro, disminuir la
dependencia comercial a inGculos extranjeros y al desarrollo de alternativas frente

a procesos quimicos.

En los Ultimos afios se han llevado a cabo varias investigaciones sobre la
remocion de color en aguas residuales de tipo textil por accion microbiana. Asi por
ejemplo, Geourgius y Aivasidis, 2006, alcanzaron la clarificacion total de agua
residual sintética y real contaminada por colorantes reactivos, utilizando bacterias
anaerobias inmovilizadas. Isic, 2002 obtuvo remociones de hasta 92% en agua
contaminada por colorantes reactivos utilizando un reactor anaerobio de flujo
ascendente a escala de laboratorio. Kapdan y Oztekin, 2003 emplearon un reactor
semi-continuo bajo condiciones anaerobias para remover el colorante reactivo
Naranja 16 y alcanzaron un 90% de eficiencia en la remocién, a concentraciones

superiores a 320 mg/L de colorante. Isik, 2004, obtuvo 100% de remocion de color
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en agua residual sintética, empleando un reactor anaerobio de flujo ascendente a
escala de laboratorio. Bras et al., 2005, lograron remover 88% de colorantes mono
y diazo utilizando acetato como fuente alterna de carbono en un reactor
metanogénico de flujo ascendente. Kim et al., 2008, obtuvieron 94% de remocién
del color utilizando sulfuro en el medio de cultivo, cuya presencia aumentd la
eficiencia en un 9% cada 48 horas. Libra et al., 2004 utilizaron un proceso
combinado de tratamiento aerobio y anaerobio de agua residual textil sintética
para la decoloracion y parcial mineralizacion del colorante vinilsulfonico Negro 5.
Tanto con colorante hidrolizado como parcialmente hidrolizado obtuvieron
porcentajes de remocion del 64% y la mineralizacién del hidrolizado fue total.
Estos ensayos indican que es posible alcanzar remociones de colorantes reactivos

en condiciones anaerobias de laboratorio.

1.3.- Objetivos de la investigacion

1.3.1.-Objetivo General:

Remover los colorantes reactivos textiles (Amarillo 84, Rojo 141 y Azul
Navy 171) eliminados en las aguas residuales, utilizando un in6culo compuesto
seleccionado bajo condiciones anaerobias de laboratorio, y evaluar su eficiencia

de remocion.

1.3.2.-Objetivos Especificos:



1.3.2.1.- Seleccionar el in6éculo compuesto mas eficiente de entre 6 muestras
provenientes de diferentes fuentes de aguas residuales y ambiente, con la
capacidad de remover los colorantes bajo condiciones anaerobias.

1.3.2.2.- Elaborar una curva de la cinética de crecimiento del in6culo seleccionado

(absorbancia vs. nUmero de bacterias por conteo en siembra profunda).

1.3.2.3.- Probar el in6culo seleccionado en tres concentraciones de los colorantes
reactivos mencionados (100, 150 y 200 mg/L) con tres concentraciones de glucosa

como fuente alterna de Carbono, bajo condiciones anaerobias.

1.4.- Marco Teorico

1.4.1.- La industria textil

La industria textil es el conjunto de operaciones que tiene como objetivo la
fabricacion de telas. El proceso de elaboracion se divide en tres fases: 1) hiladuria,
2) tejeduria y 3) acabados. Las dos primeras son llamadas fases secas porque en
general no requieren el uso de volumenes considerables de agua (Salas, 2003).
La tercera fase comprende a su vez un conjunto de sub-fases: 1) lavado (uso de
agua caliente en pH alcalino para retirar tierra, impurezas vegetales, grasas y
otros contaminantes de las fibras; el desecho en esta fase es agua altamente
alcalina), 2) desengomado (elimina agua cargada de materia organica y solidos),
3) blanqueado (emplea hipoclorito de sodio que esta presente al final del proceso
en el agua residual), 4) mercerizacion (neutraliza el pH de la tela, implica un
lavado para retirar el exceso de alcali y el uso de acido), 5) tintura (elimina aguas

cargadas de colorantes dispersos, directos y reactivos, aminas provenientes de



colorantes azoicos, aditivos dispersantes, antiespumantes y alcalis); finalmente 6)
estampado (proceso generador de aguas residuales cargados con compuestos
organicos volatiles) (IFC,2007).

1.4.2- Las aguas residuales de la industria textil

El proceso de produccién de la industria textil, requiere del uso de grandes
volumenes de agua en cada una de sus fases. En el Ecuador una empresa textil
puede ocupar en promedio 70 m® por tonelada de tela. En Espafa, Estados
Unidos, Francia y Alemania, se utilizan 125 m?, 125-170 m®, 100-150 m*, 120 m®
por cada tonelada de tela producida respectivamente (Pey, 2008), que
posteriormente se convierten en aguas residuales cargada de cantidades
importantes de colorantes no fijados en el proceso de tinturacion (Bock y Rott,
2003).

Las aguas residuales de tipo textili provienen de la descarga
correspondiente a los procesos de: desengomado (15%), descrude y mercerizado
(20%) y del blanqueo, tefiido y lavado (65%) (Mansilla et al., 2001). La
composicién del agua residual depende de los compuestos organicos y quimicos
utilizados, asi como también de los colorantes empleados (Talarposhti et al.,
2001). En general, se caracterizan por ser alcalinas y tener elevados niveles de
DBO (entre 700 y 2000 mg/L) y DQO. Entre los contaminantes presentes estan los
sélidos en suspension, aceites minerales, compuestos organicos como el fenal,
sustancias organicas halogenadas por el uso de solventes, metales pesados
(cromo, cobre, zinc, plomo, niquel) y restos de colorantes no fijados en la tela
(IFC, 2007).



Las concentraciones de colorantes en las aguas residuales pueden
alcanzar rangos entre 10 a 200 mg/L, principalmente de colorantes reactivos, los
cuales son utilizados en un 60% en la industria y son también los que menor
porcentaje de fijacion a la tela tienen (50%). Significa entonces, que el 50% del
colorante reactivo empleado para la tintura se perdera en el agua residual (Supaka
et al., 2004; Khalid et al., 2008).

1.4.3.- Los colorantes reactivos empleados en la in  dustria textil y eliminados
en el agua residual

Los colorantes reactivos se caracterizan por poseer un anillo cloro triazinico
con grupos amino e hidroxilo. El anillo reactivo se conecta al cromo6foro mediante
un enlace amino formando la molécula completa del colorante, la cual se fija a la
celulosa por la reaccion con un grupo hidroxilo del anillo celulésico (Cegarra,
1980).Los colorantes reactivos se caracterizan por formar enlaces quimicos
covalentes con las fibras, de alta solidez (Melnikov y Moriganor, 1982). De
acuerdo a sus grupos reactivos se subdividen en: Monoclorotriazinicos,
Diclorotriazinicos, Vinilsulfonicos, Tricloropirimidinicos, Vinilsulfonamidinicos,

Vinilsulfonicos y Monocloro difluor pirimidinicos (Cegarra, 1980).

Los grupos reactivos se fijan a la celulosa y de acuerdo a la reaccion que
establezcan con ésta, se clasifican en dos grupos: 1) colorantes reactivos que
forman ésteres de celulosa y 2) colorantes reactivos que forman éteres de
celulosa (figura 1.1).
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Figura 1. 1: Reaccion de esterificacion entre la celulosa y el colorante reactivo con
anillo heterociclico (Cegarra, 1980).

Los que no tienen anillos en sus grupos reactivos (colorantes vinilsulfénicos
y acriloilamidicos), reaccionan por adicion nucleofilica al doble enlace C = C, en

medio alcalino (figura 1.2).

6 8

OH
Col-S0,-CH,-CH,-SO,H —— Col-S0,-CH=CH, + Cel-0"

o

Col-80,-CH,-0 - Cel €«— Col-S0,-CH-CH,-0- Cel

*Col-: grupo cromoéforo

Figura 1. 2: Reaccion de formacion de éteres de los colorantes vinilsulfonicos con
celulosa (Cegarra, 1980).

El grupo croméforo constituye la parte de la molécula que le da el color
caracteristico. Los croméforos mas importantes son: los azo (N=N), carbonil (-
C=0), metan (-CH=), nitro (-NO>) y quindnicos (Dos Santos et al., 2007).

La mayoria de colorantes utilizados en la industria textil son los de tipo azo
(-N=N) (Kiyoharu et al., 2002), aproximadamente el 70% de los colorantes textiles
de los diez mil colorantes manofacturados (Bras et al., 2004). Los colores mas

comunes de este tipo son el amarillo, el naranja y el rojo (Dos Santos et al., 2007).

Los colorantes azo son generalmente recalcitrantes a la biodegradacion por

sus estructuras complejas y de naturaleza xenobidtica que requieren de
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tratamientos anaerobios para su mineralizacion (Khalid et al.,, 2007). En la
presente investigacion se intenta remover los colorantes reactivos azo Rojo 141,
Azul Navy 171 y Amarillo 84 (figura. 1.3).

SOszNa
s NHg
N=N N=N HMN
yN —~.<
NaO3S >—NH NaO3S SOzNa HN-{"’ S0OzNa
CI CI
Azul Navy 171
CI
HN—(\ ,)—NH

S o S Ty Yo ¥ il S
SO3sNa NaO3S SOsNa NaOgS
NaO3S SO3Na

SO3Na NaO3S
Amarillo 84
CI CI
SOsH HO HN—( ‘)—NH OH
o ey 3 OO
HO. SO H HO3S
SOsH SOzH

Rojo 141

Figura 1. 3:Estructuras moleculares de los colorantes reactivos textiles Azul Navy
171, Amarillo 84 y Rojo 141 (Bell y Buckley, 2003).

Estudios realizados como los de Rajaguru et al., 2002 y Umbuzeiro et al.,
2005 indican que los colorantes azo especialmente, contribuyen a la actividad
mutagénica del suelo y de las aguas superficiales contaminadas por efluentes

textiles, ademas de las afecciones relacionadas a la presencia de color en aguas

10



superficiales como la obstruccion de la entrada de luz y la transferencia de

oxigeno al cuerpo de agua, afectando a la vida acuatica (Pandey et al., 2007).

Otra parte de la molécula del colorante es el llamado auxocromo, grupo
gue ayuda a intensificar el color del cromoforo. Los auxocromos mas importantes
son: amina (-NHgz), carboxil (-COOH), sulfonato (-SO3H) e hidroxilo (-OH). El grupo
sulfonato le da gran hidrosolubilidad al colorante (Dos Santos et al., 2007), lo que
permite deducir que gran parte del colorante afiadido en el proceso de este tipo se

ird en el agua residual.

En resumen, los colorantes reactivos estan conformados basicamente por
tres partes: 1) el grupo reactivo que reacciona con la tela ya sea formando esteres
0 éteres de celulosa 2) un grupo cromoforo que es el que le da el color a la
molécula y 3) uno o varios auxocromos que intensifican el color del cromoforo. La
capacidad de biodegradacion del colorante depende principalmente de la
naturaleza quimica del cromoéforo, asi por ejemplo los colorantes azo con grupos
hidroxilo o grupos amino son mas susceptibles a la biodegradacion que aquellos

con grupo metil, metoxi, sulfo o nitro (Supaka et al., 2004).

1.4.4.- Tratamiento de aguas residuales de tipo tex il

El tratamiento de efluentes contaminados consiste en el conjunto de sub
tratamientos primarios, secundarios Yy terciarios aplicados para retirar
contaminantes presentes en el agua residual. Los tratamientos primarios son de
caracter fisico-quimico y tienen como objetivo retirar sélidos en suspension,
coloides, metales pesados, aceites y grasas. Los tratamientos secundarios son
utilizados para retirar materia organica del agua. Finalmente los tratamientos

11



terciarios son aplicados para remover sales disueltas, microcontaminantes y para
alcanzar una depuracion fina del liquido. Todos estos tratamientos son aplicados

en las aguas residuales de tipo textil (Rodriguez et al., 2006).

Los tratamientos primarios comprenden procesos como: homogenizacion,
cribado, neutralizacion, coagulacion y floculacion, decantacion y filtracion. Los
tratamientos terciarios incluyen un conjunto de técnicas especificas como el
arrastre de vapor con agua y aire, procesos de membrana, intercambio iénico,
adsorcion con carbon activado, procesos de oxidacion, procesos de reduccion y
precipitacion quimica, para mejorar la calidad del agua posterior al tratamiento
secundario. Los tratamientos secundarios son procesos biologicos aplicados para
remover materia organica presente en el agua. Este tipo de tratamiento requiere la
presencia de microorganismos como son bacterias aerobias, anaerobias,
facultativas y hongos en cultivos puros y mixtos (Pandey et al., 2007). Los
microorganismos involucrados remueven materia organica y nutrientes (Nitrégeno

y el Fosforo por ejemplo), como parte de su metabolismo (Rodriguez et al., 2006).

Por las caracteristicas de solubilidad y estabilidad que poseen los
colorantes reactivos no pueden ser removidos por floculacion, sedimentacién o
adsorcion. El tratamiento bioldégico es una opcién de tratamiento de efluentes
contaminados por colorantes reactivos, que requerira previamente mejorar la
relacion DBO/DQO en promedio igual a 0,35, a un minimo de 0,6 (Mansilla et al.,
2001).

Dentro del tratamiento biolégico con el uso de bacterias, tanto condiciones
aerobias como anaerobias han sido estudiadas, principalmente en cuanto a la
ruptura del doble enlace —N=N- que caracteriza a los colorantes azoicos (Supaka

et al.,, 2004). La ruptura de este enlace requiere la presencia de agentes
12



donadores de electrones, los cuales tomaran como aceptor final el enlace azo. En
condiciones aerobias, el oxigeno compite con el colorante por los electrones
convirtiéendose en el aceptor final (Sen y Demirer, 2003). Los colorantes azo
contienen sustituyentes de grupos nitro y sulfénicos recalcitrantes para las
bacterias aerobias (Dos Santos et al., 2007). Los microorganismos anaerobios a
mas de generar electrones para la ruptura del enlace azo, permiten alcanzar un
bajo potencial redox necesario para una decoloracién eficiente del agua (Dos
Santos et al., 2004). De ahi que el tratamiento mas recomendable es el uso de

bacterias anaerobias.

Bajo condiciones anaerobias se desarrollan microorganismos que tiene la
propiedad de tolerar bajas concentraciones de oxigeno, tal es el caso de algunas
especies pertenecientes a los géneros Actynomices, Propionibacterium,
Lactobacillus, Clostridium, entre otros. Cuando en el medio existen bajas
concentraciones de oxigeno, se desarrollan las especies anaerobias
aerotolerantes a condiciones especificas de pH; Lactobacillus por ejemplo, puede
desarrollarse a un pH de 4 (Rivas y Mota, 2006). Pese al desarrollo de
microorganismos aerobios mientras exista oxigeno disponible, de acuerdo a Bras

et al., 2005, aquellos encargados de la remocion de color seran los anaerobios.

Los microorganismos removedores, pueden actuar en forma de cultivos
mixtos y de cultivos puros. Los cultivos mixtos son los mas utilizados porque
pueden actuar sobre un mayor espectro de colorantes textiles que los cultivos

puros, obteniendo mejores resultado (Dos Santos et al., 2007).

La decoloracion por cultivos mixtos tanto como por cultivos puros, requiere
generalmente de un sustrato alterno que constituya el donador de electrones para

la ruptura del enlace azo; entre los posibles co-sustratos estan el extracto de
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levadura, peptona y la glucosa (Haroun e Idris, 2009). En condiciones andxicas, la
eficiencia de la glucosa como sustrato alterno dependera del indculo. Los estudios
consultados demuestran que los resultados obtenidos son muy variados (Pandey
et al., 2007). Kapdan et al., 2000, Huag et al., 1991, Chang et al., 2001 y Chen et
al., 2003 demostraron que Sphingomonas xenophaga cepa BN6 logra buenos
niveles de decoloracion de Amarillo reactivo 3 en presencia de glucosa mientras
que Pseudomonas leuteola, Aeromonas sp. y algunos cultivos mixtos alcanzan
resultados poco favorables, debido posiblemente a la caida de pH por la formacion
de acidos o a la represion catabodlica (Pandey et al., 2007). Sin embargo, es casi
generalizado el uso de un co-sustrato para alcanzar altos porcentajes de remocién

de color.

1.4.5.- Mecanismos de remociéon de color empleados p or bacterias

anaerobias

El proceso anaerdbico de remocion de colorantes azo radica en la ruptura
del doble enlace —N=N- mediante un proceso que comprende la transferencia de
cuatro electrones, equivalentes reductores que actian sobre el enlace. El proceso
de ruptura se divide en dos fases, cada una implica la transferencia de dos

electrones al enlace azo que es el aceptor final (figura 1.4).

(R1-N=N-R,) + 2e” + 2H" — R;-HN-NH-R; (hidrazo intermediario)

(R1-HN-NH-R,)+2e” + 2H" — R;-NH, + Ro-NH; (ruptura del enlace azo)
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Equivalentes de reduccion

R—N=N-R’ ( j R-NH, + R'=NH,

2[NAD(P)H + H'] 2NAD(P)*
Complejos de /L J\ Intermediarios
carbono - organicos

Deshidrogenasas

Figura 1. 4: Hipotesis de decoloracion por accion bacteriana (Yoo et al., 2001).

No se conoce con exactitud si se trata de un mecanismo de ruptura intra o
extra celular. La hipotesis mas aceptada es que muchas bacterias posen enzimas
citoplasmaticas especificas que actian como azo reductasas y que bajo
condiciones anaerobias transfieren electrones mediante flavinas solubles a los
colorantes azo. Sin embargo, se cree que la ruptura del enlace azo es un proceso
extracelular, ya que colorantes azo sulfonados de alta polaridad no pueden
penetrar la membrana de la célula. Estas propuestas han sido corroboradas por
investigaciones en las que se observa mayor eficiencia de remocion en extractos
celulares en comparacion al uso de células completas (Russ et al., 2000, Stolz,
2001).

El mecanismo de ruptura requiere de la participaciéon de un co-sustrato,
mediadores y el colorante azo. En cada paso se dan reacciones enzimaticas
encargadas de la reduccion. En primer lugar, el co-sustrato en estado reducido
que se oxida por accion enzimatica. Estas enzimas que actdan oxidando el
sustrato, reducen a los mediadores que se encuentran en estado oxidado. Los
mediadores pueden ser compuestos de flavina como son la Flavina Adenina
Dinucleodtido, la Flavina Adenina Mononucledtido y la riboflavina, asi como

compuestos quindénicos como son la antraquinona 2,6-disulfonada (AQDS),
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antraquinona-2-sulfonada (AQS). Los mediadores son reducidos por enzimas no
especificas convirtiéndose en el primer aceptor de electrones del co-sustrato que
es el donador. Finalmente los electrones son quimicamente transferidos al
colorante azo como aceptor terminal de electrones con la consecuente

regeneracion del mediador (Dos Santos et al., 2004).

Un factor importante en los mecanismos de remocion de color, es el tipo de
respiracion que llevan a cabo los microorganismos. Bajo condiciones anaerobias
existen varios tipos de respiracion clasificados de acuerdo al aceptor final de
electrones, entre los que se encuentran la acetogénesis, desnitrificacion y
reduccion del sulfato (Madigan, 2003). Cada uno de estos procesos, tolera la
presencia de diferentes concentraciones de oxigeno; tal es el caso de la
nitrificacion y la sulfato reduccién, cuyos microorganismos pueden sobrevivir y
desarrollarse en condiciones andxicas (Rivas y Mota, 2006). Las bacterias
metanogénicas por el contrario, necesitan condiciones de anaerobiosis mas

estrictas para su supervivencia (Ritman y McCarty, 2001).

Bacterias anaerobias facultativas en bajas concentraciones de oxigeno y
una fuente de carbono facilmente biodegradable como la glucosa, reducen el
nitrato a nitrdgeno gaseoso o0 a 6xido nitroso (N2O) y el 6xido nitrico (NO) por un
proceso de desnitrificacion en el que intervienen enzimas nitratoreductazas
presentes en bacterias anaerobias facultativas (Llavador, 2005). Cuando los
sulfatos son los aceptores de electrones, se lleva a cabo un proceso de
respiracion que comienza con la adenilacion del sulfato para formar adenosina 5-
fosfosulfato (APS), el cual es reducido por una enzima APS reductaza a sulfito
(SOs). En presencia de una fuente de carbono donadora de electrones el ATP
requerido es proporcionado por la fermentacién del sustrato de carbono. En el

proceso, los electrones son transportados de las enzimas hidrogenasas a las
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enzimas APS reductasas que conjuntamente con la sulfito reductasa concluyen la

reduccion del sulfato a sulfuro de hidrogeno (H,S) (Arnd et al., 2000).

1.4.6. Obtencion de microorganimos en condiciones a  naerobias a nivel de

laboratorio para su aplicacion al tratamiento de ag uas residuales.

Los microorganismos removedores de color pueden provenir de fuentes tan
variadas como aguas residuales, lodos activados, suelo, entre otros., que deberan
ser cultivados en un medio rico en nutrientes que permita aumentar su poblacion.
Lo recomendado es el uso de agua residual sintética, la cual consiste en un medio
mineral con una fuente de carbono, y el colorante que se pretende remover
(Supaka et al.,, 2004). Estas condiciones al ser controladas, permitiran medir la
decoloracion del medio ya sea por patrones de comparacion de color o por
espectrofotometria; este ultimo es el mas utilizado por su precision (Dos Santos et
al., 2007).

La seleccion de microorganismos en condiciones anaerobias parte del
cultivo en medios selectivos sélidos o liquidos. Entre los sélidos se encuentran el
agar sangre, agar chocolate y agar MacConkey. El medio liqguido de mayor uso es
el Tioglicolato (Rivas y Mota, 2006), el cual tiene un indicador colorimétrico
llamado Resazurina sodica que toma un color rosado en presencia de oxigeno y

amarillento en su ausencia.

Para conocer si los microorganismos cultivados en Tioglicolato poseen la
capacidad de remover colorantes textiles, deben ser cultivados en medio mineral
en presencia de color (agua residual sintética), con una fuente alterna de carbono
como la glucosa o el extracto de levadura, que de acuerdo a Moosvi et al., 2005,
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parece ser obligatoria en el funcionamiento de bacterias con capacidad de
decolorar. Las concentraciones iniciales de color pueden ir desde los cincuenta a
los cuatrocientos ppm. Se recomienda que el pH del medio inicial sea seis o
cercano, y que no descienda de cinco punto cinco. Los microorganismos que se
desarrollen tendran la capacidad de resistir y/o tolerar el colorante y podran ser

aislados posteriormente para obtener cultivos puros (Moosvi et al., 2005).

Para llevar el indculo seleccionado al tratamiento de aguas residuales de
tipo textil, la biomasa en primer lugar, debe ser estabilizada en un reactor en agua
residual sintética. Naimabadi et al., 2009 recomienda afadir el colorante en
concentraciones bajas inicialmente (30 mg/L) hasta alcanzar 100 mg/L al dia 83
dias, 250 mg/L al dia 112 y 350 mg/L al dia 133. De esta manera se evitara que la
biomasa se inhiba por el alto nivel de estrés. Una vez estabilizada la biomasa, el
reactor puede ser alimentado con agua residual real, mejorando la relacién
DBO/DQO en un nivel minimo de 0.6 (Mansilla et al., 2001).

1.5.- Sistema de hipoétesis

El inéculo compuesto seleccionado removera los colorantes textiles

reactivos en estudio, bajo condiciones anaerobias.
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CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

2.1 Participantes

La investigacion fue llevada a cabo como parte del proyecto “Obtencion de
un in6culo bacteriano nativo compuesto capaz de degradar contaminantes tipicos
en efluentes de industrias textiles, para que sea utilizado como biomasa en plantas
de tratamiento biolégico de aguas residuales a escala real”, financiado por la

Escuela Politécnica del Ejército.

La empresa Textil Tornasol contribuyd con la donacion de los colorantes
reactivos Azul Navy 171, Rojo 141 y Amarillo 84, para el desarrollo de la

investigacion.

El Programa de Saneamiento Ambiental del Distrito Metropolitano de Quito
contribuy6 con el informe “Caracterizacion de las Descargas de Aguas Residuales
al Rio Machangara”, gracias al cual, se pudo seleccionar y reconocer los

colectores de donde se tomaron las muestras.

Las personas que participaron en esta investigacion fueron: Irina Moncayo
en la planificacion y desarrollo de la investigacion, M. Sc. Alma Koch como

directora de tesis y Soledad Benitez Ph.D como co-directora de tesis.
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2.2 Zona de Estudio:

2.2.1 Laboratorio de investigacion:

La investigacion fue realizada en el Laboratorio de Microbiologia ubicado en
el Centro de Investigaciones Cientificas de la Escuela Politécnica del Ejército,
localizada en la Av. Gral. Rumifiahui s/n Sangolqui — Ecuador.

2.2.2 Zonas de muestreo:

Los muestreos fueron llevados a cabo en dos colectores con descargas

industriales al rio Machangara:

- Punto de Referencia “El Recreo”:

La ubicacién geografica es 775515 E 9971714 N (DATUM WGS84); a una
altitud de 2809 m.

- Colector Teodoro Gémez de la Torre:

La ubicacion geografica de este sitio corresponde a 775567 E 9971852 N
(DATUMWGS84); y a una altitud de 2823 m.

2.3 Periodo de tiempo de investigacion:

2.3.1 Fecha de inicio de la investigacién:  Enero 2009
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2.3.2 Fecha de fin de investigacion:  Noviembre 2009

2.4 Disefo:

La experimentacion estuvo dividida en varias fases, cada una fue evaluada

independientemente de la siguiente manera:

Fase 1.- Obtencion de in6culos microbianos a partir de muestras colectadas,

bajo condiciones anaerobios (evaluacion cualitativa ):

En esta fase Unicamente se evalué si los inéculos tenian la capacidad de
crecer bajo condiciones anaerobias, cultivando los indculos en el medio selectivo
Tioglicolato de acuerdo a lo recomendado por Rivas y Mota, 2006. Fueron
seleccionados aquellos in6culos que presentaron crecimiento bajo las condiciones

de estudio.

Fase 2.- Seleccion de in6culo bacteriano bajo condi  ciones anaerobias con

capacidad de remover los colorantes en estudio:

La seleccion del ino6culo se hizo midiendo la reduccion de color por
espectrofotometria, de acuerdo a lo sugerido por Dos Santos et al.,, 2007, y
organizando los datos obtenidos dentro de un Disefio Experimental
Completamente al Azar (DCA), en el que cada indculo constituyé un tratamiento
diferente. De cada tratamiento se hicieron tres repeticiones. Para cada color se

aplicé un DCA vy la variable evaluada en todos los casos fue el porcentaje de
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remocion de color. Se analiz6 si habia diferencia significativa entre los porcentajes
de remocién de los tratamientos aplicados mediante el ANOVA de un factor. Se
uso la prueba de Tukey para observar como se ubicaban los datos obtenidos en
grupos de homogeneidad y asi seleccionar el inéculo con mayor capacidad de

remover color.

Fase 3.- Evaluacion de efecto del pH en la remocion  de color:

Para verificar que la remocion de color fue provocada por accion bacteriana

y no por el cambio de pH del medio, se hicieron tres experimentaciones diferentes:

Fase 3.1.- Disminucién de pH del medio de cultivo u tilizando &cido
clorhidrico:

Para esta fase se evalu6 la disminucion de color relacionando porcentaje de
pérdida de color con el pH del medio, debido a la sensibilidad que los colorantes
presentan a las modificaciones de este parametro, como lo especifica Cegarra,
1981. Se obtuvo el porcentaje promedio de color perdido por un cambio promedio

en el nivel de pH.

Fase 3.2.- Uso de solucion tampén fosfato pH 6 para  mitigar el cambio de pH
en el medio de cultivo y evaluacion de remocion de color en presencia de la

misma:

El objetivo de esta fase fue determinar una concentracion adecuada de

solucion tampon fosfato pH 6, para agregar al medio de cultivo y mitigar los
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cambios de pH generados como resultados de la accion bacteriana anaerobia,
similar a lo realizado por Bras et al., 2005. Se probaron cinco concentraciones de
solucion tampédn fosfato pH 6 en el medio de cultivo, para cada color por separado.

La experimentacion fue organizada en tres partes, una para cada color.

Para cada uno de los colorantes se aplic6 un DCA de cinco tratamientos
(uno por cada concentracion de solucidon tampon), con tres repeticiones cada uno.
Se realiz6 un ANOVA para determinar si existian diferencias significativas entre
las concentraciones de solucion tampén fosfato pH 6 usadas, a partir de los
porcentajes de remocién calculados. Se aplicé la prueba de Tukey para cada DCA
con la finalidad de determinar, de acuerdo a los grupos de homogeneidad
formados, la concentracion ideal de tampdn a utilizar en fases posteriores de la

experimentacion.

Fase 3.3.- Elevacion de pH en medios de cultivo con  pH bajo y evaluacion de

recuperacion de color:

Se elevo el pH de medios de cultivo después de la accidn bacteriana hasta
alcanzar el pH original del medio y se evalud la recuperacién de color obteniendo

el porcentaje medio de color recuperado por un nivel promedio de pH elevado.

Fase 3.4.- Evaluacion de estabilidad de colorante e n el medio Jiang et al.,
2004 modificado, utilizado en la experimentacion:

Con la finalidad de evaluar la pérdida natural de color del medio de cultivo,
se cuantificé el porcentaje de remocion del colorante, al someter el medio de
cultivo a las condiciones de estudio. El porcentaje de pérdida se obtuvo a partir del

promedio de los porcentajes removidos naturalmente, calculando también la
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desviacion estandar para medir la dispersion de los datos y con ésta la fiabilidad

de los mismos.

Fase 4.- Evaluacion de la capacidad del indculo seleccionado, de remover
100 mg/L, 150 mg/L y 200 mg/L de colorantes Azul Navy 171, Amarillo 84 y
Rojo 141 del inéculo, bajo condiciones anaerobias, con 0 g/L, 2,5 g/Ly 5 g/L

de glucosa:

El disefio experimental consistié en un arreglo factorial de dos factores AxB
(Concentracion de glucosa y concentracion de colorante) con tres niveles cada
uno (tabla 2.1). Para cada colorante se aplico un arreglo factorial individualmente.
La concentracion 100 mg/L de colorante fue seleccionada porque ha sido
considerada en los trabajos de investigacion de remocion de color bajo
condiciones anaerobias consultados, como el de Supaka et al.,, 2004 y Bell y
Buckyel, 2003.

La base para la seleccion de la concentracion de glucosa, tambiéen fue
bibliografica. Trabajos de investigacion como los de Kalhid et al y 2008, Naimabadi
et al., 2009, ensayan el uso de concentraciones comprendidas entre 0 g/L a 5 g/L.
Fueron entonces seleccionados: 100 mg/L, 150 mg/L y 200 mg/L de colorante, con

0g/L, 2,59/Ly5 g/L de glucosa como co-sustrato.

El nidmero de tratamientos fue igual a 27 para cada color. De cada uno
hubo un blanco que correspondié al medio con color sin bacterias, el cual fue
utilizado para el analisis descriptivo de los datos obtenidos, pero no fue incluido en

el analisis de disefio experimental.
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2.5 Procedimientos

2.5.1 Preparacion de medio de cultivo Jiang et al., 2004 modificado, utilizado
en todos los ensayos realizados

El medio de cultivo utilizado en los ensayos del presente trabajo de
investigacion fue el medio de cultivo Jiang et al., 2004 modificado en la fuente de
calcio, magnesio y hierro, usando como fuente de carbono glucosa. La
composicion del medio fue: (NH4)2SO4 4 g/L; MgS0O,4.7H,0, 1,4 g/L; NaCl, 0,7 g/L,
CaS0,4.2H,0, 0,08 g/L; K;HPO4, 1 g/L; KH,POy, 2 g/L, EDTA-Fe, 0,3 g/L y glucosa.

Los colorantes reactivos de la investigacion, fueron afiadidos al medio de

cultivo estéril después de filtrarlos en membranas de 0.2 pm.

Para evitar la formacién de precipitados en los medios de cultivo, fue
necesario que las soluciones stock sean esterilizadas por separado, enfriadas y
unidas a temperatura ambiente. Una vez preparada la solucion completa, se
afadio el colorante en la cantidad necesaria para alcanzar las concentraciones de
100 mg/L, 150 mg/L y 200 mg/L. Finalmente, el volumen fue completado con agua

esteéril fria.

2.5.2 Coleccién de muestras con microorganismos en el Rio Machanga, en
agua residual de lavado de una industria textii y m  uestras en medio de
cultivo Jiang et al., 2004 con colorantes directos Azul 106 y Rojo 23,

expuestos al aire.
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Las muestras que sirvieron para la experimentacién, provinieron de tres
diferentes fuentes. Las primeras (muestras I1 e 12) fueron obtenidas por muestreos
compuestos en los colectores Teodoro Goémez de la Torre y el Recreo (figura 2.1).
Estos colectores fueron seleccionados por dos razones fundamentales: 1.- ambos
descargan al rio Machangara aguas residuales provenientes de industrias,
incluyendo la textil (PSA, 2008); y 2.- estos colectores son de relativo facil acceso.

Figura 2. 1: Colectores muestreados a) Teodoro Gomez de la Torre y b) Punto de
referencia El Recreo, en el rio Machangara.

De acuerdo al estudio realizado por el Programa de Saneamiento Ambiental
de la EMAAP-Q, las horas de descarga con mayor carga de DQO son en la
mafiana, de ahi que los muestreos fueron realizados de 9:45 a 11:48 y de 10:30 a

12:15 en los colectores Teodoro GoOmez de la Torre y El Recreo, respectivamente.

El muestreo compuesto fue realizado de acuerdo a lo especificado por La

Direccion de Medio Ambiente, 1998, el cual consistié en seleccionar una zona de
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homogeneidad, donde era visible que el agua a muestrear permanecia estancada
por periodos indefinidos de tiempo. Las bacterias en estas zonas estarian
mayormente adaptadas a los contaminantes descargados en estos puntos de

muestreo por la exposicion continua a los colorantes.

Una vez seleccionado el lugar, se procedié a enjaguar con el agua del
punto de muestreo la parte interior del balde donde se recogieron los voliumenes
colectados y la jarra graduada usada para la colecta de las muestras. Cada quince
minutos se tomaron 120 mL de agua, se midié pH y temperatura utilizando un pH
metro Hanna HI 9026 con el objetivo de conocer a qué condiciones estaban las
bacterias sometidas en el momento de la colecta de la muestra. El tiempo total de
muestreo fue de dos horas en el Colector “Teodoro Gomez de la Torre” y de una
hora y media en el punto de referencia “El Recreo” en el rio Machangara. La
diferencia del tiempo en la coleccion de las muestras radicé en las condiciones
climaticas de los dias de muestreos. El muestreo en el punto de referencia “El
Recreo” fue interrumpido por una fuerte lluvia a la hora y media de iniciado el
proceso, lo que obligd a disminuir el tiempo de coleccién. Cada litro colectado en
los puntos muestreados, fue depositado en el balde durante el tiempo que duré el

proceso.

Una vez tomados los nueve litros en dos horas de muestreo en el colector
“Teodoro Gomez de la Torre” y los siete litros en el punto de referencia “El
Recreo”, fueron homogenizados y tanto el pH como la temperatura de la muestra
compuesta registrados. Posteriormente se enjuagé el interior de los recipientes
plasticos donde se almacend la muestra con el agua colectada y se los llené hasta
el borde. Los recipientes fueron transportados inmediatamente al laboratorio en
condiciones de refrigeracion y almacenadas una vez en él, en la refrigeradora. Las
muestras permanecieron durante dos meses refrigeradas antes de comenzar el

ensayo.
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Las segundas muestras (I3 e 14), fueron obtenidas del agua residual
proveniente del proceso de lavado una industria textil. Estas muestras fueron
utilizadas para la seleccion de inoculos porque de acuerdo a Pefia y Tobdn, 2006,
es posible encontrar microorganismos removedores, en |os mismos
contaminantes. El muestreo consisti6 en colectar un litro de agua de lavado
proveniente de una maquina de tintura de colores oscuros. La coleccion se hizo
con una jarra plastica directamente de la descarga de la maquina y fue envasada
en una botella plastica de un litro. La muestra fue trasladada al laboratorio en un
cooler. Una vez en el laboratorio, el liquido colectado fue distribuido en botellas de
vidrio. Una parte de las botellas fue almacenada a 4T y otra parte mantenida a
temperatura ambiente. Después de dos semanas, dos botellas (una

correspondiente a cada muestreo), mostraron cambio de coloracion.

Finalmente, los dos ultimas muestras microbioldgicas (15 e 16), fueron
obtenidas por exposicion al aire de tubos de ensayo con medio de cultivo de Jiang
et al., 2004 modificado, con colorante directo rojo y azul respectivamente, por 10
minutos. Posteriormente fueron tapados e incubados a temperatura ambiente

hasta que se observo reduccion de color.

2.5.3 Obtencién de in6culos bacterianos a partir de muestras colectadas,

bajo condiciones anaerobias

Uno de los objetivos de la investigacion fue seleccionar bacterias con
capacidad de remover color. Los ensayos estuvieron enfocados a la
experimentacion con bacterias, sin embargo, se habla de muestras microbianas
porque al ser compuestas, estuvieron posiblemente conformadas por otro tipo de

microorganismos. Ya que las técnicas utilizadas fueron para el cultivo y conteo de
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bacterias, a partir de este momento se hablara unicamente de bacterias y no de

microorganismos.

Ya que las bacterias fueron obtenidas bajo condiciones aerobias, fue
necesario primeramente seleccionar una fuente bacteriana que tenga la capacidad
de actuar bajo condiciones anaerobias. Para el efecto, una alicuota de las
muestras colectadas fue sembrada en medio Tioglicolato (Peptona de caseina (15
g/L), Extracto de levadura (5 g/L), D-glucosa (5,5 g/L), L-cisteina (5g/L), Cloruro de
sodio (2.5 g/L), Sodio tioglicolato (0,5¢/L) y Resazurina sédica), de acuerdo a lo
recomendado por Rivas y Mota, 2006. Cuando el medio de cultivo tioglicolato
presenta una coloracion totalmente amarillenta, no hay presencia de oxigeno,
mientras que una coloracion rosa indica la presencia de la molécula (Benson,
1994).

El cultivo de las bacterias fue realizado de acuerdo a Benson (1994). Se
tomaron 0,1 mL de cada fuente de bacterias (inéculos colectados) y se colocaron
en 10 mL de medio tioglicolato. Los tubos de ensayo inoculados fueron incubados
en una incubadora Wiscube, bajo condiciones anaerobias. El tiempo de incubacion

fue de 48 horas y la temperatura 35<C.

Se seleccionaron los indéculos que presentaron crecimiento bajo las

condiciones de estudio.

Los inoculos que crecieron en condiciones anaerobias en el medio
tioglicolato fueron sembrados e incubados en 10 mL de medio salino de Jiang et
al., 2004 modificado, en tubos de ensayo bajo las mismas condiciones de

anaerobiosis, durante 48 horas a una temperatura de 35T, con el objetivo de
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adaptar a las bacterias a una menor cantidad de nutrientes. Estas bacterias fueron

utilizadas como in6culo en la siguiente fase de experimentacion.

2.5.4 Seleccién de indéculo bacteriano bajo condicio  nes anaerobias con

capacidad de remover los colorantes en estudio.

Los indculos bacterianos que mostraron crecimiento bajo condiciones
anaerobias en el medio de Jiang et al., 2004 modificado (cultivo madre), fueron
sembrados en el medio Jiang et al., 2004 modificado, enriquecido con 100 mg/L
de colorantes textiles reactivos Azul Navy 171, Rojo 141 y Amarillo 84 por
separado, para seleccionar el mejor inéculo removedor. El pH del medio de cultivo
fue de 6.

En cada tubo con colorante, se sembré 0,1 mL del cultivo bacteriano madre,
con una densidad celular de alrededor de 3 x 10 UFC/mL determinada por conteo
en siembra profunda. De cada indculo, se hicieron tres repeticiones para cada
colorante. La variable evaluada fue el porcentaje de reduccion de color calculado
por la relacion establecida entre la lectura espectrofotométrica antes y después de

la accion bacteriana, similar a lo realizado por Moosvi et al., 2005.

Para la medicion de color se utilizd el método espectrofotométrico
recomendado por Dos Santos et al., 2007. Las longitudes de onda empleados
durante la experimentacion estuvieron basadas en los estudios de Bell y Buckley,
2003, Russ et al., 2000 y Harrelkas et al., 2008 para los colores rojo, amarillo y
azul respectivamente. Se utilizaron seis diferentes longitudes de onda para cada
color, con el objetivo de obtener varios valores de absorbancia que formen una

curva (tabla 2.1). Para el analisis estadistico Unicamente se tomo el valor de la
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longitud de onda mas sensible, es decir, la que mayor valor de absorbancia dio

(620 nm para el azul, 410 para el color amarilloy 530 nm para el color rojo).

Tabla 2. 1: Longitudes de onda utilizadas durante toda la experimentacion para la

medicion de los colores amarillo, rojo y azul.

Colorante Longitudes de onda (nm) utilizadas para la medicién espectrofotométric a

Amarillo 84 350 370 390 410 430 450
Rojo 141 490 510 530 550 570 600
Azul 171 590 600 610 620 630 640

Las lecturas espectrofotométricas fueron tomadas cada tres dias durante
quince dias, hasta que uno de los inéculos alcanz6é un porcentaje de remocién
cercano o superior al 90%. El porcentaje de reduccion se calculé utilizando la

siguiente formula:

N Absorbancia inicial — Abserbancia final
U de remocionde color = Absorbam cia imicial + 100

Para el analisis estadistico, los datos fueron tomados de la siguiente
manera: por dia se obtuvieron tres valores de absorbancias diferentes

correspondientes a cada repeticion, por indculo y para cada color por separado.

Con estos valores se hizo un promedio por dia y se elaboré una curva
Absorbancia vs. Tiempo para observar la remocion de color a través del tiempo. A
partir de estas absorbancias se obtuvo el porcentaje de remocién para cada
indculo en estudio. Como control, se realizaron las curvas de las tres lecturas por

dia y por separados y se observo que las tendencias fueron las mismas.
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Para determinar si hubo diferencia significativa en los porcentajes de
remocién alcanzados por los in6culos en estudio, se realiz6 un ANOVA de un
factor, posterior a la obtencion del estadistico de Leven bajo el cual se comprob6
la homogeneidad de varianzas. Los datos correspondientes al color rojo, debieron
ser transformados elevandolos al cuadrado, para alcanzar un valor de Levene
superior a 0,05. Finalmente, se aplic6 la prueba de Tukey para observar los
grupos de homogeneidad en los que se agruparon los in6culos. Cada color fue

evaluado por separado.

Una vez determinado el tiempo necesario para que la reduccion del color
alcance el 90% partiendo de la misma concentracién de inoculo, el ensayo fue
repetido haciendo uUnicamente dos mediciones: una al inicio y otra al final del
tiempo establecido, para determinar la remociébn en ausencia completa de

oxigeno.

2.5.5 Andlisis de pérdida de color por cambio de pH en medios de cultivo con
colorante y recuperacion de color por modificacione s de pH posterior a la

accion bacteriana del in6culo seleccionado

El uso de colorantes reactivos en la tinturacion de las telas, requiere de un
control del pH estricto, ya que por variaciones de pH, estos colorantes pueden
experimentar cambios en su tonalidad (Cegarra, 1981). Por este motivo, se
hicieron los analisis detallados a continuacién, los cuales permitieron evaluar si la
decoloracion de los medios se debia a la accion bacteriana (ya sea por
metabolismo o adsorcién), o solamente a un cambio de color debido a los pH

acidos alcanzados, posterior al metabolismo bacteriano.
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2.5.7.1 Efecto de la reduccién de pH con solucién d e Acido Clorhidrico 1N,

en medios de cultivo con colorante en ausencia de b acterias

El objetivo de este ensayo, fue determinar el porcentaje de pérdida de color
debido a la acidificacion del medio, ya que durante el ensayo, el pH del medio de
cultivo, descendio a niveles alrededor de 4.

Para cada colorante se prepararon cuatro tubos con 10 mL de medio de
cultivo de Jiang et al., 2004 modificado, enriquecido con 100 mg/L de colorante y 5
g/L de glucosa como fuente de carbono, con el objetivo de asegurar la presencia

de un donador primario de electrones (Dos Santos et al., 2004).

Se midio el pH inicial y el color por espectrofotometria. Posteriormente se
bajo el pH con una solucion de acido clorhidrico 1IN a un pH alrededor de 3,5 — 4.

Se incubd el medio libre de bacterias a 35T por 6 dias.

Una vez terminado el tiempo de incubaciéon, se midi6 nuevamente el color
por espectrofotometria a las longitudes de onda especificadas en la tabla 2.1 y se
registré el pH final. Con las lecturas espectrofotométricas iniciales y finales a la
longitud de onda mas sensible, se calculo el porcentaje de remocidn. A partir de
los datos obtenidos, se establecio el porcentaje de pérdida de coloracion por

accion del acido clorhidrico sobre el nivel de pH.
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2.5.7.2 Uso de solucion tampon fosfato a pH 6 en m  edio de cultivo.

Para mitigar el efecto de la variacion de pH por los metabolitos presentes,
se incluy6 en el medio de cultivo de Jiang et al.,, 2004 modificado, una solucion
tampodn fosfato a pH 6 preparada con 438,5 mL de una solucién de 46 g/L de
NaH,PO,y 61,5 mL de una solucién de 56,8 g/L de Na,HPO,.

Se hicieron pruebas agregando 0.071, 0.143, 0.214 y 0.286 mL de
tampon/mL de medio, al medio de cultivo enriquecido con 100 mg/L de colorante.
Se midié el pH y el color espectrofotométricamente a las longitudes de onda
especificadas en la tabla 2.1 para cada color. Cada tubo fue inoculado con 0,1 mL
del inéculo activado, cuya densidad celular media fue de 76x10° UFC/mL, y se
incubd por 6 dias a 35C en una camara gas pack. Finalizando el sexto dia, se
midio el pH final y el color por espectrofotometria a las longitudes de onda
anteriormente especificadas. Los ensayos se hicieron para cada color por

separado en tubos de ensayo.

El experimento fue organizado en un Disefio Completamente al Azar (DCA)
para cada colorante, de 5 tratamientos (cada concentracion tampoén), con tres
repeticiones cada uno. Para determinar la diferencia entre tratamientos se realizé
un ANOVA posterior a la obtencion del estadistico de Levene. Los grupos de
homogeneidad fueron determinados por la prueba de Tukey, con los cuales se
selecciond una Unica concentracion de solucion tampon para los medios de cultivo

de los tres colores.
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2.5.7.3 Elevacion de pH del medio posterior a la ac cidén bacteriana del

in6culo seleccionado bajo condiciones anaerobias.

El objetivo de este ensayo fue medir el porcentaje de recuperacion de color,
al elevar el pH &cido alcanzado como consecuencia de la accién bacteriana, al
nivel inicial (antes de inocular con bacterias), para establecer si la pérdida de color

se debié al cambio de pH o a la accién bacteriana.

Para el efecto, medios de cultivo de Jiang et al., 2004 modificado, con 100
mg/L de colorante fueron inoculados con 0,1 mL de un cultivo madre de densidad
celular igual a 76x10° UFC/mL determinada por la técnica de siembra profunda
especificada por Benzon, 1994, e incubados por 6 dias a 35T. Antes de inocular
se midio el color espectrofotométricamente a las longitudes de onda especificadas

en latabla 2.1y el pH.

Una vez terminada la incubacion del ensayo se obtuvieron datos de pH y
absorbancia final. Posteriormente se elevd el pH con una solucion de hidréxido de
sodio 1 N, hasta alcanzar el pH del medio original (antes de la incubacién con
bacterias). Se dej6 que el hidroxido de sodio actuara por dos horas y se prosiguio
a medir nuevamente el pH y la absorbancia a las mismas longitudes. A partir de
las absorbancias registradas, se calcularon los porcentajes de remocién de color
antes y después de la modificacion del pH. Al restar ambos valores, se obtuvo el

porcentaje de recuperacion.

El andlisis de datos consistid en calcular la media de los porcentajes de
recuperacion y la media del cambio de pH de las unidades experimentales. Con
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estos datos se establecio el porcentaje de recuperacion de color por el nivel de
cambio de pH dado por la media. El andlisis fue realizado para cada colorante por
separado. Se obtuvo la desviacion estdndar de los datos para observar la

dispersion de los mismos.

2.5.7.4 Estudio de la estabilidad del colorante en el medio de cultivo Jiang et

al., 2004 modificado, sin cambios de pH

Para conocer la estabilidad del colorante en el medio de cultivo de Jiang et
al., 2004 modificado, y cuantificar el porcentaje de pérdida de color al someter el
medio de cultivo a las condiciones de estudio, se hizo un analisis de los medios de
cultivo con la concentraciéon de la solucién tampon seleccionada en la seccién
2.5.7.2 sin la presencia de bacterias. Inicialmente se midié el pH y el color
espectrofotométricamente a las longitudes de onda especificadas en la tabla 2.1
para cada color. Posteriormente los medios fueron incubados a 35 por 6 dias,
tiempo después del cual se midié el pH y el color espectrofotométricamente a las

mismas longitudes.

Para el analisis Unicamente se tomaron los datos a las longitudes de onda
mas sensible para cada color. Se obtuvo el promedio de cambio de pH y se lo
relacion6 con el porcentaje promedio de pérdida de color. Se calculd la desviacion

estandar de los datos para medir su dispersion.
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2.5.8 Cinética de crecimiento bacteriano vs. Remoci 6n de colorantes Azul
171, Amarillo 84 y Rojo 141.

Con la finalidad de relacionar el crecimiento bacteriano con la remocién de
color, se realizaron curvas de crecimiento utilizando la técnica de siembra
profunda. Se elabord una curva de crecimiento bacteriano en el medio de cultivo
Jiang et al., 2004 modificado, con 100 mg/L de colorante. Para cada color se hizo

una curva por separado.

Se inocularon 10 mL del cultivo madre de densidad celular igual a 2x10°
UFC/mL en 390 mL de medio fresco enriquecido con 100 mg/L de colorante y 5
g/L de glucosa como sustrato alterno. Se incub6 a 35T en un gas pack

manteniendo las condiciones de anaerobiosis mencionadas.

La curva de crecimiento se hizo por un periodo de incubacion de 15 dias.
Durante los primeros siete dias, se realizaron conteos cada ocho horas en agar
PCA, por siembra profunda. A partir del dia nueve se hicieron conteos cada 24
horas. Cada vez que se hizo un conteo se midi6 el color espectrofotométricamente
a las longitudes especificadas en la tabla 2.1 y el pH. Con los datos obtenidos se
elaboraron graficas de Remocion de color (mg/L) vs. Unidades formadoras de
colonias (UFC/mL) para observar la relacion entre estos dos parametros.
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2.5.9 Evaluacion de la r emocién de 100 mg/L, 150 mg/L y 200 mg/L de los
colorantes Azul Navy 171, Amarillo 84 y Rojo 141 de | Inéculo 15, bajo condiciones
anaerobias con 0 g/L, 2,5 g/L y 5 g/L de glucosa

Una vez establecida la curva de remocion de color vs. crecimiento
bacteriano, se procedié a aplicar el disefio experimental el cual consistié en un
arreglo 2 factorial dispuesto en un Disefio Experimental Completamente al Azar,
siendo la variable dependiente el porcentaje de remocion de colorante reactivo
Azul Navy 171, Amarillo 84 y Rojo 141. Los factores del disefio fueron la
concentracion de glucosa y la concentracion de color. Cada factor tuvo tres
niveles: 0 g/L, 2,5 g/L y 5 g/L de glucosa, y 100mg/L, 150 mg/L y 200 mg/L de
colorante. El nimero de repeticiones para cada interaccion entre factores fue tres,
obteniendo un numero total de unidades experimentales de 27. Cada colorante fue

evaluado individualmente.

Para cada repeticion se hicieron 200 mL de medio de Jiang et al., 2004
modificado, enriquecido con 100, 150 y 200 mg/L de cada colorante por separado.
Los medios fueron dispensados en frascos de tapa rosca de 250 mL. En cada
frasco se sembraron 7,5 mL de inéculo madre de densidad celular de 8,0 x 10’

UFC/mL. Una vez inoculados fueron cerrados completamente con tapa rosca.

Los medios inoculados fueron incubados a 35C por un mes. Se midio el
color por espectrofotometria a las longitudes de onda especificadas en la tabla 2.1,
cada dos dias durante las dos primeras semanas y cada cuatro dias durante las
dos ultimas semanas. Para los colorantes Rojo 141 y Amarillo 84, a los 15 dias de
incubacion, los medios fueron trasvasados a tubos de ensayo de 40 mL y se sigui6

con la experimentacion bajo las mismas condiciones.
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Para la medicidon espectrofotométrica se siguidé la metodologia empleada
por Coughlin et al., 1999. Se tomaron dos mL de medio en microtubos de dos mL,
los cuales fueron centrifugados a 10000 g durante 5 minutos con una centrifuga
Spectrafuge 24D. Se tomé el sobrenadante y se lo coloco en la cubeta de cuarzo

para medir en el espectro a las longitudes de ondas ya especificadas.

Ya que los valores de absorbancias sobrepasaban el limite detectable por el
espectro, para el color rojo en 200 mg/L y 150 mg/L de colorante, se realizaron
diluciones 750:750 (ul de medio: pl de agua) y 750: 500 respectivamente. Para
100 mg/L no fue necesario diluir. Para el color amarillo, también fue necesario
hacer diluciones para 200 y 150 mg/L de colorante, con proporciones de 750:500 y
1000:200 respectivamente. Para 100 mg/L no fue necesario diluir. En el caso del
azul no fue necesario hacer diluciones para ninguna de las concentraciones de

colorante.

A partir de los valores de absorbancia, se calcularon los porcentajes de
remocion de color, para cada colorante. Los datos analizados, correspondieron al

ultimo dia de medicioén.

2.6.- Andlisis de Datos:

El analisis fue realizado en el programa estadistico SPSS 15.0. Para el
andlisis del disefio experimental, primeramente se obtuvieron graficas de perfil,

para observar la interaccion entre factores. Para observar si habia diferencia entre
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los tratamientos aplicados, se realiz6 un ANOVA, posterior a la obtencion del
estadistico de Levene para comprobar la homogeneidad de varianzas (>0,05).
Para el color azul, fue necesario realizar una transformacion previa a la obtencion
del ANOVA, para no rechazar la hipotesis de homocesdaticidad de los datos. La
transformacion aplicada fue elevacion al cuadrado. Finalmente, se aplico la prueba
de Tukey al 0,05 de significancia, con la cual se obtuvieron los grupos de
homogeneidad.

Las gréficas descriptivas de cinética y porcentajes fueron hechas en el

programa Excel de Microsoft Office 2007.
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CAPITULO 3: RESULTADOS

3.1 Obtencién de inéculos bacterianos primario a pa  rtir de muestras
colectadas

Del muestreo realizado en el colector Teodoro Gomez de la Torre se
obtuvieron nueve lecturas de pH y temperatura correspondiente a cada muestra
puntual colectada, y un valor del nivel de pH y temperatura de la muestra
compuesta (tabla 3.1). En El Recreo se obtuvieron siete lecturas de niveles de pH
y temperatura de las muestras puntuales y una de la muestra compuesta. La
muestra compuesta en ambos casos fue utilizada para la experimentacion

posterior, siendo el volumen final utilizado un litro (11 e 12 respectivamente).

Tabla 3. 1: Temperatura y pH de las muestras puntuales y muestra compuesta
colectadas en el Colector Teodoro Gomez de la Torre.

Teodoro Gomez de la Torre El Recreo
N®de Hora de Temperatura Hora de Temperatura
muestra - pH - pH
recoleccién (T) recoleccion (T)
puntual
1 9:45 AM 7,67 16,60 10:30 AM 7,71 15,00
2 10:00 AM 7,55 15,40 10:45 AM 7,69 15,40
3 10:15 AM 7,51 16,10 11:00 AM 7,63 15,30
4 10:30 AM 7,42 16,70 11:30 AM 7,66 15,40
5 10:45 AM 7,81 17,60 11:45 AM 7,67 15,50
6 11:00 AM 7,54 15,60 12:00 AM 7,60 15,50
7 11:15 AM 7,54 15,20 12:15 AM 7,63 15,80
8 11:30 AM 7,54 15,30 Muestra 7,67 17,00
compuesta
9 11:46 AM 7,44 16,20
Muestra 7,46 17,30
compuesta

Del muestreo realizado en la empresa textil, se obtuvieron dos muestras
puntuales diferentes (I3 e 14) que mostraron cambio en la coloracion después de

aproximadamente dos semanas de su almacenamiento (figura 3.1).
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Figura 3. 1: Muestras obtenidas del proceso de lavado de una industria textil, que
cambiaron su coloracion después de dos semanas de almacenamiento a) indculo
3 y b) inéculo 4. A la derecha de cada figura se observa la muestra con el color
original, a la izquierda la muestra que cambio de coloracion.

A partir de tubos con medio Jiang et al, 2004 modificado, enriquecido con
100 mg/L de colorantes rojo directo y azul directo por separado, expuestos al aire,
se obtuvieron dos inoculos compuestos (15 e 16). Los tubos fueron seleccionados

porque mostraron reduccion de color (figura 3.2).

Figura 3. 2: In6culos compuestos obtenidos por exposicion de medio de cultivo
con color al aire, en medio de cultivo de Jiang et al, 2004 enriquecido con
colorante Azul y Rojo directo, a) antes de la remocion de color y b) posterior a la
accion bacteriana.
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3.2 Seleccidn de indculos bacterianos bajo condicio nes anaerobias

El objetivo de esta fase fue seleccionar microorganismos bajo condiciones
anaerobias a partir de las muestras colectadas. De los seis in6culos cultivados en
el medio Tioglicolato bajo estas condiciones, Unicamente crecieron cuatro: los
in6culos 11 e 12 obtenidos en el Rio Machangara y los in6culos 15 e 16 obtenido por

exposicion del medio con colorantes azul y rojo directo, al ambiente.

El medio Tioglicolato en estos casos cambio su coloracion rosada tipica a
amarillenta, un indicador de la ausencia de oxigeno. Adicionalmente en los tubos

cultivados se observo la presencia de gas.

3.3 Seleccion de in6culo bacteriano bajo condicione S anaerobias con
capacidad de remover los colorantes en estudio

El objetivo de esta fase de experimentacion fue seleccionar el inéculo con
mayor capacidad de remocion. Para los tres colorantes en estudio, el mejor
in6culo removedor fue 15 obtenido por exposicion del medio de cultivo Jiang et al.,
2004, enriquecido con 100 mg/L de colorante directo rojo escarlata. En la figura
3.3 se observa que por accion del inéculo 15 se obtuvieron los menores valores de
absorbancia durante los quince dias que duré el ensayo, y por lo tanto la mayor

remocioén de color.
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Figura 3.3: Remocion de color en el tiempo. Para cada dia se muestra la
absorbancia promedio (n=3) de cada inéculo en estudio, durante un periodo de 15

dias.

Al comparar los promedios de los porcentajes de remocion de color para

cada inéculo después de 15 dias de incubacién (figura 3.4), se observé que los

mayores porcentajes de remocion fueron alcanzados por el indculo 15 para los tres

colorantes. El segundo mejor indculo removedor fue 12 para el azul y el amarillo y

el 16 para el rojo. Para todos los casos el indculo que alcanzé los porcentajes mas

bajos fue 11, obtenido en el colector Teodoro Gémez de la Torre.
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El ANOVA realizado indico que si existio diferencia significativa entre los
porcentajes de reduccion de color alcanzada por cada indculo (p = 0,00), en los
ensayos aplicados a los tres colores. La prueba de Tukey clasificé a los
porcentajes obtenidos, en cuatro grupos de homogeneidad (a, b, ¢, d) para el caso
del azul y el amarillo, y en tres grupos (a, b, c) en el caso del rojo (figura 3.4). Por
lo tanto para el caso del azul y el amarillo, el nivel de remocion alcanzado por cada
in6culo fue estadisticamente diferente. En el caso del color rojo, el indculo 12 e 16
no mostraron diferencia estadistica, contrario a los inoculo 11 e I5. Los valores
obtenidos del color rojo fueron previamente transformados elevandolos al
cuadrado, para la obtenciéon del ANOVA vy para la aplicacion de la prueba de
Tukey; sin embargo, los datos mostrados en la figura 3.4, corresponden a los
valores antes de la transformacion que fueron mantenidos para visualizar la
diferencia en la remocion alcanzada por cada inoculo.

Azul Navy 171 Amarillo 84 Rojo 141
a

a
“ a 82,26 %

b 90,26

b B

_d 23.02.% c 26,15 % 26,71 %

% de remocion de colorante
o
[

= S 1
| -

11 12 15 16 I1 12 § Bt I

Figura 3. 4: Porcentajes promedio de remocion de color por accion de los inGculos
en estudio. Se indica el valor del ANOVA vy los grupos de Homogeneidad de Tukey
al 0,05.

En base a estos resultados, el inéculo seleccionado para los siguientes
analisis con los tres colorantes en estudio fue 15. En la figura 3.5 se observa la
reduccion de color a partir de 100 mg/L de colorante inicial. El precipitado del

fondo del tubo corresponde a la biomasa colorida.
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~”(biomasa en
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biomasa colorida

Figura 3. 5: Reduccién de color a partir de 100 mg/L de los colorantes reactivos: a)
Azul Navy 171, b) Amarillo 84 y c) Rojo 14, a los 15 dias de incubacion. El
precipitado corresponde a la biomasa colorida precipitada.

Con la finalidad de observar si habia alguna diferencia en el porcentaje de
remocion alcanzado por el inéculo seleccionado 15, al impedir el ingreso de
oxigeno, se repitid el ensayo bajo las mismas condiciones y durante el mismo
tiempo de incubacion, pero sin abrir la camara gas pack. Se obtuvo un aumento en
el porcentaje de remocion de 6% para el color azul, 15,19% para el amarillo y 4%

en el rojo (figura 3.6).

Azul Navy 171 Amarillo 84 Rojo 141
100
Jebi% 90.60% Cl: Cultivo
0 Interrumpido
82.26%
80
CC: Cultivo

o Continuo

% de remocion

60

50

HC WCC Rl BEce

Figura 3. 6: Comparacion de porcentajes de remocion del colorante Azul Navy,
Amarillo 84 y Rojo 141, en “Cultivo interrumpido” (abierto cada tres dias para
extraccion de muestras) y en “Cultivo continuo” (incubado sin apertura de la
camara gas pack durante el periodo de incubacion).
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3.6 Analisis de la accion del cambio de pH en lare  duccion del color

Con el objetivo de determinar la accion del cambio de pH en el medio de
cultivo sobre la remocién de color, se hicieron cuatro ensayos diferentes, cuyos

resultados se presentan a continuacion.

Acido Clorhidrico 1N, en

medios de cultivo con colorante en ausencia de bact erias.

3.6.1 Efecto de la reduccién de pH con solucién de

La mayor remocion de color por acidificaciéon del medio fue alcanzada por el
colorante Azul Navy 171 seguida del Amarillo 84 y Rojo 141 en ese orden (tabla
3.2). Los pH iniciales fueron 6,39, 6,4 y 6,37, para los colores azul, amarillo y rojo
respectivamente. En promedio, el medio con colorante Azul Navy 171, bajo a 3,8,

con colorante Amarillo 84, baj6 a 3,82, y con colorante Rojo 141 bajé a 4,05.

Tabla 3. 2: Porcentaje de remocion de color por acidificacion con acido clorhidrico
del medio de cultivo Jiang et al., 2004 modificado, con colorante y sin bacterias.

COLOR Azul Navy 171 Amarillo 84 Rojo 141

pH inicial (promedio) 6,39 6.4 6,37

Promedio de 2,59 2,58 2,32
diferencia de pH S=0,14 S5S=0,14 5=0,48

pH final (promedio) 3,80 3,82 4,02
Promedio de 7.77 % 3,88% 1,95%
porcentaje de 5 =291 5=062 S =048

remocion de color ' ' '

5 = desviacion estandar
3.6.2 Uso de solucion tampon fosfato a pH 6 en medi o de cultivo

En el ensayo realizado para analizar el efecto del uso de una solucion
tampodn fosfato pH 6 en el medio sobre el porcentaje de remocidn, se obtuvo que
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los dichos porcentajes fueron diferentes para cada concentracion de tampon
probada. Para los tres colores, la relacion de proporcionalidad entre la
concentracion de solucion tampén y porcentaje de pérdida de color fue inversa,
asi, entre mayor la concentracion de tampén menor el porcentaje de remocion.
De igual manera se observo que entre mayor fue la concentracion de solucion
tampodn utilizada, menor el cambio de pH, en especial para el color azul que
presentd la menor variacibn para todas las concentraciones de tampoén

ensayadas.

Por el nivel de significancia obtenido por el ANOVA se determiné que existid
diferencia significativa en los porcentajes de pérdida de coloracién (p=0,00)
relacionada con la concentracion de solucion tampon aplicada (n=3). Los datos se
ubicaron en tres, tres, y cuatro grupos de homogeneidad para los colores azul,
amarillo y rojo respectivamente, como se observa en la tabla 3.3. De acuerdo, a
los grupos de homogeneidad, el uso de 0,071 mL t/mL m, 0,143 mL t/mL m y
0,214 mL t/mL m, fue diferente a usar 0,286 mL t/mL m. Para el color amarillo,
0,143 mL t/mL m y 0,214 mL t/mL m difirié6 del uso de 0,071 mL t/mL m. Para el
color rojo el uso de 0,071 mL t/mL m y 0,143 mL t/mL m, se ubicé en el mismo
grupo de homogeneidad y en un segundo grupo de homogeneidad se ubicaron los

resultados obtenidos por el uso de 0,143 mL t/mL my 0,214 mL t/mL m.

Ya que el objetivo del ensayo fue seleccionar una concentracion de solucion
tampon para los tres colores, la concentracion Unica a ocupar en los siguientes
analisis fue 0,143 mL t/mL m, la cual guardd diferencia significativa con la
inmediata inferior (0,071 mL t/mL m), pero no mostré diferencia con la inmediata
superior (0,214 mL t/mL m) (tabla 3.3). La concentracién 0.236 mL/mL a pesar de
mostrar el menor porcentaje de reduccion de color, no fue seleccionada porque
correspondia a casi el 30% del volumen total del medio de cultivo, muy alto para

tratarse de una solucion tampoén.
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Los resultados obtenidos permitieron observar que la concentracion de
solucion tampdén y la ausencia de la misma en el medio de cultivo, generan

diferentes resultados en la remocion de color.

Tabla 3. 3: Diferencia en porcentajes promedios de reduccion de color por accion
bacteriana en presencia de diferentes concentraciones de solucién tampon fosfato
pH 6.

Porcentaje de reduccién de color (%)
mL sol. tampén/
mL de medio de cultivo (mL t/mL m) Azul Amarillo Rojo
(O mL t/mL m ) Promedio 96,70 91,79 87,44
Cambio de pH (inicial — final) 5,74 — 4,50 (d: 1,24) | 5,89 — 4,25 (d: 164) | 5,92 — 4,42 (d: 1,5)
(0,071 mL t/mL m ) Promedio 82,63 83,6 51,26
Cambio de pH (inicial — final) 5,84 —» 4,60 (d: 1,24) | 5,88 — 4,43 (d:1,45) | 5,95 — 4,56 (d: 1,39)
(0,143 mL t/mL m ) Promedio 85,19 68,07 47,61
Cambio de pH (inicial — final) 5,73 » 4,71 (d:1,02) | 5,88 — 4,61(d: 1,27) | 5,9 —» 4,61 (d:1,29)
(0,214 mL t/mL m ) Promedio 83,29 65,44 45,39
Cambio de pH (inicial — final) 5,73 — 4,91 (d:0,82) | 5,83 — 4,84 (d:0,99) | 5,93 — 4,84 (d: 1,09)
(0,236 mL t/mL m ) Promedio 74,93 57,89 38,02
Cambio de pH (inicial — final) 5,63 — 5,04 (d: 0,59) | 5,84 —+ 4,98 (d: 0,86)| 5,9 —>4,90(d: 1)
Significancia E. Levene (v-p) 0,13 0,12 0,07
Significancia ANOVA (p) 0,00 0,00 0,00
0,000 a 0,000 a 0,000 a
Grupos de Homogeneidad 0,071 b 0,071 b 0,071 b
(a, b, c, d) 0,143 b 0,143 ¢ 0,143 b,c
aplicando prueba de Tukey 0,214 b 0,214 c 0,214 c
0,286 c 0,286 d 0,286 d

d:diferencia entre pH inicial y final

3.7 Elevacion del pH del medio después de la activi  dad bacteriana

En promedio, después de los seis dias de incubacién, el pH de los medios
de cultivo en presencia de colorante Azul Navy 171, Amarillo 84 y Rojo 141
disminuyo a 4.6, 4.72 y 4,74 respectivamente. Al elevar el pH de los medios
después del periodo de incubacion, se observd que el color azul y el rojo en
promedio recuperaron color en porcentajes menores a 1%. En el caso del amarillo,

el cambio de pH provocé una pérdida de coloracion (tabla 3.4).
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Tabla 3.4: Porcentajes de recuperacion de color por aumento de pH del medio
después de accion microbiana sobre el colorante Azul Navy 171.

COLOR Azul Navy 171 Amarillo 84 Rojo 141

pH promedio después

de tiempo de 4,60 4,72 4,74

incubacién
pH promedio 5,99 5,93 6,01
alcanzado (final)

Promedio de 0,37% 10,35% 0,76%

porcental S=0,88 S$=0,73 S=0,28
recuperacion de color

3.8 Estudio de la estabilidad de los colorantes en el medio de cultivo

En el ensayo realizado con los medios de cultivo en ausencia de bacterias,
se obtuvo que los colorantes amarillo y rojo intensificaron su nivel de coloracion
durante el tiempo de incubacién en un 0,80% y 1,02% respectivamente. El azul
por el contario, perdié 0,70% de su coloracion inicial (tabla 3.5). En el transcurso
del tiempo de incubacién (6 dias), el pH subid en un nivel promedio de 0,08, 0,11y

0,07 para el azul, amarillo y rojo respectivamente.

Tabla 3. 5: Porcentajes de remocion de color y cambios de pH del medio de cultivo
Jiang et al, 2004 modificado, en presencia de 100 mg/L de colorante con 0,143 mL
de solucion tampdn por cada mL de medio total.

COLOR Azul Navy 171 Amarillo 84 Rojo 141
pH inicial 5,99 6,06 5,99
Promedio de 0,08 0,11 0,07
diferencia de pH S =0,005 S =0,02 S =0,005
Promedio de 0,70% -0,80% -1,02%
porcentaje de S =1,4x107 S=1,6 S = 8,5x10™
recuperacion de color ' ' '
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3.9 Cinética de crecimiento bacteriano y remociond e color

Se observo que para los tres colores, la cinética de crecimiento bacteriano
siguié la misma tendencia. La densidad celular inicial estuvo en el orden del 10°,
subié al orden del 108 se mantuvo y subié hasta alcanzar un méximo del orden
del 10™° en el caso del amarillo y rojo, y 10° en el caso del azul. A las maximas
densidades celulares se registraron los menores valores de pH. La poblacién
decreci6 hasta el orden del 10® y se mantuvo en el rojo. En el caso del azul y

amarillo la poblacién decrecié y se mantuvo en el orden de 10’.

Para el color azul y amarillo la pérdida de color alcanzo el 50% en las
primeras etapas de la cinética, es decir, antes de que la densidad celular se
mantuviera en 10° en el amarillo y 10 en el azul, aproximadamente a las 100
horas de incubacion (figura 3.7). La reduccién de color, en ambos casos, se dio a
la par con el desarrollo bacteriano. A partir de las 100 horas de incubacion se

observoé reduccion de color cuando la poblacion se mantuvo constante.

Para el color rojo, la remocion fue visible una vez que la poblacion
bacteriana se mantuvo estable en el orden del 108. Alcanzar el 50% de remocion

del color requirié el doble de tiempo en comparacion al azul y amarillo.
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Figura 3. 7: Relacion entre cinética de crecimiento bacteriano y remocién de los
colorantes en estudio.
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3.10. Remocién de 100 mg/L, 150 mg/L y 200 mg/L de colora nte Azul
Navy 171 del Inéculo I5, bajo condiciones anaerobias con 0 g/L, 259/lLy5
g/L de glucosa.

Antes de aplicar el modelo factorial, a partir de los datos obtenidos se
elaboré una grafica de perfil (figura 3.8), la cual permitié analizar las interacciones
entre los factores en estudio: concentracion de glucosa y concentraciéon de
colorante. Se observé que existié una relacion de proporcionalidad directa entre el
porcentaje de remocion de color y la concentracion de glucosa. Fue visible
también, que entre menor la concentraciéon de colorante mayor el porcentaje de

remocion.

Concentracidn de color
mg/L £80.00-

—— 100,000
150,000

200,000

60.00-

40.00-

Medias marginales estimadas

20,004

T T T
00 250 5,00

Concentracion de glucosa giL

Figura 3. 8: Gréfico de perfil para la interaccion de la concentracion de glucosa y
concentracion de color.

El valor del estadistico de Levene (0,326 > 0,05), permitié proseguir con la

realizacion del ANOVA al contrastar la hipotesis de homocedasticidad. Por los
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niveles criticos obtenidos en el ANOVA (tabla 3.6), se determin6 que por lo menos
uno de los tratamientos generados de la interaccion entre factores fue diferente. El
valor de la media cuadratica para el factor “concentracion de glucosa”, fue el mas
alto de entre los factores y la interaccion de los mismos. El efecto de este factor

fue determinante entonces para la remocion de colorante.

El nivel critico del estadistico F para el modelo corregido (0,000<0,05), dice
que el modelo explica una parte significativa de la variacion observada en el
porcentaje de remocién de color. El valor de R? igual a 0,998 indica que los
efectos de los factores y la interaccion entre ellos incluidos en el modelo, explican
el 99,8% de la varianza de la variable dependiente, es decir, del porcentaje de

remocion de color.

Tabla 3.6: ANOVA para el experimento 2 factorial de los porcentajes finales de
remocion de color azul Navy 171.

Suma de Media

Fuente cuadrados tipo Il Gl cuadratica F Significacion
Modelo corregido 111081951,059(a) 8| 13885243,882 | 1764,701 0,00
Interseccion 306128310,521 1| 306128310,521 | 38906,401 0,00
ConColor 4205032,890 2 2102516,445 267,213 0,00
ConGluc 105868883,824 2| 52934441912 | 6727,534 0,00
ConColor * ConGluc 1008034,345 4 252008,586 32,028 0,00
Error 141629,896 18 7868,328

Total 417351891,476 27

Total corregida 111223580,955 26

a. R cuadrado =,999 (R cuadrado corregida = ,998)

La prueba de Tukey formé grupos de homogeneidad correspondiente a

cada concentracion de glucosa (figura 3.8). El mayor porcentaje medio de
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remocion igual a 73,62% fue obtenido con la mayor concentracion de glucosa (5
g/L). Utilizando la mitad de esta concentracion (2.5 g/L) la remocion alcanzada fue
62,93%, 10,69% inferior a la primera. En ausencia de glucosa el porcentaje medio

removido fue 25%, 48% menor al mayor alcanzado.

Para el factor “concentracion de colorante”, la prueba de Tukey ordeno a los
porcentajes medios de remocién en tres grupos de homogeneidad: A, B y C (figura
3.9), cada uno perteneciente a una de las concentraciones ensayadas. EI mayor
porcentaje medio de remocion de color fue alcanzado en la menor concentracion
de colorante. La relacion de proporcionalidad entre la variable dependiente y el

factor fue por tanto inversa.

C 200 mg/L de colorante B 150 mg/L de colorante A 100 mg/L de colorante
80 T a2 5 aTi06% : a 75.56%

b 56.9%

b6243%

e 213Th

% de remocion de color
&

0glL 259 5glL oglL 25glL 5glL 0glL 25glL 5glL

Concentracion de glucosa

Figura 3. 9: Porcentaje promedio de remocion de color de cada concentracion de
colorante Azul 171 y glucosa ensayada. Se indican los grupos de homogeneidad
del factor glucosa (a, b, c) y de colorante (A, B y C) (significacion = 1)

En las curvas de Absorbancias vs. Tiempo realizadas para cada
concentracion de color (figura 3.10), se observd que entre menor fue la
concentracion de colorante, menor la diferencia en el uso de 5 g/L y 2,5 g/L de

glucosa como co-sustrato.
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Figura 3. 10: Cambio de valor de Absorbancia a través del tiempo para cada
concentracion de glucosa con 200 mg/L, 150 mg/L y 100 mg/L de colorante.

3.11 Remocion de 100 mg/L, 150 mg/L y 200 mg/L de colora nte Amarillo
84 del Indculo 15, bajo condiciones anaerobias con 0 g/L, 259/lLy5gd/L de

glucosa.

En la grafica de perfil para el color amarillo (figura 3.11), se observo
cualitativamente la interaccion de los factores en estudio. Al igual que para el azul,
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el mayor porcentaje medio de remocion fue alcanzado en presencia de 5 g/L de
glucosa. A 2.5 g/L los porcentajes medios de remocién fueron similares para 150 y
200 mg/L de colorante. En 5 g/L de glucosa los resultados para las tres
concentraciones no difirieron notablemente. En ausencia de glucosa, los
porcentajes de remocion de color fueron minimos, considerablemente menores a

los alcanzado con el azul bajo las mismas condiciones.
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Figura 3. 11: Grafico de perfil para la interaccion de la concentracion de glucosa y
concentracion de color.

El valor del estadistico de Levene alcanzado (0,067>0,05), contrastd la
hipotesis de homocedasticidad con lo que se comprobd la homogeneidad de las
varianzas. Por los niveles de significancia obtenidos por el ANOVA (tabla 3.7),
para cada factor (0,00<0,05), se estableci6 que por los menos uno de los
tratamientos generados por las interacciones de los factores en estudio, fue

diferente. Por la suma de cuadrado se observd que la concentracion de glucosa
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ejerci6 mayor efecto sobre el porcentaje de remociéon de color que la

concentracion de colorante y la interaccion de ambos factores.

El valor de R? igual a 0,999 indica que los efectos de los factores y la
interaccion entre ellos incluidos en el modelo, explican el 99,9% de la varianza de

la variable dependiente, es decir, del porcentaje de remocién de color.

Tabla 3.7: ANOVA para el experimento 2 factorial de los porcentajes finales de
remocion de color amarillo.

Suma de

cuadrados Media
Fuente tipo 11l Gl cuadratica F Significacion
Modelo corregido 33539,126(a) 8 4192,391 | 1903,975 0,00
Interseccion 86043,913 1| 86043,913 | 39076,858 0,00
ConColor 251,274 2 125,637 57,058 0,00
ConGluc 32755,974 2| 16377,987 | 7438,066 0,00
ConColor * ConGluc 531,878 4 132,969 60,388 0,00
Error 39,634 18 2,202
Total 119622,673 27
Total corregida 33578,760 26

a R cuadrado =,999 (R cuadrado corregida = ,998)

La prueba de Tukey ordend los porcentajes de remocion para el factor
“concentracion de glucosa” en tres grupos de homogeneidad (a, b y ¢), uno para
cada concentracién, como se observa en la figura 3.12. En promedio para este
factor, duplicar la concentracion de glucosa representaria un aumento del 14% de

remocion de color.

Para el factor “concentracién de colorante” se observo que entre menor es
la concentracién de colorante mayor el porcentaje promedio de remocion (figura

3.11). La prueba de Tukey ordend los resultados en tres grupos de homogeneidad,
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cada uno correspondiente a una concentracion de colorante (A, B y C). La
diferencia en la remocién alcanzada en 2,5 g/L y 5 g/L de glucosa, fue de 2,66%
en 100 mg/L de colorante. En 150 y 200 mg/L, la diferencia fue de 26% y 19%

respectivamente, como se observa en la figura 3.12.

C 200mg/L de colorante B 150 mg/L de colorante A 100mg/L de colorante
100 a86.13 % agsri%h b86.38 % asood %

80 4 . - -
60

|

40

% remocion de color

2 o5s% e TAYY% | —
0 L 3 k 4 B
0glL 25glL 5glL 0glL 25glL 5giL 0glL 259l 5glL
o n=3
Concentracion de glucosa p=0,00

Figura 3. 12: Porcentaje promedio de remocion de color de cada concentracion de
colorante Amarillo 84 y glucosa ensayada. Se indican los grupos de
homogeneidad del factor glucosa (a, b, ¢) y de colorante (A, By C)
(significacion=1)

En las gréaficas realizadas de Absorbancia vs. Tiempo (figura 3.13), se
visualiz6 que la concentracién de colorante fue disminuyendo a través del tiempo.
Para 100 mg/L la reduccién de color en 2,5 y 5 g/L de glucosa, fue similar,
mientras que para 150 y 200 mg/L la distancia entre las curvas de remocion
estuvieron mas marcadas. En todas las graficas, se observa que las tres ultimas
lecturas presentan mayor remocion que las primeras, debido posiblemente al
cambio de contenedores en las ultimas etapas de la incubacion, como se explico

en materiales y métodos.
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Figura 3. 13: Cambio de valor de Absorbancia a través del tiempo para cada
concentracion de glucosa con 200 mg/L, 150 mg/L y 100 mg/L de colorante.
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3.12 Remocion de 100 mg/L, 150 mg/L y 200 mg/L de colora nte Rojo 141
del Inéculo 15, bajo condiciones anaerobias con 0 g/L, 25 g/Ly5 g/l de

glucosa.

En la grafica de perfil obtenida (figura 3.14) se evidencia la relacién de
proporcionalidad entre porcentaje de remocion de color y concentracion de
glucosa. La concentracion de colorante que obtuvo el mayor porcentaje de
remocion fue 100 mg/L, seguida por 150 y 200 mg/L en este orden. La relacion de
proporcionalidad entre concentracién de color y porcentaje de remocion fue
inversa. Los porcentajes de remocion a 2,5 g/L de glucosa de 150 y 200 mg/L de

colorante se observan cercanos.

Concentracian de color
mg/L 80,00

100,000 o
- 150,000 -

200,000 //

2]
Q
o
]
.

40,00~ /

20,00+

Medias marginales estimadas

0.00+

T L] T
00 2,50 5,00
Concentracion de glucosa gL

Figura 3. 14: Gréfico de perfil para la interaccion de la concentracion de glucosa y
concentracion de color.

El valor del estadistico de Levene, igual a 0,060>0,05, permitié contrastar la
hipotesis de homocedasticidad y comprobar la homogeneidad de las varianzas. Al

realizar el ANOVA (tabla 3.13) se observé que hubo diferencia significativa para
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los resultados obtenidos por factor y por la interaccion de los mismos. El valor de
R? igual a 0,999 mostr6 que los efectos de los factores y la interaccion entre ellos
incluidos en el modelo, explican el 99,9% de la varianza de la variable

dependiente, es decir, del porcentaje de remocion de color.

Por los valores de la suma de cuadrados se observd que el factor glucosa
ejerci6 mayor efecto sobre el porcentaje de remociéon de color que la

concentracion de colorante y la interaccion de ambos factores.

Tabla 3.8: ANOVA para el experimento 2 factorial de los porcentajes finales de
remocién de color rojo.

Suma de
cuadrados Media
Fuente tipo 111 Gl cuadratica F Significacion

Modelo corregido 24351,351(a) 8 3043,919 | 2441,755 0,00
Interseccion 49315,122 1| 49315,122 | 39559,347 0,00
ConColor 717,495 2 358,747 287,778 0,00
ConGluc 23306,231 2| 11653,116 | 9347,836 0,00
ConColor * ConGluc 327,625 4 81,906 65,703 0,00
Error 22,439 18 1,247
Total 73688,912 27
Total corregida 24373,790 26

a R cuadrado = 0,999 (R cuadrado corregida =0,999)

Para el factor “concentracion de glucosa” la prueba de Tukey separ6 a los
porcentajes de remocion en tres grupos de homogeneidad (figura 3.15), uno por

cada concentracion ensayada (a, b y c).

De igual manera, los valores del factor “concentracion de colorante” fueron
divididos en tres grupos de homogeneidad (figura 3.15), uno para cada

concentracion de colorante en estudio (A, By C).
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Figura 3. 15: Porcentaje promedio de remocion de color de cada concentracion de
colorante Rojo 141 y glucosa ensayada. Se indican los grupos de homogeneidad
del factor glucosa (a, b, ¢) y de colorante (A, B y C) (significacion 1)

En la grafica de Absorbancia vs. Tiempo (figura 3.16), se observé que para
las tres concentraciones de colorante, el blanco intensificd su coloracion. A 200
mg/L de colorante, las absorbancias no fueron muy diferentes usando 2,5y 5
g/Lde glucosa como co-sustrato; mientras que para 150 mg/L de colorante, la
diferncia fue notable. A 100 mg/L de colorante, los resultados estuvieron lejanos
en un inicio y terminaron acercandose entre si, alcanzando una diferencia de
13,63%.

Para las tres concentraciones de colorante, en ausencia de glucosa se
observé una pequefia disminucion de la absorbancia, seguida por su aumento y

nuevamente disminucion.
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Figura 3. 16: Cambio de valor de Absorbancia a través del tiempo para cada
concentracion de glucosa con 200 mg/L, 150 mg/L y 100 mg/L de colorante

reactivo Rojo 141.
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CAPITULO CUATRO: DISCUSION

El presente trabajo de investigacion, tuvo como objetivo seleccionar un
indculo bacteriano con capacidad de remover los colorantes textiles reactivos Azul
Navy 171, Amarillo 84 y Rojo 171. Para alcanzar el objetivo, se colectaron
muestras de aguas residuales provenientes de dos colectores del rio Machangara,
del agua residual de lavado de la industria textil y a partir de la exposicion de
medio de cultivo con colorantes directos Rojo 23 y Azul 106, al aire. De las
muestras se obtuvieron inéculos bacterianos bajo condiciones anaerobios, cuya
capacidad de remocién de color fue evaluada mediante varios ensayos. El inGculo

con mayor capacidad de remocion de los colorantes en estudio, fue seleccionado.

4.1 Seleccibn de indéculo bacteriano en condiciones anaerobias con

capacidad de remover los colorantes en estudio

Todos los in6culos incluidos en la seleccién bajo condiciones anaerobias,
demostraron tener la capacidad de remover color en diferentes proporciones. El
in6culo 15, obtenido a partir de la exposicion del medio Jiang et al., 2004
modificado y enriquecido con 100 mg/L de colorante, alcanzé los mejores
resultados en todos los ensayos realizados para la selecciéon del mejor inéculo
removedor. El in6culo 16, a pesar de haber sido obtenido bajo las mismas
condiciones pero en presencia del colorante directo Azul 106, mostré resultados
considerablemente menores. Los porcentajes de remocion de color alcanzados
por accion del inéculo 16, fueron aun mas bajos que aquellos correspondientes a la
accion del inéculo 12 obtenido en el rio Machangara. La posible explicacion a este
fendbmeno pudo radicar en la dificultad de remover el colorante Directo Rojo 23 vs.
el colorante Directo Azul 106. En el trabajo realizado por Morales y Melgosa, 2009,
se obtuvo un 90% de remocion de color, en presencia de un mediador redox en el

medio de cultivo. La biomasa autoseleccionada en la presente investigacion, pudo
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tener mayor capacidad de utilizar el potencial redox del medio, que aquellos
seleccionados en el colorante directo azul, para la ruptura del enlace azo del

cromoéforo.

El in6culo 11, obtenido a partir de la muestra compuesta colectada en el
colector “Teodoro Gémez de la Torre”, mostrd la menor capacidad de remocion de
entre todos los inéculos. El inéculo 12, que provino de una muestra también
colectada en el rio Machangara, aguas arriba del punto de muestreo en el colector
“El Recreo”, fue el segundo mejor indéculo removedor. Esto pudo deberse a que
por el punto de referencia “El Recreo” (punto de colecta de la muestra a partir de
la que se obtuvo el inéculo 12), fluyen grandes cantidades de agua que estarian
mas cercanas al punto de descarga de las aguas residuales industriales de la
zona sur de Quito (PSA, 2008). Los microorganismos que ahi se colectaron,
estuvieron mayormente expuestos a los colorantes y en consecuencia,
presentaron mayor capacidad de resistencia y/o tolerancia, similar a lo
especificado por Pefia y Tobdn, 2006. Los mencionados investigadores aseguran
gue los microorganismos con capacidad de remocion de un contaminante
especifico, pueden ser encontrados en un efluente contaminado por el mismo

contaminante en estudio.

Un parametro importante que pudo influir en la remocién de colorante por
parte de ambos in6culos, fue el pH. Como se observa en la tabla 3.1, el pH de las
muestra compuestas tomadas en ambos colectores, fue alrededor de 7. Para la
seleccion del in6culo, las bacterias fueron sembradas en un medio de cultivo de
pH 6, el cual disminuyé hasta alcanzar pH inferiores 4, posterior al tiempo de
incubacion. El pH del medio de cultivo con color, no fue modificado porque en
ensayos previos efectuados para elevar el pH, se produjo la remocion de color por
la formacion de precipitados que arrastraron el colorante. Las bacterias del inéculo

I1 pudieron presentar mayor sensibilidad al pH que las del in6culo 12, similar a lo
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ocurrido con el in6culo aislado en el trabajo de Moosvi et al., 2005. En el
mencionado trabajo de investigacién, se comprob6 que la remocién de color de
ese indculo en particular, se producia en pH comprendidos entre 6 y 8,5, y que a
pH inferiores a 5,5, no habia decoloracion. Las bacterias del inéculo 12, pudieron
soportar los bajos pH alcanzados posterior al tiempo de incubacion, como ocurrio
en el trabajo de Pereira y Freire, 2006, en el que al realizar pruebas de remocién
del colorante Negro reactivo B con varios pH, registraron los mayores porcentajes

de remocion a pH acidos, siento el mejor 3.

El in6culo compuesto seleccionado bajo condiciones anaerobias, presentd
cierta sensibilidad al oxigeno, medida en el ensayo paralelo realizado, en el cual la
camara de gas pack en donde fueron incubados los medios de cultivos con
bacterias, se mantuvo cerrada durante los quince dias del ensayo. Para los tres
colores se observd un aumento en el porcentaje de remocién (figura 3.6). Rivas y
Mota, 2006, aseguraron que los microorganismos anaerobios son sensibles al
oxigeno en diferentes proporciones. Algunos géneros considerados como
anaerobios (Actinomyces, Propionibacterium, Lactobacillus y algunos Clostridium),
pueden tolerar bajas concentraciones de oxigeno; mientras que otros, presentan
alta sensibilidad, pues sus enzimas y cofactores pueden sufrir oxidaciones de
grupos quimicos que produzcan la inactivacion irreversible de dichas moléculas.
Adicionalmente, la presencia de oxigeno daria paso a la formacion de sustancia
toxicas derivadas de la reducciéon parcial del oxigeno como son el radical
superoéxido (Oy), el peréxido de hidrégeno (H20,) y el radical hidroxilo (OH’) que

provocan la destruccion de constituyentes celulares.

Los microorganismos aerobios y facultativos, poseen las enzimas
superéxido dismutasa (SOD) y catalasas. Las primeras catalizan la transformacion
del radical superéxido en oxigeno y peroxido de hidrégeno, y las segundas

transforman el peréxido de hidrégeno en oxigeno y agua. Los microorganismos
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aerotolerantes pueden carecer en algunos casos de catalasas pero poseen
superéxido dismutasas. Los microorganismos anaerobios estrictos sin embargo,
no poseen estas enzimas y si lo hacen es en bajas concentraciones, insuficientes
para soportar la exposicion al oxigeno por periodos prolongados. De ahi que en la
primera fase de experimentacion, con la apertura del gas pack realizada cada tres
dias, al permitir el ingreso de oxigeno, se pudo provocar la inactivacion de
enzimas o muerte de algunos microorganismos anaerobios encargados de la
remocion de color. Al incubar los cultivos de forma continua se obtuvieron mejores
resultados porque probablemente mayor cantidad de microorganismos anaerobios

removedores estuvieron activos.

4.2 Andlisis de pérdida de color por cambio de pH e  n medios de cultivo con
colorante y recuperacion de color por modificacione s de pH posterior a la

accion bacteriana del in6culo seleccionado 15

De acuerdo a los trabajos consultados, incluso a nivel de laboratorio,
cuando de condiciones anaerobias se trata, es preferible trabajar con reactores
que permitan controlar las condiciones de anaerobiosis, gases y pH (Bell y
Buckley, 2003, Naimabadi et al.,, 2009, Supaka et al., 2004). Aunque la
experimentacion no fue realizada en un reactor anaerobio, se procuroé trabajar bajo
condiciones anaerobias y se tomaron medidas para mitigar y medir los cambios de

pH, para posteriormente relacionarlos con la remocion de color.

El pH fue entonces un parametro de control importante. En la presente
investigacion se trabajo con el medio de cultivo Jiang et al., 2004 modificado y
enriquecido con colorante, el cual alcanz6 un pH alrededor de 6 y no fue
modificado porque en ensayos previos realizados para elevar el pH, se observo

remocion de color por la formacion de precipitados colorimétricos. Aun asi, se
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llevaron a cabo cuatro ensayos que tuvieron como objetivo medir la remocion de
color por acidificacion del medio de cultivo, seleccionar una concentraciéon solucién
tampon a pH 6 para mitigar las fluctuaciones de pH, determinar el porcentaje de
recuperacion de color al elevar el pH al del medio original posterior a la actividad

bacteriana y medir la perdida propia del medio de cultivo sin ser inoculado.

El primer ensayo realizado permitié observar que la acidificacion del medio
con acido clorhidrico, produce una pérdida de color del medio para los tres
colorantes, siendo el mas susceptible, el colorante Azul Navy 171 (7,77%). Existia
entonces la posibilidad, de que la remocion de color alcanzada se deba a la caida
de pH posterior al tiempo de incubacion de la biomasa y no necesariamente a la
accion bacteriana sobre el colorante. Sin embargo, investigaciones como la de
Robinson et al., 2001 y Dos Santos et al., 2007, aseguran que el ién Cloro (CIY),
por su alto poder oxidante, ataca al grupo amino del colorante, iniciando y
acelerando la ruptura del enlace azo con la subsecuente eliminacion de aminas
aromaticas. La decoloracion por este sistema, puede ser entonces resultado de

una reaccion quimica y no necesariamente se debe al cambio de pH.

Varias de las investigaciones utilizadas como base para el desarrollo del
presente trabajo, destacan la importancia de tamponar el medio de cultivo con
colorante para mitigar las fluctuaciones de pH a provocarse durante el tiempo de
incubacion. Tal es el caso del trabajo de Dos Santos et al., 2004, Dos Santos et
al., 2005, Khalid et al., 2008, Bras et al., 2005 entre otros. Una razon importante
del uso del tampdn, es el rango al que trabajan las enzimas azoreductasas, las
cuales se encargan de la ruptura del enlace azo. De acuerdo a Ramya et al., 2008,
dichas enzimas trabajan de mejor manera en pH alrededor de la neutralidad y a
temperaturas comprendidas entre los 30 — 40C. El e nsayo realizado con varias
concentraciones de solucion tampon fosfato pH 6, permitieron observar que entre

mayor la concentracion de tampon agregada al medio, menor el cambio de pH y
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menor el porcentaje de remocién. Este resultado podia significar que la remocion
de color observada se debia a la disminucion de pH del medio y no en si a la
accion bacteriana. Dicho supuesto quedo6 descartado una vez que el pH 4 de los
medios, resultado de la incubacion bacteriana, fue elevado hasta alcanzar niveles
cercanos o superiores al original (antes de inocular e incubar los medios de
cultivo). Los colores azul y rojo recuperaron apenas 0,37% y 0,76%
respectivamente, y el amarillo experimenté una pérdida de 0,35% de coloracion.

Con el ultimo ensayo aplicado en cuanto al pH, se pudo determinar que los
colorantes Amarillo 84 y Rojo 141, en el medio de cultivo Jiang et al., 2004,
modificado, intensifican su coloracion con el tiempo, mientras que el Azul Navy

171 experimenta una pérdida de 0,708% de color.

A pesar del uso de la solucion tampdn, la accion bacteriana sobre el
colorante posterior al tiempo de incubacion, provoco caidas de pH alcanzado
niveles entre 4, 25 y 5. Aln asi, las bacterias que se adaptaron a las condiciones
de estudio, lograron remover los colorantes en diferentes proporciones. La
mayoria de trabajos de investigacion consultados coinciden en que los mayores
porcentajes de remocion son obtenidos a pH neutro. Moosvi et al., 2005 obtuvo la
mayor eficiencia en remocién a pH entre 6 y 8,5; Khalid et al., 2008, recomienda
trabajar en pH comprendidos entre 7 y 9. Bras et al., 2005, Dos Santos, et al.,
2005 y Haroun e Idris, 2009, trabajan con pH alrededor de 7. El pH pudo ser
entonces, un parametro que aunque fue cuantificado, no fue controlado durante el
periodo de incubacion, lo que pudo influenciar en los resultados obtenidos a lo

largo de la experimentacion.
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4.3 Cinética de crecimiento bacteriano y remociond e color

De acuerdo a Rittman y McCarty, 2001 y a Dos Santos et al, 2006, en un
consorcio bacteriano, intervienen procesos microbianos de alimentacién co-
relacionados, produciéndose una cadena de dependencia entre microorganismos.
La curva de crecimiento del inoculo 15, refleja el proceso tipico de la digestion
anaerobia descrita por Cervantes et al, 2008 (figura 4.1). En primera instancia, la
materia organica disponible (glucosa), pasa por un proceso en el que bacterias
denominadas acidogénicas, hidrolizan los compuestos de carbono en cadenas
simples, originando acidos grasos volatiles (AGV). Géneros de bacterias
acidogénicas como Clostridium, Streptococcus y Propionibacterium, alcanzan altas
tasas de fermentacion dentro de un rango de pH comprendido entre 5-9 y tienen
mayor velocidad de crecimiento en comparacion a los grupos microbianos propios
de la digestion anaerobia. El crecimiento acelerado de bacterias que se observa
en las primeras 25 horas de incubacion en los tres colorantes, podria corresponder
al desarrollo de bacterias acidogénicas, inclusive por el pH del medio de cultivo de

alrededor de 6 en el que fueron sembradas.

En una segunda fase, bacterias acetogénicas, toman los AGV y alcoholes
generados en la primera fase, para liberar acido acético, H, y CO.. Las bacterias
acetogénicas, son de acuerdo a Cervantes, 2008, productoras obligatorias de H,,
el cual es consumido por arqueobacterias metanogénicas hidrogenotroficas. Las
acetogénicas, pudieron constituir aquel grupo de bacterias que se observa en el
pico de la curva de crecimiento del inéculo I5 correspondiente a las horas de
incubacion 25-50, ya que para su desarrollo, seria obligatorio la presencia de

acidogénicas que preparen el alimento a consumir.

En una tercera y ultima fase, se pudieron dar dos procesos especificos:

metanogeénesis o sulfato reduccion. El primero es llevado a cabo por bacterias
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metanogénicas hidrogenotroficas no acetoclasticas 0 acetoclasticas, las cuales
son altamente sensibles al oxigeno y al pH, pudiendo desarrollarse en pH
comprendidos de acuerdo a Ritman y McCarty, 2001, entre 6,5 y 8. El segundo
constituye un tipo de respiracion que se produce cuando en el medio se encuentra
una fuente de sulfato que sirva de aceptor de electrones, como es el caso del
medio de cultivo Jiang et al., 2004 modificado, con el que se trabajo en la presente
investigacion y en general, de aguas residuales de la industria textil. La alta
presencia de sulfato, permite que las bacterias sulfato reductoras, lleven a cabo un
proceso de reduccion en el que se produce acido sulfhidrico, altamente perceptible

por su desagradable olor.

Debido a que en el medio de cultivo utilizado en esta investigacion, existio
una alta concentracion de sulfato por el que se produjo acido sulfhidrico altamente
perceptible y debido a que las bacterias sulfato reductoras pueden desarrollarse a
pH acidos como los alcanzados durante la experimentacion, es muy probable que
las bacterias que se autoseleccionaron en el inéculo 15, hayan constituido
bacterias Sulfato Reductoras. En la curva de crecimiento, éstas podrian estar
contempladas en la poblacion que se observa a partir de las 100 horas de
incubacion, en donde es visible una disminucién de la poblacion. Las bacterias
sulfato reductoras, compiten por sustrato con las demas bacterias anaerobias,
provocando una disminucion de la densidad celular, como se observa en las
curvas de los tres colorantes. Con estos antecedentes, es muy probable que las
bacterias seleccionadas incluyan sulfato reductoras y posiblemente hay ausencia
de metanogénicas, pues de acuerdo a Cervantes, 2008, las primeras ejercen un

efecto toxico sobre las segundas.

Son varios los estudios que se han realizado para determinar la capacidad
removedora de las bacterias sulfato reductoras, en un intento de dilucidar el

mecanismo de accién. Cervantes et al, 2006, realiz6 estudios de remocion del
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colorante reactivo Naranja 14 y determindé que la reduccién del colorante, se
producia simultdneamente al proceso de reduccion de sulfato del medio. Plum et
al., 2001 y Pandey et al., 2007, hacen referencia a caracterizaciones moleculares
de microorganismos en reactores anaerobios, mediante las cuales se ha
determinado que y-proteobacterias, junto con bacterias sulfato reductoras son
constituyentes importante de cultivos mixtos con capacidad de remover colorantes
reactivos. Yoo et al., 2001 observaron en su investigacion, que el uso de
inhibidores de bacterias sulfato reductoras, provocé caidas considerables en el
nivel de remocion final alcanzado. Guerrero et al., 1999, asegura que la presencia

de glucosa en un cultivo anaerobio, favorece al crecimiento de bacterias sulfato

reductoras.
Materia Organica Compleja
| Acidogénesis
AGV > C2
Acetogénesis Sulfato reduccion|
H,+CO, [ . Acetato
Metanogénesis Metanogénesis
»| CH, + CO, |

Sulfato reduccioén

Sulfato reduccién

-

JH,S +CO,

Sulfato reduccidn

Figura 4. 1: Principales procesos involucrados en la digestion anaerobia de
materia organica y su relacion con la sulfato reduccion (Cervantes, 2008).
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4.4 Evaluacion de la capacidad de remocion de color por accion bacteriana
del in6culo I5 seleccionado, en presencia de difere  ntes concentraciones de
glucosa como sustrato alterno.

Como se observé en los resultados obtenidos, para la remocion de los tres
colorantes en estudio, fue indispensable la presencia de glucosa como co-
sustrato. En todos los casos, los mayores porcentajes de remocion fueron
alcanzados a la mayor concentracion de glucosa ensayada (5 g/L) y los menores
en ausencia de la misma (figuras 3.9, 3.12 y 3.15). Cada concentracién de glucosa
ensayada present6 diferencia significativa (tablas 3.6, 3.7 y 3.8). La importancia
del uso de un co-sustrato como la glucosa en la remocién de color, es compartida
por varios trabajos de investigacion sobre el tema. Pandey et al., 2007, asegura
gue bajo condiciones anaerobias, la presencia de una fuente organica de carbono
es indispensable, destacando el uso de la glucosa. Stolz, 2001, afirma que bajo
condiciones anaerobias, son varios los microorganismos con capacidad de
remover color, sin embargo, sin importar de cudl se trate, el grado de decoloracion
alcanzada dependera de la presencia de un co-sustrato asi como también de la
estructura del colorante. Dos Santos et al., 2004 en su investigacion dedujo que la
remocién de color es acelerada por la adiccidon de un co-sustrato en ausencia o
presencia de mediadores. De la misma manera, Moosvi et al., 2005 cita en su
trabajo que la decoloracion del medio por actividad bacteriana requiere

obligatoriamente la presencia de un sustrato alterno.

A pesar de que el uso de 2,5y 5 g/L de glucosa, presentaron diferencias
estadisticamente significativas, al llevar el ensayo a mayores escalas, seria
importante determinar si se justifica duplicar la concentracion del sustrato alterno,
para obtener un aumento del 6,11%, 2,66% y 13,63% de remocion, partiendo de
100 mg/L de los colorantes Azul Navy 171, Amarillo 84 y Rojo 141,

respectivamente.
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En cuanto a las concentraciones de colorante ensayadas, para los tres
colores, se observé que a menor concentracion de colorante mayor el porcentaje
de remocion alcanzado (figuras 3.9, 3.12 y 3.15). Al igual que en el factor glucosa,
cada concentracion de colorante ensayada guardo diferencia significativa (tablas
3.6, 3.7 y 3.8). Este resultado coincide con los obtenidos por Bell y Buckley, 2003,
y Kalhid et al., 2001, en los que se obtuvieron menores porcentajes de remocion
de color a mayores concentraciones de colorante ensayadas. De acuerdo a
Mansilla, 2001, las aguas residuales de tipo textii pueden alcanzar
concentraciones de colorante de aproximadamente 200 mg/L en total, es decir, de
la mezcla de colorantes. Ya que la concentracion de cada colorante en el agua
residual textil seria menor a 200 mg/L, el inéculo seleccionado posiblemente

podria tratar el agua residual textil real.

Un importante trabajo de investigacion, cuyos resultados son altamente
comparables con los obtenidos en el presente trabajo, es la experimentacion
realizada por Guerrero et al., 1999, en la cual, se ensayo la remocién de 100, 200,
400 y 800 mg/L de colorante, en presencia de glucosa y sulfato de sodio como
aceptor de electrones. En los resultados de dicha investigacion se observa que en
ausencia de glucosa, no existe remocion de color, citando incluso, una posible
inhibicion de la biomasa por efecto del colorante sobre el ADN bacteriano y
concluyendo que a concentraciones menores de 100 mg/L el colorante no causa
efecto inhibitorio sobre la biomasa anaerobia. De igual manera, se determina que

entre mayor es la concentracion de color, menor la remocién alcanzada.

Un parametro importante que pudo influir en los resultados obtenidos, fue el
tamafo de inoculo. Moosvi, et al., 2005, obtuvo en su investigacion, los mejores

resultados colocando 20% de in6culo en el medio de cultivo (v/v). En la presente
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investigacion, el volumen de in6culo fue apenas del 3.75%. La cantidad de
bacterias colocada en condiciones anaerobias, es importante porque son de lento
crecimiento (Rittman y McCarty, 2001).

Los resultados obtenidos de remocién de color vs. concentracion de
glucosa al ser concatenados con la bibliografia, permitieron formar una idea del
mecanismo de remocion utilizado por los microorganismos involucrados. Como lo
reporta Pandey et al., 2007, es ya conocida la presencia de azoreductasas en
microorganismos tanto anaerobios como aerobios, utilizadas en la decoloracion de
colorantes azo sulfonados como es el caso de los contemplados en esta
investigacién. Se ha establecido que los géneros Clostridium y Eubacterium en
condiciones anaerobias elaboran azoreductasas sensibles al oxigeno que son

liberadas del citosol.

Bajo condiciones anaerobias, el mecanismo de ruptura del enlace azo
comienza con la reduccién de cofactores como NADH, NAD(P)H, FMNH, y FADH,
por la oxidacion de un co-sustrato como es la glucosa. Los cofactores reducidos
transportarian los electrones que serian usados por las azo reducatasas para la
ruptura del enlace azo, produciendo aminas aromaticas como desecho. Dos
Santos et al, 2007, aseguran que en estudios realizados se le atribuye a enzimas
con actividad de quinona reductasa la capacidad de reducir el enlace azo. Pandey
et al, 2007 cita investigaciones en las que se asevera, una flavina adenina
dinucledtido deshidrogenasa seria la responsable de la ruptura del enlace; esta
enzima también tendria la propiedad de romper las aminas arométicas
nitrogenadas generadas tras el proceso de reduccion. Otras enzimas involucradas
también serian, de acuerdo a Pandey et al., 2007 reductasas flavina dependientes
presentes en el citosol, las cuales transportarian electrones mediante flavinas

solubles, esto a nivel in vitro.
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Otro mecanismo de ruptura requeriria la intervencion de mediadores. El
mecanismo (figura 4.2) consistiria en la reduccion de moduladores oxidados, con
electrones provenientes de un sustrato alterno. Los moduladores reducidos darian
los electrones necesario para la ruptura del enlace azo, por accion enzimatica de
enzimas azoreductasas. Dos Santos et al., 2004, especifican que compuestos de
flavina, como la ribofablina, flavina adenina dinucle6tido FAD, y flavina adenina
mononucleotido FMN son mediadores.

Colorante

yﬂszo

ODULADORE

CO SUSTRATO OXIDADOS

CO-SUSTRATO

Aminas
Aromaticas

Enzimatica (\MODULADORES

REDUCIDOS

OXIDADO

Figura 4. 2: Mecanismo de reduccion del enlace azo por microorganismos
anaerobios con la intervencion de mediadores (basado en Dos Santos et al, 2007).

Wuhrmann et al., 1980 propuso que el mecanismos de reduccion del
colorante correspondia a un proceso intracelular. Dos Santos et al, 2007 por el
contrario aseguran que la remocion anaerobia solo podria ocurrir
extracelularmente ya que los colorantes sulfonados como los reactivos en estudio,
presentan baja permeabilidad a las paredes de las células, similar a lo
especificado ya por Dubin y Wright, 1975.

Para conocer si el uso del in6culo seleccionado, es o no viable en el
tratamiento de agua textil residual, tendria que ser probado en un reactor
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anaerobio donde pH, fuente de carbono, ausencia de oxigeno y crecimiento, sean
controlados al maximo. Sin embargo, mediante la presente investigacion, se ha
comprobado que el in6culo seleccionado tiene la capacidad de remover los

colorantes en estudio, dependiendo eso si, de las condiciones de cultivo.

En Quito, unicamente el 5% de las empresas textiles aplican algun tipo de
tratamiento (Witt, 2008). Se desconoce la proporcion de aquellas que aplican un
tratamiento bioldgico, por lo tanto no se dispone de datos que permitan comparar
los resultados obtenidos con inéculos importados aplicados en la empresa textil en
el Ecuador.

El in6culo seleccionado en la presente investigacion, podria constituir una
alternativa para el tratamiento bilégico de aguas residuales de las varias industrias
textiles, que aun no aplican ningun tipo de tratamiento a sus aguas residuales, sin
gue exista la dependencia a la importacion de inéculos. Seria necesario realizar un
proceso de escalado para cuantificar la eficiencia de remociéon del indculo
seleccionado en condiciones reales, partiendo de los resultados obtenidos en la

presente investigacion.
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CAPITULO CINCO: CONCLUSIONES

5.1 En cuanto a la seleccion del in6culo compuesto mas eficiente:

5.1.1 Los inoculos que crecieron bajo las condiciones anaerobias de estudio

removieron color en diferentes proporciones.

5.1.2 El mejor consorcio removedor en 100 mg/L de color y 5 g/L de glucosa de
co-sustrato en la fase de seleccion fue 15 obtenido a partir de la exposicién del

medio Jiang et al, 2004 enriquecido con 100 mg/L de colorante directo Rojo 23.

5.2 En cuanto al andlisis de influencia de pH en la remocion de color por

accion del in6culo seleccionado:

5.2.1 Acidificar el medio con acido clorhidrico produce una reduccion de color de
7,77% para el colorante Azul Navy 171, 3,88% para el colorante Amarillo 84 y
1,9% para el colorante Rojo 141.

5.2.2 El colorante mas susceptible a la remocién de color por cambios de pH es el
Azul Navy 171.

5.2.3 El uso de solucion tampon de fosfatos permitié disminuir la reduccion

colorimétrica por variacion de pH.
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5.2.4 La mayor reduccion de color fue provocado por la accion microbiana y no por

cambios de pH en el medio.

5.3 En cuanto a la cinética de crecimiento y larem  ocion del color

5.3.1 La cinética de crecimiento del consorcio siguié la misma tendencia en los
tres colorantes, comenzando con una fase logaritmica, seguida de una pequefia
fase de latencia y una segunda logaritmica, y finalmente decayendo vy

manteniéndose constante.

5.3.2 La remocion del colorante reactivo Rojo 141 es efectuada por los
microorganismos que se desarrollan en la fase de la cinética en la cual la

poblacién se mantiene constante.

5.4 En cuanto al arreglo factorial para el colorant e reactivo Azul Navy 171

5.4.1 Entre menor es la concentracion de color mayor es la eficiencia de remocion
alcanzada, pues a 100, 150 y 200 mg/L se obtuvieron porcentajes de remocion
promedios de 59%, 54% y 43%, porcentajes promedios calculados a partir de
todas las concentraciones de glucosa.

5.4.2 Entre mayor es la concentracién de glucosa mayor es la remocién de color.
Los porcentajes alcanzados fueron 25 %, 62 %y 73 % a0 g/L, 2,59g/Ly5 g/L de

glucosa respectivamente.
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5.4.3 La remocién mas alta alcanzada fue de 75,56% que correspondié a la menor
concentracion de color ensayada (100 mg/L) y la mayor concentracion de glucosa
(5 g/L).

5.4.4 El uso de 5 g/L de glucosa aumenta el porcentaje de remocién de color en
6,16%, 10,63 % y 15,36% en comparacion al uso de 2,5 g/L, en 100 mg/L, 150

mg/L y 200 mg/L de colorante respectivamente.

5.5 En cuanto al arreglo 2 factorial para el colora  nte reactivo Amarillo 84:

5.5.1 Entre menor es la concentracion de color mayor es la eficiencia de remocion
alcanzada, pues a 100, 150 y 200 mg/L se obtuvieron porcentajes de remocion de
60%, 55% y 53% respectivamente, porcentajes promedios calculados a partir de
todas las concentraciones de glucosa.

5.5.2 Entre mayor es la concentracién de glucosa mayor es la remocién de color.
Los porcentajes alcanzados fueron 7 %, 73 % y 87 % a 0 g/L, 2,5 g/L y 5 g/L de

glucosa respectivamente.

5.5.3 El porcentaje de remocion promedio mas alta fue de 89,73% que

correspondio a la interaccion entre 150 mg/L de colorante y 5 g/L de glucosa.

5.5.4 El uso de 5 g/L de glucosa aumenta el porcentaje de remocién de color en
2,66%, 26,06% y 19,65% en comparacion al uso de 2,5 g/L, en 100 mg/L, 150

mg/L y 200 mg/L de colorante respectivamente.
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5.6 En cuanto al arreglo 2 factorial para el colora  nte reactivo Rojo 141:

5.6.1 La relacion de proporcionalidad que existe entre concentracion de glucosa y
remocién es directa, ya que se obtuvieron porcentajes de remocién de color

iguales a 2,6%, 53,67% y 72% a 0 g/L, 2.5 g/L y 5 g/L de glucosa respectivamente.

5.6.2 Entre menor es la concentracion de colorante, mayor el porcentaje de
remocién alcanzado, ya que a 100 mg/L, 150 mg/L y 200 mg/L se obtuvieron
remociones de 49 %, 40 % y 37 % de color respectivamente, porcentajes

promedios calculados a partir de todas las concentraciones de glucosa.

5.6.3 El uso de 5 g/L de glucosa aumenta el porcentaje de remocién de color en
13,63%, 26,19% y 17,07% en comparacion al uso de 2,5 g/L, en 100 mg/L, 150

mg/L y 200 mg/L de colorante respectivamente.

5.6.4 El mayor porcentaje de remocioén de color fue 79,16%, obtenidos en 100

mg/L de colorante y 5 g/L de glucosa.

5.7 En cuanto al trabajo en conjunto:

5.7.1 Entre menor la concentracion de colorante, mayor la remocion de color

efectuada por el indculo seleccionado.
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5.7.2 Los tiempos requeridos para la remocion de color se extienden en
condiciones anaerobias si no hay un control de pH, concentracion de oxigeno y

tamario de in6culo.

5.7.3 El inéculo seleccionado tiene la capacidad de remover los colorantes
reactivos Azul Navy 171, Rojo 141 y Amarillo 84, en proporciones dependientes de

la concentracion de colorante, glucosa, del pH y del nivel de oxigeno.
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CAPITULO SEIS: RECOMENDACIONES

Seria importante realizar ensayos de pH que permitan determinar el nivel

Optimo necesario para alcanzar una remocioén de color mas eficiente.

Se recomienda probar con tamafios de inéculos mas grandes a los
utilizados en la presente experimentacion, con el objetivo de reducir el tiempo de

retencion celular necesario para alcanzar remociones superiores al 80%.

Se recomienda probar el indculo seleccionado en un reactor anaerobio a
escala de laboratorio, en el cual se puedan controlar de mejor manera las
condiciones de pH y de anaerobiosis requerido para el exitoso desarrollo de

microorganismos anaerobios, en especial los sulfato reductores.

Se recomienda continuar con el proceso de escalado, para cuantificar la
eficiencia de remocion de color en condiciones reales con agua residual textil, y
asi observar la viabilidad que tendria el in6culo en el tratamiento de aguas

residuales de este tipo.

Se recomienda ensayar el uso de una fuente de carbono alterna mas
econdémica, como la melaza, para aumentar la probabilidad del uso de este tipo de

in6culos en el tratamiento de aguas residuales textiles.
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Se recomienda realizar ensayos para determinar el grado de toxicidad de

las moléculas generadas por la ruptura de los colorantes.

Se recomienda caracterizar el inéculo compuesto seleccionado, para asi
establecer las posibles relaciones existentes entre los microorganismos y
determinar si alguno de ellos puede ser eventualmente patdgeno para la salud

humana o el medio ambiente.
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ANEXO A
Remocion de color por parte del inéculo seleccionado en diferentes concentraciones de color y glucosa.

AZUL NAVY 171:
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ANEXO B

AMARILLO 84:
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ANEXO C

ROJO 141:

100 mg/L colorante 5g/L Glucosa 150 mg/L colorante 5g/L Glucosa

100






