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RESUMEN

En la investigacion se compard los microorganismos presentes en el
in6culo 15-ESPE antes y después del tratamiento de aguas residuales
textiles en condiciones aerobias, pues en investigaciones previas, el
indculo 15 ha demostrado ser eficaz en la disminucién de contaminantes
propios de la industria textil. Los inGculos antes y después del tratamiento
fueron proporcionados por el cepario del laboratorio de Microbiologia
Ambiental del CEINCI-ESPE. Luego de su activacion, se obtuvieron
cultivos puros y se determinaron sus caracteristicas macroscopicas y
microscopicas. Después, se identificaron las especies microbianas
mediante pruebas bioquimicas y un analisis confirmatorio con el sistema
API®. Las especies encontradas en el inoculo I5-ESPE antes del
tratamiento de aguas residuales fueron Staphylococcus xylosus,
Saccharomyces cerevisiae y Candida tropicalis; las especies exclusivas
del inéculo 15 después del tratamiento de aguas residuales textiles en
condiciones aerobias fueron Enterobacter cloacae y Bacillus megaterium,
la especie comun encontrada fue Bacillus subtilis; ademas, ningun indculo
presentd especies de hongos filamentosos. En la investigacion se
constata que existe disimilitud y un bajo indice de especies comunes
entre el in6culo I15-ESPE antes y después del tratamiento de aguas

residuales textiles.
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ABSTRACT

This research compared the microorganisms presents in I5-ESPE
inoculum before and after made an treatment to textile wastewater at
aerobic conditions, because in previous investigations, the inoculum was
effective to reduce textile industry’s pollutants. The inoculums before and
after treatment were supplied by the Environmental Microbiology
Laboratory of the CEINCI-ESPE. Later their activation, pure cultures were
isolated and examined their macroscopic and microscopic characteristics.
Next, the microbial species were characterized using biochemical tests
and API® system for confirmatory analysis. The species found in I5
inoculum before wastewater treatment were Staphylococcus xylosus,
Saccharomyces cerevisiae and Candida tropicalis; the species from |5
inoculum after textile wastewater treatment at aerobic conditions were
Enterobacter cloacae and Bacillus megaterium; a common specie found in
the inoculums was Bacillus subtilis. Furthermore, there was not
filamentous fungi on any inoculums. This research affirm that exist
dissimilarity and a low index of common species between |5-ESPE

inoculum before and after a textile wastewater treatment.
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CAPITULO 1

“COMPARACION DE LOS MICROORGANISMOS PRESENTES EN EL
INOCULO I5-ESPE ANTES Y DESPUES DEL TRATAMIENTO DE AGUAS
RESIDUALES TEXTILES EN CONDICIONES AEROBIAS, MEDIANTE

PRUEBAS MORFOLOGICAS Y BIOQUIMICAS”.

1.1. Formulacién del problema

El crecimiento poblacional y su tendencia a la modernizacion han
contribuido al progreso de la industria textil (Butani et al., 2013). Hasta
finales del 2012, el sector textii e indumentario tuvo una tasa de

crecimiento del 7%, dentro del comercio mundial (OMC, 2013).

En el Ecuador, los inicios de la industria textil datan del siglo XVII,
cuando se comenzaron a realizar tejidos con lana de oveja. Desde
entonces, tal industria ha progresado en el pais, llegando a ser el segundo
sector manufacturero que mas mano de obra emplea (AITE, 2012). Sin
embargo, asi como ha incrementado la industria en el pais y el mundo,

han aumentado sus desechos.

Asi, el desafio de la industria es mantener el crecimiento
econdmico y a su vez, precautelar el medio ambiente (Bur, 2013). Por ello,

surge la necesidad de encontrar soluciones a los problemas ambientales



que las empresas textiles ocasionan; una alternativa es la biorremediacion

de los efluentes generados.

En la busqueda de un tratamiento biolégico a las aguas residuales
de empresas textiles, Moncayo (2010) seleccion6 un in6culo microbiano
denominado 15, capaz de remover los colorantes reactivos textiles: Azul
navy 171, rojo 141 y amarillo 84 en un 75.56%, 79.16% y 89.73%,

respectivamente.

A partir de ello, el inéculo 15 fue empleado en otras
investigaciones: disminucion de concentracion de fenol en agua sintética
(Montenegro, 2010); biorremocién de cromo total y cromo VI a escala de
laboratorio (Guevara, 2010); remocion de zinc en agua sintética (Garcia,
2011) y biodegradacion de tensoactivos anionicos (Paladines, 2011). Se
construyo una planta piloto para el tratamiento de aguas residuales textiles
(Mufioz, 2011) y se probd la efectividad del in6culo en condiciones

aerobias (Rivadeneyra, 2013).

Pese a que en investigaciones previas el indculo |5 ha demostrado
ser eficaz en la disminucion de contaminantes propios de la industria textil,
aun no se ha comparado a los microorganismos que conforman el inéculo
antes y después del tratamiento de aguas residuales textiles, por lo que
resulta necesario caracterizarlo morfolégica y bioquimicamente para

maximizar sus beneficios.



1.2. Justificacion del problema

La comparacion microbiana del in6culo 15 permite identificar el
cambio en la composicién del consorcio. En la investigaciéon de Travis,
Burce & Rosser (2008) se muestra que solo pocos microorganismos de un
consorcio original, sobreviven a las nuevas condiciones ambientales
generadas en una experimentacion. Estudios de Wertz et al. (2007) y
Allison & Martiny (2008) resaltan que la capacidad de un consorcio para
resistir al cambio, asi como el tiempo para establecer su composicidon
original, dependen directamente de las alteraciones a las que es sometido

el cultivo microbiano.

Igualmente, la identificacibn y comparacion del inéculo 15,
favorece la reproducibilidad de las investigaciones afines al tratamiento de
aguas residuales textiles; pues como sefalan Pearce, Lloyd & Guthrie
(2003), aunque los indéculos compuestos brindan una evaluacion
macroscoépica de lo que ocurre en un sistema de estudio, sus resultados
no son facilmente reproducibles en el laboratorio. Por ello, se sugiere su

reproducibilidad mediante indculos puros.

Finalmente, ya que en Ecuador son escasos los estudios
enfocados al tratamiento de agua residual textii mediante consorcios
microbianos, la presente investigacion se orienta a comparar los
microorganismos de un inoculo, evaluado en estudios previos como eficaz

en la remocidén de contaminantes propios de los efluentes textiles; esto



con la finalidad de contribuir con el proyecto “Obtenciéon de un indculo
bacteriano nativo capaz de degradar compuestos contaminantes tipicos
en efluentes de industrias textiles para que sea utilizado como biomasa en
plantas de tratamiento biolégico de aguas residuales a escala real”
iniciado en el afo 2009, en beneficio de la remediacion biolégica y

preservacion del agua.

1.3. Objetivos de la investigacion

1.3.1. Objetivo general

Comparar los microorganismos presentes en el inéculo 15-ESPE
antes y después del tratamiento de aguas residuales textiles en

condiciones aerobias, mediante pruebas morfoldgicas y bioquimicas.

1.3.2. Objetivos especificos

— Activar el inéculo 15 original y el in6culo obtenido luego del tratamiento
de aguas residuales textiles en condiciones aerobias.

— Aislar las colonias aerobias mesodfilas con 48 horas de incubacién
(bacterias y hongos levaduriformes) o 7 dias (hongos filamentosos),
hasta obtener cultivos puros.

— Determinar las caracteristicas del cultivo: morfologia, color y tincion.



— ldentificar los cultivos puros mediante pruebas bioquimicas tratadas en
base a claves bibliograficas.

— Comparar los microorganismos identificados en el in6culo 15 antes y
después del tratamiento de aguas residuales textiles en condiciones

aerobias.

1.4. Marco teorico

1.4.1. Contaminantes del efluente textil

Para comprender el efluente textil, es necesario sefalar los
procesos abarcados en la fabricacién de tejidos. Se empieza con la
generacion de fibras que pueden ser artificiales (si provienen de celulosa)
y sintéticas (si proceden del petréleo). Las fibras en bruto, pasan al lavado
y peinado hasta lograr: eliminacion de impurezas para mejorar la calidad
del hilo, disposicion del hilo en cintas, afinado y refinamiento del hilo hasta
que tenga caracteristicas homogéneas en cuanto a su resistencia y
tamano. Estas fases de preparacién y blanqueo de las fibras utilizan agua,
por lo que los efluentes contendran: polvo, aceites, aditivos, detergentes,
clorito sddico, peroxido de hidrégeno e incluso pesticidas (ATEXGA, 2008;

Walters, Santillo & Johnston, 2005).



A las anteriores fases le sigue el tefiido del hilado, que se realiza
por disolucion de combinaciones colorantes azobenceno y cuerpos amino-
azo u otros colorantes reactivos. Posteriormente esta la etapa de tisado
para la obtencion de tejidos a partir del hilo elaborado. La fase comienza
con el enlazamiento de los hilos y termina con las impresiones,

estampados y acabados del tejido (ATEXGA, 2008).

Por los procesos previamente mencionados, las aguas residuales
textiles contienen gran cantidad de sustancias inorganicas reveladas en
altos valores de demanda quimica de oxigeno (150 - 12000 mg.L™),
colorantes reactivos, pH basico, sélidos suspendidos (15 a 8000 mg.L™),
sélidos disueltos (2900 a 3100 mg.L™"), cloruros (1000 a 1600 mg.L™") y
demanda bioquimica de oxigeno (80 a 6000 mg.L™"). Ademas, se debe
considerar que en las fases de tintura y estampado pueden descargarse
contaminantes como: cromo, cobre y zinc (Al-Kdasi et al., 2004; Pertiwi &

Roosmini, 2010).

1.4.2. Tratamiento de agua residual textil

El mayor indicativo de la contaminacion en aguas residuales
textiles es la presencia de colorantes y su eliminacion continua siendo el
principal problema del tratamiento de los efluentes. Los colorantes mas
empleados en la industria son aquellos que contienen un grupo azo (N=N)
y aunque presentan buenos resultados en la fabricaciéon de los tejidos,

pueden transformarse en aminas aromaticas, componentes



potencialmente cancerigenos para los organismos vivos (Khadijah, Lee &

Mohd, 2009).

Para el tratamiento de los efluentes textiles se emplean métodos
fisico-quimicos como: coagulacion y floculacion, flotacion por aire disuelto,
desecamiento de lodos y dsmosis inversa. Estos tratamientos presentan
eficacia al momento de reducir los contaminantes, sin embargo, son

costosos y requieren de otros quimicos para su ejecucién (Salas, 2003).

También existe el tratamiento bioldgico de aguas residuales, que
en diversas industrias, ha garantizado buenos resultados. Su uso se ha
potenciado por la efectividad y porque emplea métodos amigables con el
ambiente. En la industria textil, la atencidn se centra en la capacidad de
bacterias y hongos para remover los colorantes tipo azo; igualmente,
presentan procesos evolucionarios de adaptacion continua para la
decoloracion, parametro que los procesos fisico-quimicos no pueden

lograr (Kandelbauer & Guebitz, 2005; Khadijah, Lee & Mohd, 2009).

En el Ecuador, el Texto Unificado de Legislacion Ambiental
Secundaria del Ministerio de Ambiente (TULAS), contiene los parametros
para la regulacion de la descarga de efluentes. En el Libro VI — Anexo 1 se
sefalan los limites de descarga de aguas residuales al sistema de
alcantarillado publico y a un cuerpo de agua dulce. En la tabla 1.1 se
sefalan varios valores a considerar en las aguas residuales textiles

(Secretaria de Ambiente, 2010).



Tabla 1.1: Valores a considerar en las descargas de aguas residuales textiles
hacia el alcantarillado publico o a un cuerpo de agua dulce, segun
el TULAS. FUENTE: Secretaria de Ambiente (2010).

Limite
Parametros Exgcr)ens‘zdo Unidad maximo
permisible
Cobre Cu mg.L™ 1.0
Cromo hexavalente cr*® mg.L™ 0.5
unidades de inapreciable
Color real Color real color en dilucién
1/20
Potencial hidrogeno pH 5-9
Demanda bioquimica de
oxigeno (5 dias)- DBOs mg.L™” 250

alcantarillado
Demanda bioquimica de
oxigeno (5 dias)- cuerpo DBOs mg.L™ 100
de agua dulce
Demanda quimica de

-1
oxigeno- alcantarillado DQO mg.L 500
Demanda quimica de
oxigeno- cuerpo de agua DQO mg.L™” 250
dulce
Sulfuros-alcantarillado S mg.L™" 1.0
Sulfuros-alcantarillado S mg.L™ 0.5

1.4.3. Microorganismos en la remociéon de contaminantes textiles

Dos grupos de microorganismos: bacterias y hongos, han sido los
mas estudiados en el tratamiento de aguas residuales textiles. Esto debido
a su eficacia en la remocion de contaminantes y porque permiten la
transformacién de los colorantes en compuestos como didxido de

carbono, agua y lodo no perjudicial al ambiente (Rai et al., 2005).

La remocidn de residuos lignocelulésicos, colorantes y varios

compuestos quimicos por accion de los hongos, se adjudica a que poseen



enzimas oxidativas tales como la Lignina Peroxidasa, Manganeso
Peroxidasa y lacasas. Ilgualmente, las bacterias logran la sulfato reduccién
y mineralizacion de los colorantes en condiciones aerobias e incluso,
consiguen la decolorizacién del efluente, mas rapido que los hongos

(Butani et al., 2013).

A partir de los 70s, comenzo el interés por aislar microorganismos
capaces de remover colorantes textiles en agua residual, reportandose
como el primero a Bacillus subtilis. Desde entonces, se han identificado
gran variedad de microorganismos para el mismo fin: Bacillus megaterium,
Alcaligenes faecalis, Rhodococcus erythropolis, Bacillus licheniformis,

entre otros (Butani et al., 2013).

Olukanni, Osuntoki & Gbenle (2006) identificaron 24 cepas
bacterianas pertenecientes a los géneros: Acinetobacter, Bacillus,
Legionella y Pseudomonas, en el tratamiento de un efluente textil en

Lagos — Nigeria.

En Tirupur, una reconocida region textilera de la India, se identificd
que Bacillus sp., Escherichia coli y Pseudomonas fluorescens son
especies bacterianas eficientes en la remocion del colorante textil naranja
3R y también colaboran en la reduccion de otros colorantes tipo azo como:

Amarillo GR, azul T y negro RL (Manivannan, Reetha & Ganesh, 2011).

Igualmente, se ha identificado que microorganismos como:

Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Bacterioides fragilis, Peptostreptococcus,



10

Clostridium perfringens, Escherichia coli y Staphylococcus aureus,
contribuyen en el tratamiento de aguas residuales textiles, principalmente

en la reduccion de colorante azul indigo (Ajibola et al., 2005).

Otras bacterias identificadas: Pseudomonas aeruginosa,
Proteus  mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli 'y
Bacillus subtilis, muestran la capacidad de remover los colorantes textiles:
Rojo congo, naranja viscosa, verde directo PLS, violeta BL, azul cielo FF y

negro directo E, en agua residual sintética (Saranraj et al., 2010).

También estan: Shewanella putrefaciens en el tratamiento de
agua residual con colorante remazol negro B (Kamilaki, 2000);
Pseudomonas luteola en la decoloracién de rojo 22 (Chang, Chou & Chen,
2001) y Desulfovibrio desulfuricans en el descenso del colorante reactivo
naranja 96 en aguas residuales textiles (Yoo, Libra & Wiesmann, 2000).
Ademas, levaduras como Saccharomyces cerevisiae en la degradacion
del colorante azo rojo metilo (Jadhav et al., 2007) y Candida tropicalis en

la decolorizacion completa del reactivo azo negro 5 (Jafari et al., 2012).

1.4.4. Caracterizacion de un consorcio microbiano

1.44.1. Inéculo microbiano

Los microorganismos en el ambiente se encuentran formando

asociaciones complejas (hongos, bacterias, protozoarios, cianobacterias,
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entre otros). Sin embargo, pueden trabajarse a nivel de laboratorio como
in6culos, es decir, como suspensiones seleccionadas para una funcién
especifica. Los in6culos pueden ser cultivos puros o mixtos, siendo estos
ultimos aquellos que presentan dos o mas tipos de microorganismos
(UGR, 2012). Un ejemplo de inéculo microbiano, es el encontrado en los
lodos aerobios o anaerobios de plantas de tratamiento de aguas

residuales (Mora et al., 2005).

El empleo de indéculos ha sido relevante en estudios de
Microbiologia Aplicada y con el pasar de los tiempos, han llegado a
comercializarse. Un ejemplo de ello es que en Japdn y Norteamérica se
tiene mas de 90 tipos de aditivos microbiolégicos comerciales, empleados
para el tratamiento de desechos organicos; su aceptacion en los
consumidores incrementa debido a la estabilidad de resultados que estos

productos ofrecen (Pacheco, 2009).

1.4.4.2. Métodos de identificacion

Los microorganismos, al igual que otros entes, presentan
particularidades en su crecimiento, nutricion, enzimas, material genético,
reacciones quimicas y condiciones fisicas-quimicas que toleran; siendo
estas las caracteristicas que ayudan a su clasificacién. La sistematica
oficial internacional de las bacterias se encuentra detallada en el Manual
de Bacteriologia Determinativa de Bergey (Garcia et al., 1997; Montoya,

2008).
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La caracterizacibon de microorganismos corresponde su
identificacion en una categoria taxondmica establecida: Reino — Filum —
Clase — Orden — Familia - Género y Especie. Para identificar los
microorganismos que conforman un indculo, existen diversos métodos
como: criterios morfologicos, tinciones diferenciales, pruebas bioquimicas,
interacciones con virus bacterianos, pruebas serolégicas y biologia

molecular (Gutiérrez, 2008).

Garcia et al. (1997) y Montoya (2008) informan sobre los distintos
meétodos para identificar a los microorganismos, como se puntualiza a

continuacion.

Criterios morfolégicos.- actualmente, estos aspectos son solo una forma
primaria para identificarlos y se basan en la distincién celular y colonial de

los microorganismos.

Tinciones diferenciales.- son técnicas de rigor en la identificacion de
microorganismos, ya que las diferentes coloraciones que toman las
bacterias u hongos, permiten definirlos en grupos. Ayudan a detectar con

mayor facilidad la morfologia celular bajo el microscopio.

Tipificacion de fagos.- se basan en la interaccién de un fago con una
bacteria, apreciando la lisis que el fago ocasiona sobre la célula bacteriana

a través de receptores especificos.
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Ensayos serolégicos.- se basan en la reaccion del anticuerpo presente
en una preparacion, con el antigeno que posee la célula microbiana. El
ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA), ha sido empleado
para la deteccion del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH),

Haemophilus influenzae, Escherichia coli, entre otros.

Pruebas bioquimicas.- se basan en la deteccion de un microorganismo a
través de las reacciones quimicas especificas que realiza. Es un método
ampliamente utilizado en el laboratorio y los patrones de identificacion

para cada microorganismo se han refinado con el pasar de los tiempos.

Biologia molecular.- corresponde a la identificacion de microorganismos
basandose en la deteccion de su material genético. Para ello, es necesario
el aislamiento del microorganismo, la extraccion de sus acidos nucléicos,
la amplificacion del material genético por métodos como la reaccidén en
cadena de la polimerasa (PCR) y la secuenciacion de las bases de

nucleodtidos.

1.5. Hipétesis de investigacion

Existe diferencia significativa entre los microorganismos presentes
en el in6culo I5-ESPE antes y después del tratamiento de aguas

residuales textiles en condiciones aerobias.
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CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

2.1. Participantes

El trabajo de tesis fue ejecutado por Abigail Montero, con la
direccion de Alma Koch Kaiser, MC. y codireccién del Ing. Mat. Pedro

Romero Saker.

2.2. Zona de estudio

El proyecto se desarrolld en el laboratorio de Microbiologia
Ambiental del Centro de Investigaciones Cientificas (CEINCI) de la ESPE -
Campus Sangolqui, mismo que se ubica en: Ecuador, Provincia de

Pichincha, Cantén Ruminahui, Av. General Ruminahui S/N.

2.3. Periodo de tiempo de investigacion

El proyecto de tesis se desarrollo entre los meses de febrero y

agosto del 2013.

2.4. Procedimiento

2.4.1. Activacion del in6culo

Los in6culos microbianos que se utilizaron en este trabajo fueron

proporcionados por el cepario del laboratorio de Microbiologia Ambiental
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del CEINCI-ESPE. El in6culo 15 original fue obtenido por Moncayo (2010)
y el inoculo 15 luego del tratamiento de aguas residuales textiles en
condiciones aerobias, se recolectd de la investigacion de Rivadeneyra

(2013).

Los in6culos fueron activados en el caldo de enriquecimiento
aplicado por Jiang, Tay & Tay (2004), mismo que fue modificado en las
investigaciones de Moncayo y Ayala (2010) y consta de nueve soluciones
madre, detalladas en la tabla 2.1. Las soluciones se almacenaron en
frascos con tapa rosca azul Boeco®, excepto por la solucion de EDTA-

FeSO4 que se preservo en un frasco ambar.

Tabla 2.1: Soluciones madre del medio de cultivo mineral empleado para la
activacion del inéculo 15. FUENTE: Moncayo y Ayala (2010).

Solucién Cantidad del compuesto Volumen de aforo
madre quimico (g) (mL)
EDTA- 0.0174 EDTAY 500
FeSO4 0.0130 FeSO4

CaS04.2H,0 0.53 500
NaCl 0.7 500
KoHPO, 7 500
MgS0,4.7H,0 9.8 500
KH2PO4 14 500
(NH4)2.SO, 28 500
28.42 Na,HPO,
Buffer 26.5916 NaH,PO4.H,0 500
Glucosa 35 500

Se prepard 980 mL de medio mineral conformado por 350 mL de
agua estéril y 70 mL de cada una de las soluciones madre previamente
autoclavadas y enfriadas. En condiciones asépticas, se le anadié 20 mL

del in6culo madre para conseguir 1 L de inoculo activado, luego de la
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incubacion a 30°C durante 48 h.

2.4.2. Aislamiento de colonias

Las cepas puras se aislaron del in6culo mixto, a través de
diluciones seriadas desde 10" hasta 10° (Rodriguez et al., 2006). Las
diluciones se realizaron en una solucién salina con 45 g de NaCl en 500
mL de agua destilada; donde 0.1 mL de cada dilucion se sembr6 por
extension, en cajas petri con agar (Khadijah, Lee & Mohd, 2009;

Rodriguez et al., 2006).

Se realiz6 un primer aislamiento en Agar Nutriente - AN
(Acumedia, Estados Unidos) para el crecimiento de microorganismos no
fastidiosos y también en Agar Dextrosa y Papa - PDA (Difco Laboratorios,
Estados Unidos) para potenciar el aislamiento de hongos y levaduras

(Neogen Corporation, 2013).

En el segundo aislamiento se emplearon medios de cultivo
selectivos como el Agar Man, Rogosa y Sharpe - MRS (Difco Laboratorios,
Estados Unidos) para favorecer el crecimiento de bacilos grampositivos
(Becton, Dickinson & Compainiia, 2012) y el Agar Manitol Salado - MSA
(BBL™, Estados Unidos) para la distincion de estafilococos (Neogen

Corporation, 2013).

Las cajas petri con agar se incubaron a 30°C por 48 h para la
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visualizacion de colonias bacterianas y hongos levaduriformes. Para
hongos filamentosos, se esperd un periodo de siete a 21 dias a la misma

temperatura.

Los microorganismos se aislaron tomando como criterio de
seleccion el crecimiento en las mayores diluciones donde se presentaron
colonias aisladas y la apreciacion de caracteristicas distintivas como color,
forma y tamafo entre colonias (Khadijah, Lee & Mohd, 2009; Pérez, Ruiz

& Yeomans, 2004; Rodriguez et al., 2006).

Para su purificacion, las colonias bacterianas seleccionadas
fueron repicadas dos veces por estrias en Agar Tripticasa de Soya - TSA
(Difco Laboratorios, Estados Unidos) como lo sugieren Rodriguez et al.
(2006) y Khadijah, Lee & Mohd (2009); de igual manera los hongos
levaduriformes se purificaron en medio PDA como lo recomienda
Martinez et al. (1997). Finalmente, cada colonia purificada se conservé en

tubos de agar inclinado para su analisis morfologico y bioquimico.

2.4.3. Evaluacion macroscopica

La descripcion macroscopica de las colonias bacterianas aisladas
incluyé aspectos como el tamafio, pigmentacion, configuracion, elevacion

y borde (Brown, 2001).
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2.4.4. Descripcion morfolégica celular

La morfologia de los microorganismos aislados se distinguidé a
través de Tincion Gram, ya que ademas de diferenciar entre organismos
grampositivos y gramnegativos, se identificé si estos eran levaduras o
formas bacterianas: coco, bacilo, cocobacilo, vibrio, espirilo o espiroquetas

(Murray, Rosenthal & Pfaller, 2009).

Totora, Funke & Case (2007) resaltan que la tincidon desarrollada

por Christian Gram en 1884, se desarrolla con los siguientes pasos:

v' Al frotis de la muestra, fijado con calor, se lo recubre con colorante
primario (violeta de genciana) y se lo deja actuar durante un minuto.

v' La placa se lava con agua y se le agrega lugol, durante un minuto,
para retener el colorante primario.

v' Después, se lava el preparado y se afiaden 10 gotas del agente
decolorante alcohol-acetona.

v Finalmente, se tifie la muestra con el colorante de contraste (safranina)
y luego de un minuto, el portaobjetos se lava con agua y se seca en

papel absorbente.

2.4.5. Analisis bioquimico

La identificacion bioquimica de bacterias se realizé siguiendo las

claves bibliograficas que se indican en los anexos A a F.
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Los hongos levaduriformes también se identificaron mediante
claves bibliograficas, considerando la asimilacion de fuentes de carbono
en un auxonograma y su fermentacion anaerobia en un zimograma,

detallados en los anexos G a | (Peman, Mazuelos & Rubio, 2007).

2.4.6. Analisis confirmatorio

Los resultados obtenidos de las pruebas morfoldgicas vy
bioquimicas se confirmaron con el indice Analitico del Perfil API®
(BioMérieux, Francia). Para Enterobacteriacae, API 20E; Bacillus, API

50CHB; Staphylococci, API Staph y levaduras, API1 20C AUX.

Cada sistema minuaturizado API® se llené conforme lo indica el
manual del usuario y su resultado se revelé con la plataforma virtual

APIweb (BioMérieux, 2009).

2.5. Analisis estadistico

Las graficas descriptivas de los datos se efectuaron en el
programa Microsoft Office Excel 2007 y el analisis comparativo se realizé
con el software estadistico InfoStat, considerando elementos como las
tablas de contingencia de Boesch, prueba chi-cuadrada de independencia,

prueba exacta de Fisher, coeficiente ¢, razén de probabilidades (OR),

indice estadistico de Jaccard e indice estadistico de Dice-Sorensen.
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CAPITULO 3: RESULTADOS

3.1. Activacion del inéculo

El medio mineral de Jiang et al. (2004) modificado por Ayala y
Moncayo (2010) permitié la activaciéon de los indculos 15 original e 15 luego
del tratamiento de aguas residuales textiles en condiciones aerobias,

como se aprecia en la figura 3.1.

Figura 3.1: In6culo I5-ESPE proporcionado por el cepario de Microbiologia
Ambiental — CEINCI (a) original, (b) luego del tratamiento; e
in6culo activado (c) original, (d) luego del tratamiento. FUENTE:
Montero (2013).
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3.2. Aislamiento de colonias

El primer aislamiento realizado en Agar Nutriente y PDA permitid
la seleccion de 13 colonias microbianas: cinco en el indculo antes del
tratamiento (A-TART) y ocho en el inéculo después del tratamiento de
aguas residuales textiles en condiciones aerobias (D-TART). El segundo
aislamiento, efectuado en Agar MRS y Agar Manitol Salado, permitié la
recopilacion de seis colonias A-TART y tres D-TART. Finalmente, luego de
21 dias de incubacién en medio PDA, no se aprecio el crecimiento de

hongos filamentosos en los inéculos (figuras 3.2 y 3.3).

PDA-hongos

Man

MRS H Antes-TART

E Después-TART

PDA

Medio de aislamiento

AN

6

NG
Umero de colonias aisladas

Figura 3.2: Numero de colonias aisladas en el inéculo I5-ESPE antes y
después del tratamiento de aguas residuales textiles (TART).
FUENTE: Montero (2013).
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Figura 3.3: Aislamiento de colonias microbianas del inéculo |5 luego de 48 h
en (a) medio PDA, (b) Agar Manitol Salado; y (c) PDA luego de
21 dias para hongos filamentosos. FUENTE: Montero (2013).
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3.3. Evaluacion macroscoépica

Las 22 colonias aisladas se distinguieron segun su tamafo,
pigmentacioén, configuracion, elevacion y borde, tal como se muestra en la

figura 3.4.
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Lobado
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Circular

Convexa
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Figura 3.4: Porcentaje de las colonias aisladas del inoculo 15 considerando
diversos criterios de evaluacibn macroscopica. FUENTE:
Montero (2013).



24

3.4. Descripcion morfolégica celular

La tincion Gram permitié la diferenciacién de los microorganismos
en levaduras, bacilos grampositivos, bacilos gramnegativos y cocos
grampositivos, segun porcentajes mostrados en la figura 3.5 y como se

ilustran en la figura 3.6.

Hlevadura W®bacilo G(-) ®bacilo G(+) ™estafilococo

Figura 3.5: Morfologia celular de las colonias aisladas del in6culo 15, luego
de la tincion Gram. FUENTE: Montero (2013).
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d
('L L - b ,-l:

Figura 3.6: Descripcion morfolégica celular de colonias aisladas del inéculo:
(@) levaduras, (b) bacilos gramnegativos, (c) bacilos
grampositivos esporulados y (d) estafilococos. FUENTE: Montero
(2013).
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3.5. Analisis bioquimico

Las claves bibliograficas de identificacidon microbiana permitieron
la caracterizacion de las colonias aisladas, en las especies:
Enterobacter cloacae (colonias C6AN, C7AN, C8AN, C9AN, C10PDA,
C11PDA, C12PDA, C13PDA); Bacillus subtilis (colonias C3MRS, C6MRS,
C7MRS); Bacillus megaterium (colonia C5MRS); Staphylococcus xylosus
(colonia C1MSA); Saccharomyces cerevisiae (colonias C1AN y C4AMRS); y
Candida tropicalis (C2AN, C3PDA, C4PDA, C5PDA, C1MRS, C2MRS,
C2MSA). Su presencia en el inéculo I15-ESPE antes o después del

tratamiento de aguas residuales textiles, se muestra en la figura 3.7.

B Exclusivas A-TART:
Staphylococcus xylosus,
Saccharomyces cerevisiae,
Candida tropicalis.

B Exclusivas D-TART:
Enterobacter cloacae,
Bacillus megaterium.

O Especies comunes:
Bacillus subtilis

Figura 3.7: Especies microbianas presentes en el inéculo I5-ESPE antes
(A-TART) y después (D-TART) del tratamiento de aguas
residuales textiles. FUENTE: Montero (2013).
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Los resultados de las pruebas bioquimicas efectuadas a cada
colonia se detallan en los anexos J — M; varias se exponen en la figura

3.8.

4

Figura 3.8: Pruebas bioquimicas efectuadas a las colonias aisladas del
in6culo 15 (a) hidrdlisis del almidén, (b) hidrdlisis de la urea, (c)
fermentacion de azucares, con formacion de &acido y (d)
auxonograma. FUENTE: Montero (2013).
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3.6. Analisis confirmatorio

El sistema miniaturizado API® confirmd las especies encontradas
en el analisis bioquimico del in6culo 15; especificamente, API 20E valido la
presencia de Enterobacter cloacae, API 50CHB confirmé Bacillus subtilis y
Bacillus megaterium, API Staph corrobord con Staphylococcus xylosus; y
APl 20C AUX validé Saccharomyces cerevisiae y Candida tropicalis

(anexo N).

3.7. Analisis estadistico

La tabla de contingencia para el analisis comparativo de los
in6culos evidencié que existe diferencia entre ellos; asi, en los elementos
de la tabla se distinguié que los inéculos poseen un atributo comun, que el
in6culo antes del tratamiento tiene tres atributos exclusivos y el indculo

después del tratamiento posee dos atributos exclusivos (figura 3.9).

La tabla de contingencia expuso valores menores a cinco, por ello
se deduce que la prueba chi-cuadrada de independencia no es aplicable y
en su lugar se considero la prueba de Irwin-Fisher para conseguir valores
exactos de significancia. Asi, el valor Fisher bilateral = -0.75, p > 0.05
sefiala que la diferencia observada entre los inoculos 15 A-TART vy

D-TART es estadisticamente significante.
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De la tabla 2x2 también se deducen los coeficientes de
contingencia V Cramer = 0.5; K= 0.58; ?= -0.71 que expresan la
intensidad de la relacion entre el inéculo 15 A-TART e 15 D-TART.
Asimismo, se constatd una relaciéon nula (OR’z = 0.00) entre la diferencia

de los indculos y el cambio en una unidad de las variables.

Tabla=s de contingencia
Frecu=sncias: FRECUENCIA
Frecuencias absolutas

En columnas:D-TART
L-TART 0 1 Total

0 o 2
1 3 1 4
Total 3 3 &

Estadlistico Valor gl E
Chi Cuadrado Pearson 3.00 1 O0.0833
Chi Cuadrado HV-G2 3.82 1 0.0507
Irwin-Fisher bilateral -0.75 0.2000
Coef.Conting.Cramer 0.50
Coef.Conting.Pearson 0.58
Coeficiente Phi -0.71

Cocientes de chance (odds ratio)

Eztadistico Estim LT 95% L5 95%
Odd=s Ratio 172 0.00 =d =d

Figura 3.9: Tabla de contingencia y comparacion estadistica de los
inéculos 15 antes (A-TART) y después (D-TART) del
tratamiento de aguas residuales, mediante la asistencia del
programa InfoStat. FUENTE: Montero (2013).
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Los indices estadisticos de Jaccard y Dice-Sorensen (figura 3.10)
se obtuvieron mediante un analisis multivarianza hasta conseguir matrices

de distancia y similarides en el software Infostat.

El indice de Jaccard expreso la baja proporcion de especies

comunes en los inoculos (1—7, =0.86) y el indice de Dice-Sorensen

manifestd la disimilitud entre las entidades de estudio (1—S =0.75).

Matrices de distancia=s y similaridades

Jaccard (1-5)

B-TART D-TART
B-TART 0.00
D-TART 0.86 0.00

Dice (1-5)

A-TRRT D-TART
A-TRRT 0.00
D-TART ©0.75 0.00

Figura 3.10: indice de Jaccard e indice de Dice-Sorensen para la
comparacion del indculo 15 antes y después del tratamiento
de aguas, mediante la asistencia del programa InfoStat.
FUENTE: Montero (2013).
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CAPITULO 4: DISCUSION

Activacion del inéculo

Forbes, Sahm & Weissfeld (2009) senalan que el crecimiento
microbiano en un medio de cultivo liquido se revela con el cambio de su
apariencia translucida a turbia; aspecto ocasionado por la deflexion de la

luz debida a la abundancia de células en el caldo de cultivo.

Como se ilustra en la figura 3.1 de resultados, los in6culos 15
antes (A-TART) y después (D-TART) del tratamiento de aguas residuales
textiles, se tornaron turbios luego de 48 h de incubacion a 30 °C en medio
mineral Jiang modificado (2010); sugiriendo que el medio de cultivo
utilizado cumple con los requerimientos nutricionales para la multiplicacion

de los dos in6culos microbianos.

También, para apreciar la turbidez a simple vista, es necesario
conseguir una concentracion de 10° microorganismos.mL™ de medio
liquido (Forbes, Sahm & Weissfeld, 2009). Por ello, ya que la turbidez fue
apreciable en los inoculos 15 A-TART y D-TART activados, se estima que
la concentracion microbiana alcanzé el orden 10° y de igual manera,
Montenegro (2010) recalca una concentracion de 10° células.mL™” de
medio mineral en el inéculo IS5 activado a las mismas condiciones de

tiempo y temperatura.
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4.2. Aislamiento de colonias

El aislamiento de las colonias dio un indicio de la diferencia en la
conformacion de los indculos 15 antes y después del tratamiento de aguas
residuales textiles. Un ejemplo de ello fue el aislamiento en medio
selectivo MSA, donde se obtuvieron colonias del inéculo A-TART pero no

del in6culo D-TART.

Dentro del aislamiento, el aspecto en el cual los dos inéculos
presentaron semejanza, es en la ausencia de hongos filamentosos. En la
biorremocién de aguas residuales, Rodriguez (2011) sefala que la
presencia de hongos filamentosos no es habitual pues requieren
condiciones ambientales especiales de pH y nitrogeno. También, Dan et
al. (2002) senalan que durante el tratamiento biolégico de agua residual,
existe un incremento de la concentracién salina debido a la reduccion de
elementos biodegradables. Este aumento en la salinidad afecta
unicamente a poblaciones sensibles como las de protozoarios y hongos
filamentosos, al contrario de bacterias y levaduras que se adaptan al

medio.

Looi (2009) incluso aislé un consorcio mixto formado uUnicamente
por bacterias (Bacillus sp., Paenibacillus sp., Achromobacter sp.); en otras
palabras, sin el requerimiento de hongos u otros microorganismos, logré la

remocién de colorantes de agua residual textil en un 51.40%.
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4.3. Evaluacién macroscoépica y morfolégica celular

Para el tratamiento de aguas residuales de una tintoreria, Galeano
& Osorio (2009) aislaron colonias con diferentes tamaros, color, forma y
aspecto; de sus 20 colonias aisladas, predominaron las colonias
categorizadas como grandes, redondas y lisas. Con respecto a su
morfologia celular, se encontraron levaduras, un cocobacilo, bacilos
gramnegativos y grampositivos. Con ello se demuestra la diversidad

encontrada en estudios relacionados.

Con respecto a las 22 colonias aisladas del in6culo I5 A-TART y D-
TART, se constaté predominancia dentro de los criterios de evaluacion,
como lo fueron: tamano (colonias grandes en un 55%), pigmentacion
(colonias blanca y crema brillantes en un 72%), configuracién circular

73%, elevadas 27% y con borde liso 86%.

En el estudio realizado por Garcia (2011) se reveld por micrografia,
la existencia de levaduras y bacilos gramnegativos en la conformacion del
in6culo 15-ESPE. En la presente investigacion, se realizé un aporte al
analisis morfolégico celular del indculo 15, pues ademas de levaduras (en
un 41%) y bacilos gramnegativos (36%), se obtuvieron colonias de bacilos

grampositivos (18%) y cocos grampositivos (5%).
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4.4. Analisis bioquimico y confirmatorio

Las especies pertenecientes al indculo 15 antes del tratamiento de
aguas residuales son Staphylococcus xylosus, Saccharomyces cerevisiae
y Candida tropicalis; las especies exclusivas del inéculo 15 después del
tratamiento de aguas residuales textiles en condiciones aerobias son
Enterobacter cloacae y Bacillus megaterium. Finalmente, la especie

comun encontrada antes y después del tratamiento es Bacillus subtilis.

Las especies caracterizadas con el analisis bioquimico vy
confirmadas con pruebas API® corresponden a microorganismos
reconocidos dentro del tratamiento de aguas residuales. Asi, Bacillus
subtilis figura en reportes de los afios 70, como una de las primeras
especies aisladas capaces de degradar colorantes en aguas residuales
textiles (Butani et al.,, 2013). Se reconoce que B. subtilis transforma
nitritos, asimila amonio y degrada la pectina de ciertas aguas residuales
(Li, 2010). También, aunque las lacasas son enzimas generalmente
encontradas en hongos, B. subtilis figura entre las bacterias que poseen
CotA-lacasa, permitiendo la reduccién del colorante azo naranja sudan G

en un 50% (Pereira et al., 2009).

Bacillus megaterium a pH 6, 37°C y bajo condiciones aerobias,
removio el colorante azo rojo 3BN en un 96.88% (Praveen & Bhat, 2012).
También, a pH 7 y 37°C, B. megaterium redujo el colorante azul BB de un

efluente industrial, hasta un 84%. El in6culo 15 D-TART se mantuvo a un
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pH entre 6.5 y 8, con niveles de oxigeno disuelto de 6 a 8 mg.L™
(Rivadeneyra, 2013); considerandolos como condiciones aceptables para
la subsistencia de Bacillus megaterium en el inoculo luego del tratamiento

de aguas residuales textiles.

En el estudio de Wang et al. (2009) la accion de
Enterobacter cloacae permitié la remocion del colorante reactivo negro 5
en un 92.6%. lgualmente, en el estudio de Barakat et al. (2009) un
consorcio conformado por Enterobacter cloacae y Bacillus spp logré la
disminucion del 75% de la DQO en aguas con colorante reactivo rojo RR,

bajo condiciones aerobias.

Staphylococcus xylosus es usado en el tratamiento de efluentes
salinos debido a su tolerancia a la sal. Las procesadoras de productos del
mar, curtido e industrias quimicas, se caracterizan por emitir aguas
residuales altamente salinas (Hari & Lea, 2010). Por otro lado, en el
estudio de Ziagova & Liakopoulou (2010), S. xylosus consiguidé la
remocidén de compuestos aromaticos (1,2-diclorobenceno, 2,4-diclorofenol

y 4-Cl-m-cresol) en el tratamiento biolégico de aguas residuales.

Saccharomyces cerevisiae permite la biorremocién de colorantes
reactivos debido a la presencia de lacasas, como lo sefialan Forgacsa,
Cserhati & Orosb (2004) con respecto a la reduccién del colorante azul 19

en aguas residuales. También Saratale et al. (2009) resaltan la
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participacion de S. cerevisiae en la decoloracién de verde malaquita y rojo

metilo.

Candida tropicalis logré6 remociones de 30 hasta 97% del
colorante sintético RB 5, ademas de la reduccién de otros colorantes
reactivos azo y colorantes de antraquinona; esto debido a que posee la
enzima Manganeso Peroxidasa (MnP) (Yang et al., 2003). También, en el
estudio de Saravanan, Pakshirajan & Saha (2008) se resalta a

Candida tropicalis como una especie degradadora de fenol.

Butani et al, (2013) sefiala que los microorganismos que
remedian agua residual en condiciones aerobias, utilizan el oxigeno
disuelto en el agua para transformar los contaminantes en diéxido de
carbono y también para oxidar la materia organica del efluente;
considerandose el ultimo aspecto como necesario para la generacion de

nuevas células microbianas.

De igual manera, estudios recientes recalcan que las bacterias
pueden mineralizar los colorantes reactivos en condiciones aerobias, por
la sulfato reduccion de tales contaminantes (Butani et al., 2013) por la
secrecion de azoreductasas aerobias (Russ, Rau & Stolz, 2000) que
catalizan la reduccion de NADPH de los los compuestos azo en los anillos
aromaticos, fragmentando la molécula y por lo tanto, favoreciendo la
remociéon de los colorantes en el tratamiento de aguas residuales

(Knackmuss & Stolz, 2002).
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Las azoreductasas, enzimas que se desenvuelven a temperaturas
entre 30 y 40°C, permiten la ruptura de los enlaces azo de los colorantes
reactivos (Ramya, Anusha & Kalavanthy, 2008). Debido a que los
microorganismos aislados del inoculo 15 son mesofilos, es decir, crecen
entre los 8 y 40°C, es probable que la accion de las enzimas que permiten

la remocion de colorantes se favorezca por tal rango de temperatura.

4.5. Comparacion del inéculo I5 antes y después del tratamiento

de aguas residuales textiles en condiciones aerobias

La diferencia observada entre los in6culos 15 A-TART y D-TART es
estadisticamente significante (Fisher bilateral = -0.75, p > 0.05). Se
determiné el test exacto de Fisher como estadistico de prueba debido a

que en la tabla de contingencia 2x2 se obtuvieron valores menores a

cinco en mas de un 20%, razon por la cual, el estadistico y* Pearson vy el

cociente de maxima verosimilitud (> MV-G2) no fueron aplicables

(Rosner, 2010).

Con respecto a la intensidad de la relacién entre las variables, se
encontro una relacion moderada entre el inoculo 15 A-TART e 15 D-TART
(V Cramer = 0.5; Coeficiente K= 0.58; ¢=-0.71). Con ello, en la tabla de
contingencia, los atributos positivos en el indculo IS antes del tratamiento

no necesariamente son positivos después del tratamiento de aguas

residuales textiles.
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La diferencia observada entre los inéculos y el cambio en una

unidad de las variables, tampoco mantienen una relacion (OR%z = 0.00).

Los in6culos IS5 A-TART e I5 D-TART presentan un bajo indice de

especies comunes (/, =0.14) y ademas, manifiestan disimilitud entre las

entidades de estudio (S =0.25).

La diferencia entre el indculo 15 antes y después del tratamiento de
aguas residuales textiles en condiciones aerobias, se debe al cambio al
que fue sometido el indculo, pues el proceso de tratamiento del aguas
conllevo diferentes valores de pH, temperatura, oxigeno, nutrientes,
ademas del numero de microorganismos y su diversidad. Snellinx et al.
(2003) senalan que solo algunas especies microbianas son capaces de
resistir un cambio prolongado, especificamente solo las especies capaces
de tolerar altas concentraciones de agentes quimicos y de asimilar los

subproductos creados por los microorganismos degradadores iniciales.

Looi (2009) sefala que para la remocion de colorantes en aguas
residuales, se emplean consorcios de diferentes especies microbianas, en
los cuales, un microorganismo puede empezar la transformacion del
colorante haciéndolo mas accesible a la biotransformacion por parte de

otro organismo.

Por ello, los microorganismos del inéculo 15 A-TART son viables

para el inicio del tratamiento, pero en el proceso, las nuevas condiciones
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resultan adversas para su crecimiento. Por el contrario, el surgimiento de
nuevos microorganismos en el inoculo |5 D-TART se debe a que las
condiciones iniciales no eran las ideales para su crecimiento, pero se
potenciaron con las nuevas condiciones del proceso. La especie comun,

B. subtilis, fue aquella que se adapto al cambio.

En el analisis micromorfolégico de Vargas et al. (1992) se sefiala
que las poblaciones de bacilos grampositivos tienden a aumentar luego
del tratamiento de aguas por su adaptacion a nuevas condiciones
ambientales, al tiempo de residencia celular y a la variabilidad del agua;
misma que en un principio tuvo mas fuentes de carbono (a manera de

polisacaridos) para ser consumidas por los microorganismos.

Knackmuss & Stolz (2002) lograron la remocion del compuesto
4.,4-dicarboxi-azobenceno mediante la adaptacion aerobia de un cultivo
mixto de bacterias. Para ello, cientos de generaciones provenientes de un
in6culo primario, se cultivaron en efluentes con compuestos azo, hasta
obtener un in6culo estable y con alta remocion. Por ello, encontrar otras
especies luego de un tratamiento, no significa la pérdida de su
funcionalidad, sino la adaptacion del mismo, tal como ocurrio con el

in6culo 15.

Los mecanismos de adaptacion del inéculo |5 fueron el
enriquecimiento selectivo y la alteracion del entorno, pues en ellos, los

microorganismos de un consorcio sufren un cambio considerable al
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someterse a nuevas condiciones. Otros mecanismos como el intercambio
de informacion genética, cambio de herencia genética y la regulacion de
enzimas, no conllevan cambio en la conformacion del consorcio (Rittmann

& McCarty, 2001).

En el primer mecanismo de adaptacidén, los microorganismos
crecen selectivamente debido a dos razones: metabolizan los
contaminantes nutriéndose de ellos o resisten la exposicion a compuestos
téxicos. El segundo mecanismo, sugiere la alteracion del entorno para que
el consorcio conlleve la biodegradacion (Rittmann & McCarty, 2001). De
esta forma, es probable que B. subtilis al encontrarse en los indculos 15
A-TART y D-TART resisti6 al cambio mediante el enriquecimiento
selectivo; a su vez, el resto de especies encontradas, alteraron el entorno
a través de la eliminacion de toxicidad y la variacién de pH por reacciones
con productos basicos, pues el indculo A-TART se trabajo con un pH entre
5y 6 (Moncayo, 2010) mientras que con el in6culo D-TART, el pH se

mantuvo entre 6.5 y 8 (Rivadeneyra, 2013).

Aunque existe un cambio significativo antes y después del
tratamiento, no se debe restar relevancia al indculo inicial pues fue el
encargado de brindar una primera respuesta a las variaciones del
efluente, emprender la biorremocion y facilitar sustratos para la adaptacion
de otros microorganismos. Knobelsdorf (2005) indica que los
microorganismos manejan el tratamiento bioldgico de aguas residuales en

diferentes etapas; en un principio, ciertos microorganismos asimilan la
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materia organica generando productos secundarios que favorecen el
crecimiento de otros entes que continuan con la eliminacion de
contaminantes. En su estudio, para establecer una poblacion bacteriana
que remueva fésforo en el agua residual, fue necesario que el efluente
tenga el suficiente carbono organico, liberado por bacterias previas a este

punto del tratamiento.

Con respecto a las especies bacterianas encontradas en el
in6culo 15 después del tratamiento de aguas residuales, se considera el
estudio de Bahia (2009) donde se expresa que la biomasa se genera
espontaneamente en la operacion del reactor debido a concentraciones
reducidas de microorganismos existentes en el agua residual; de igual
manera, Velazquez (2005) expone que los lodos activados tienen
bacterias que pueden generarse en tiempos extremadamente lentos y que
aun empleando un medio no selectivo para su aislamiento, no se
presentan como significantes en un consorcio hasta que se potencien las

condiciones fisico-quimicas para su crecimiento.

Finalmente, Vargas et al. (1992) resaltan que la actividad
metabdlica total de un consorcio microbiano depende de su conformacion
particular, de la interaccion entre sus especies y del comportamiento
individual de cada microorganismo a diversos sustratos o ambientes;
ademas Knobelsdorf (2005) destaca que no existe un unico organismo
que pueda metabolizar todos los compuestos presentes en las aguas

residuales. De esta forma, la conformacioén exclusiva del indculo 15 insinta
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que no cualquier microorganismo servira con la misma eficacia en la
remocion de contaminantes propios de aguas residuales textiles y que la

sinergia entre sus individuos es necesaria para cumplir con su funcién.
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES

El inéculo 15 antes del tratamiento de aguas residuales textiles es
diferente al indculo 15 después del tratamiento en condiciones aerobias,
manifestandose una proporciéon de 14% de especies comunes y una

disimilitud del 75% entre los consorcios.

Las especies pertenecientes al inéculo 15 antes del tratamiento de
aguas residuales son Staphylococcus xylosus, Saccharomyces cerevisiae
y Candida tropicalis; las especies exclusivas del inéculo 15 después del
tratamiento de aguas residuales textiles en condiciones aerobias son
Enterobacter cloacae y Bacillus megaterium; la especie comun encontrada

antes y después del tratamiento es Bacillus subtilis.

El indculo 15 original (Moncayo, 2010) y el inéculo obtenido luego
del tratamiento de aguas residuales textiles en condiciones aerobias
(Rivadeneyra, 2013) lograron activarse en medio Jiang et al. (2004)
modificado, a iguales condiciones de temperatura y tiempo (30°C y 48 h

de incubacion).

Se aislaron 22 colonias entre bacterias y hongos levaduriformes
aerobios mesofilos con 48 horas de incubacion y hubo ausencia de
hongos filamentosos luego de 21 dias de incubacién, pues son especies

inusuales en el tratamiento de aguas residuales (Rodriguez, 2011).
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Los cultivos puros obtenidos del inéculo 15 antes y después del
tratamiento de aguas residuales textiles en condiciones aerobias,
constituyeron levaduras en un 41%, bacilos gramnegativos 36%, bacilos

grampositivos 18% y cocos grampositivos 5%.
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CAPIiTULO 6: RECOMENDACIONES

Con el afan de conocer las enzimas involucradas en la
biorremocién de colorantes reactivos azo en la especie adaptada al
tratamiento de aguas residuales textiles, se recomienda analizar por
técnicas de biologia molecular a la especie Bacillus subtilis encontrada en

el inéculo I5 A-TART y D-TART.

Para alcanzar etapas finales en el proyecto “Obtencién de un
in6culo bacteriano nativo capaz de degradar compuestos contaminantes
tipicos en efluentes de industrias textiles para que sea utilizado como
biomasa en plantas de tratamiento bioldgico de aguas residuales a escala
real”, es preciso evaluar la biorremocion de demanda quimica de oxigeno
de aguas residuales textiles por parte del inéculo 15, en un reactor aerobio

y uno anaerobio consecutivos.
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