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Resumen

La presente investigacion evaludla disminucion de concentracion de
fenol en agua sintética, se usO dos consorcios bacterianos nativos, bajo
condiciones aerobias y anaerobias. Este trabajo se lo realizé debido a la
contaminacién ambiental que representa el fenol en las descargas de aguas
residuales de varias industrias como es la textil. A partir del in6culo M 3 se
selecciond un consorcio con capacidad de degradacién de fenol en condiciones
aerobias, al cual se lo llam6 MS 3y se aplicé el disefio experimental. Se
presentd degradacién completa de fenol en los tratamientos con 10 y 100
mg.L-1 de fenol y sus combinaciones con 0 y 200 mg.L-1 de glucosa. En la
concentracion de 400 mg.L-1 de fenol y sus combinaciones 0 y 200 mg.L-1 de
glucosa, la concentracion de fenol permanece constante; sin embargo, el
consorcio demostré ser tolerante. La tasa de degradacion de fenol fue mayor al
suplementar el medio de cultivo con glucosa. El tiempo de degradacién de fenol
mas bajo pertenecié a la menor concentracion de fenol (10 mg.L-1) y mayor
concentracion de glucosa (200 mg.L-1). El consorcio bacteriano MS 3 es capaz
de degradar completamente fenol en aguas residuales de industrias textiles en

concentraciones menores a 100 mg.L-1.
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Abstract

This study evaluated the phenol concentration decrease in synthetic
water, for this two native bacterial consortium under aerobic and anaerobic
conditions were used. This study was realized because phenol represents
environmental pollution in the wastewater unloads of several industries specially
the textile. From the consortium M 3 was selected a consortium able to degrade
phenol under aerobic condition, which was called MS 3 and to which the
experimental design was applied. The treatment with 10 and 100 mg.L™" of
phenol and their combination of 0 and 200 mg.L™ of glucose degraded
completely the phenol. At the concentration of 400 mg.L™ of phenol and their
combination of 0 and 200 mg.L™ of glucose, the phenol concentration remains
constant, however the consortium demonstrated to be tolerant. A higher phenol
degradation rate was obtained when glucose was added to the medium. The
lowest degradation time of phenol was with the lower phenol concentration (10
mg.L™) and higher glucose concentration (200 mg.L™). The consortium MS 3 is
able to degrade completely the phenol in wastewater from textile industries at

concentrations below 100 mg.L™.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1 Formulacion del problema

La contaminacion del agua debido a descargas industriales es un
problema cada vez mayor. La estabilidad de algunos anillos aromaticos hace
gue estos compuestos sean resistentes a su degradacion en el medio ambiente
y que se conviertan en contaminantes muy persistentes (Hughes & Cooper,
1996).

El fenol es un compuesto aromatico que suele ser descargado de
industrias farmacéuticas, textiles, papel, solventes de pinturas, pesticidas,
colorantes, plasticos, explosivos, herbicidas, refineria de petréleo, resinas,
plantas quimicas y petroquimicas, entre otros (Moussavi et al., 2009; Patel &
Rajkumar, 2009; Varma & Gaikwad, 2009).

Al formar parte de los contaminantes que prevalecen en el medio
ambiente por su dificil biodegradacién, los fenoles son considerados téxicos y
como uno de los mayores contaminantes peligrosos para los organismos pues
aun en concentraciones bajas pueden causar dafo a la salud humana (Huang
et al., 2007). Por otro lado, el fenol causa también efectos adversos sobre el
medio ambiente, pues puede alterar el ecosistema acuatico y destruir

importantes recursos naturales (Moussavi et al., 2009).

1.2 Justificacién del problema

Las aguas residuales industriales son descargadas en riachuelos, rios,
lagos y suelos, representando un serio problema ecoldgico por su amplio uso y

alta concurrencia en el ambiente (Agarry & Solomon, 2008).



La Agencia de Proteccién Ambiental (con sus siglas en inglés, EPA) de
los Estados Unidos ha definido al fenol como un compuesto contaminante
desde 1979; por otro lado, la Agencia para Sustancias Toxicas y Registro de
Enfermedades (con sus siglas en inglés, ATSDR) ha reportado los efectos
adversos que presenta la ingestion de fenol en la salud humana, mencionando
gue puede causar la muerte al ingerir cantidades de 1 a 32 g. La baja
volatilidad del fenol y su solubilidad con el agua hacen que el consumo de agua
contaminada sea un gran peligro en la salud (Prpich & Daugulis, 2005; Agarry
& Solomon, 2008).

Ademas de ser un compuesto toxico para los seres humanos, es una
amenaza tanto para la vida acuatica como para la terrestre, pues su presencia
en diversos ambientes impide un desarrollo adecuado de organismos que viven
en estos medios, causando alteraciones en el ecosistema (Annachhatre &
Gheewala, 1996). Por lo tanto, es necesario eliminar el fenol de efluentes
industriales antes de ser descargados al medio ambiente (Kanekar et al., 1999;
Suarez et al., 2007).

Existen varias técnicas que han sido usadas para remover fenol de
aguas residuales industriales contaminadas, entre ellos fisicos, quimicos y
biologicos. Los procesos bioldgicos, como es la biodegradacion, han recibido
mayor atencion debido a que son amigables con el ambiente (Agarry &
Solomon, 2008). Ademas, al trabajar con tratamientos biol6gicos se evita los
problemas secundarios en los efluentes, como es el caso de los tratamientos
fisicoquimicos, en los que se generan compuestos secundarios potencialmente
mas toxicos que el propio contaminante (Hidalgo et al., 2002; Suérez et al.,
2007;Saravanan et al., 2008a). Actualmente, existen varios estudios
relacionados con la biodegradabilidad de fenol, aplicando tanto procesos

aerobios como anaerobios (Bajaj et al., 2008a; Lin et al., 2009).

La biorremediacion permite que los microorganismos transformen o
degraden compuestos peligrosos en agua y suelos (Mufioz et al., 2001).

Muchas bacterias son capaces de usar los compuestos aromaticos como el



fenol como Unica fuente de carbono y energia (Jiang et al., 2004). Sin embargo,
uno de los problemas que representa trabajar con fenol como Unica fuente de
carbono, es que el crecimiento microbiano puede sufrir una inhibicién con el
sustrato, debido a que es usado en altas concentraciones; para combatir este
problema se puede colocar una fuente convencional de carbono, como la
glucosa, extracto de levadura o glutamato de sodio. Este tipo de compuestos
incrementan la tolerancia celular al sustrato, mejorando ademas la
biodegradacion de fenol. Otros métodos pueden ser modificar microorganismos
genéticamente, inmovilizar células y adaptar granulos de células a altas

concentraciones de fenol (Mamma et al., 2004).

Muchas especies han sido aisladas y caracterizadas como organismos
degradadores de fenol, tales comoPseudomonas, Serratia marcescens,
Bacillus subtilis, Bacillus brevis y Candida tropicalis. Sin embargo, es necesario
trabajar con comunidades microbianas nativas compuestas, puesto que son
capaces de realizar una mineralizacion completa de fenoles, transformandolos
a anhidrido carbénico (CO,) y Agua(H20) sin ningun residuo toxico (Saravanan
et al., 2008a). Otra ventaja de trabajar con consorcios microbianos es mantener
la estabilidad en el cultivo e incrementar sus capacidades metabdlicas
(Ambujom, 2001).

Existen varios trabajos relacionados con la biorremediacion de aguas
contaminadas con fenol a nivel mundial. Es indispensable llevar a cabo
estudios propios para la determinacion de consorcios eficientes que estén bien
adaptados a las condiciones en las que van a cumplir su funcion y que no

representen un peligro para el ecosistema.



1.3 Objetivos

13.1

Objetivo General

Evaluar la disminucion de concentracién de fenol en agua sintética por

medio de dos consorcios bacterianos nativos, aerobio y anaerobio facultativo, a

nivel de laboratorio, para su aplicacion futura en la biorremediacion de

efluentes textiles.

1.3.2

Objetivos Especificos

Activar metabdlicamente los inoculos bacterianos nativos compuestos
proporcionados por el cepario del Laboratorio de Microbiologia de la
ESPE.

Seleccionar un inéculo con capacidad de degradacion de fenol.
Determinar si existen diferencias significativas al aplicar diferentes
concentraciones de fenol y glucosa, como fuentes de carbono.

Analizar la relacion entre la biomasa y disminucion de la concentracion
de fenol.

Cuantificar la concentracion de fenol en cada unidad experimental a
través de métodos espectrofotométricos.

Analizar estadisticamente los datos obtenidos.

Validar el método para determinacion de concentracion de fenol en

medio de cultivo.

1.4 Marco tedrico

1.4.1 Descripcién General del Fenol

La ATSDR de los Estados Unidos (2008b), describe al fenol como un

sélido incoloro a blanco cuando se encuentra en forma pura. A temperatura



ambiente, tiene una presion de vapor baja y es una masa cristalina clara o
ligeramente rosada, polvo blanco o liquido espeso. Es muy soluble en alcohol y
ligeramente soluble en agua (CSRM, 2007).

El fenol en su preparacién comercial es un liquido que se evapora mas

lentamente que el agua. Su olor es alquitranado y dulce (ATSDR, 2008b).

La férmula quimica del fenol es CeHsOH (BASF, 2009) y su estructura
quimica se muestra en la Figura 1.1.

Figura 1.1 Estructura quimica del Fenol, figura tomada y modificada de ATSDR
(2008c).

1.4.2 Obtencion

El fenol es un sustancia que se obtiene natural o manufacturada
guimicamente (ATSDR, 2008b), por destilacion fraccionaria del alquitran de
hulla y también de cresoles (Morrison & Boyd, 1998; Consejeria de Sanidad
Region de Murcia, 2007), ademas es sintetizado usando hidroperoxido de

cumeno, acido benzéico y clorobenceno (Kanekar, 1999).

La mayor cantidad de fenol producida es sintética; como por ejemplo,
es obtenido por la fusion del bencenosulfonato de sodio con élcali, el llamado
proceso de Dow (el clorobenceno reacciona con hidréxido de sodio acuoso a
360°C). Asi también, se lo puede obtener a partir de cumeno (Morrison & Boyd,
1998).

La produccion de fenol alrededor del mundo se encuentra en una tasa

de 6 millones de toneladas por afio. La sintesis de cumeno y los procesos de



oxidacién consisten en la sintesis simultanea de fenol y acetona, produciendo

alrededor del 95% de fenol usado en el mundo (Busca et al., 2008).

1.4.3 Usos

El fenol es usado como material sin procesar en la manufactura de una
variedad de quimicos incluyendo colorantes, desinfectantes y resinas sintéticas
incoloras o ligeramente coloreadas, como reactivo en andlisis quimicos y como

un agente antimicrobiano (Kanekar, 1999).

Tanto fenol como componentes fendlicos son comunmente
encontrados en efluentes de procesos industriales, por ejemplo es usado en
refinerias (6 — 500 mg.L™), plantas petroquimicas (2.8-1220 mg.L™), plantas de
ceramica, manufacturacion de textiles, fungicidas y herbicidas (Rigo & Alegre,
2004;Tziotzios et al., 2005; Busca et al, 2008; Saravanan et al,
2008a;Moussavi et al.,, 2009). Otras fuentes de agua residual que contienen
fenoles son las industrias farmacéutica, produccion de plasticos, productos de
madera, pinturas, pulpas y papel, con cargas de 0.1-1600 mg.L™ (Busca et al.,
2008).

1.4.4 Propiedades fisicas

Las propiedades fisicas del fenol se describen en el cuadro 1.1.

Cuadro 1.1 Propiedades fisicas del fenol (ATSDR, 2008c).

Propiedad Valor
Peso molecular 94.11
Estado fisico Solido
Color Sin color a un rosado bajo
Olor Aromas definidos, algo repugnante, dulce y picante.
Punto de ebullicion 181.75°C
Punto de fusién 43°C
40.9°C (material ultrapuro)




Agua: 8.28x10" mg.L™" a 25°C
Solubilidad .
Solventes Organicos: Soluble en agua y etanol, muy
soluble en éter, miscible con acetona y benceno.
pH 4.8-6.0 al 5% en agua

El punto de fusién de los fenoles mas sencillos es bajo, estos pueden
ser liquidos o sdlidos; sus puntos de ebullicion son elevados, debido a que
forman puentes de hidrégeno (Morrison & Boyd, 1998).

1.4.5 Propiedades quimicas

La estructura quimica del fenol (Figura 1.1) nos muestra que posee un
anillo bencénico y un grupo hidroxilo sustituyendo uno de los atomos de
hidrégeno propios del benceno (CsHe). La presencia del anillo bencénico
permite que el fenol tenga la capacidad de estabilizarse y esto puede producir
gue pierda con relativa facilidad el hidrégeno de su grupo hidroxilo, permitiendo

gue se comporte como un acido débil (WHO, 1994; Ahumada y Gémez, 2009).

El fenol es sensible a agentes oxidantes. Puede sufrir maltiples
reacciones de sustitucion electrofilica, como por ejemplo, halogenacion y
sulfonacion. Ademas, reacciona con compuestos carbonilicos, en medio acido
y basico. La formacién de resinas fendlicas son producto de la hidroximetilacion
con la subsecuente condensacion del fenol en presencia de formaldehido. Asi
mismo, el fenol puede quemarse en presencia de oxigeno y producir monoxido
de carbono (CO) como producto de combustién incompleta, siendo éste ultimo
un gas toxico (WHO, 1994; Morrison & Boyd, 1998).

1.4.6 Exposiciony Efectos del fenol en la salud humana

La exposicion al fenol puede darse por algunas vias, las mismas que
representan afectaciones a la salud humana. El fenol es un compuesto
corrosivo y causa quemaduras en el sitio de contacto (CSRM, 2007; ATSDR,
2008c).



El fenol inhalado es absorbido rapida y significativamente por los
pulmones, llevando a una toxicidad sistematica. A causa de su baja volatilidad,
el peligro de inhalacion a temperatura ambiente es limitado. Puede provocar
sintomas no inmediatos como son: quemazon, tos, vértigo, dolor de cabeza,
nauseas, jadeo, vémitos y pérdida del conocimiento (IHCP, 2006; CSRM,
2007).

Si el fenol es ingerido accidentalmente, causa dolor abdominal,
convulsiones, diarrea, dolor de garganta y coloracién oscura de la orina. Se han
descrito muertes en adultos después de ingerir 1 g (CSRM, 2007). Una
ingestion continua de fenol en concentraciones entre 10 y 240 mg.L™, por
prolongados periodos de tiempo, causa irritacion bucal, diarrea, orina oscura;
su concentracion letal en sangre es de 4.7 a 130 mg.100 mL™ (Kumaran &
Paruchuri, 1997).

El contacto con la piel es la principal via de exposicion toxica al fenol.
El vapor y liquido son absorbidos facil y rapidamente a través de la piel
causando guemaduras cutaneas graves, efecto anestésico local, convulsiones,
shock, colapso, coma o muerte. Incluso soluciones diluidas (< 2%) pueden
causar gquemaduras graves si el contacto es prolongado. Si el fenol toma
contacto con los ojos, puede existir pérdida de vision y quemaduras graves
(CSRM, 2007).

En todos los sitios de contacto oral, estomacal, dérmico u ocular, el
fenol puede causar serias quemaduras con una destruccion irreversible del
tejido (BASF, 2009). En el cuadro 1.2 se resume los efectos que puede tener el

fenol frente a los sistemas del ser humano.



Cuadro 1.2Efectos del fenol sobre la salud humana (CSRM, 2007; ATSDR,

2008a).

Sistema del ser
Humano

Efecto del Fenol

Sistema Nervioso
Central (SNC)

Este sistema se deprime, causa pérdida de la conciencia,
ataques, depresion respiratoria y coma.

Sistema
respiratorio

Exposiciones leves pueden causar irritacion del tracto
respiratorio superior.

Exposiciones mas serias pueden causar inflamacion de la
garganta y traquea, ulceracién de la traquea y edema pulmonar.

Sistema
cardiovascular

Causa inicialmente elevacién en la presion sanguinea, después
progresivamente baja la presion y causa un shock. Arritmia
cardiaca y bradicardia.

Sistema
gastrointestinal

Por cualquier via de exposicion el fenol causa cominmente
nausea, vémito y diarrea.

Si se ingiere causa dafio a la boca, garganta, eséfago y
estémago.

La ingestién puede conducir a la muerte por un fallo respiratorio.

Sistema renal

Fallo renal agudo y desequilibrio &cido-base.

Sistema ocular

Inflamacién del ojo y del parpado. Puede nublarse la superficie
del ojo.

Sistema dérmico

Si es aplicado directamente, puede dejar manchas color marrén.

Al mantener fenol sobre la superficie de la piel, penetra
rapidamente y causa muerte celular y gangrena.

Si es expuesto en mas de 100 cm?® de piel, existe un riesgo de
muerte inmediata.

El fenol no ha sido clasificado por efectos carcinogénicos; sin embargo,
puede ser un promotor de tumores. De la misma manera, no se han reportado
efectos en el desarrollo o reproduccion a causa del fenol en humanos (ATSDR,

2008a). En estudios con animales, el fenol ha sido reportado como

embriotéxico y fetotdxico, pero no teratogénico (ATSDR, 2008c).

1.4.7 Efectos en el medio ambiente




Naturalmente el fenol se forma por la descomposicion de materia
orgénica. Su incremento ambiental se ve reflejado por la quema de bosques
(WHO, 1994). Sin embargo, la mayor cantidad de fenol es liberado al ambiente
a causa de la actividad industrial y la comercializacion de productos que lo
contienen (WHO, 1994; ATSDR, 2008b,c).

La combustién que se produce por automdviles también libera fenol a
la atmoésfera. El fenol pasa al agua y suelos desde el aire por deposicion
himeda. Una vez en el suelo, se puede mover por lixiviacion con ayuda de la
lluvia, llegando a las aguas subterraneas. La evaporacion de fenol en agua es
lenta (WHO, 1994).

El fenol no muestra bioacumulacion significativa (IPCS, 1994). Al ser
descargado en cuerpos de agua representa riesgo frente a organismos
acuéticos. La EPA determiné un nivel de preocupacion de fenol de 0.02 pg.L™
(WHO, 1994). En concentraciones de 5 a 25 mg.L™ puede ser téxico y/o letal
para los peces (Annachhatre & Gheewala, 1996).

En concentraciones bajas, el fenol no permanece ni en el aire, ni en el
suelo o el agua superficial, esto se debe a que reacciona fotoquimicamente en
el aire y en el agua superficial y puede ser biodegradado aerobica y

anaerdbicamente tanto en el agua como en el suelo (WHO, 1994).

1.4.8 Usos de fenol en la industria textil

El proceso textii consta basicamente de proceso de encolado,

desencolado, lavado, blanqueado, mercerizado y tefiido (Dos Santos, 2007).

El encolado es el primer paso de preparacion, en el cual son adheridos
agentes de colado como almidén, alcohol polivinil (PVA) y carboximetil celulosa
para proveer fuerza a las fibras y minimizar roturas. El desencolado es

empleado después de remover los materiales de encolado, antes de pasar al
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proceso de tejido. El lavado remueve impurezas de las fibras; en este proceso
se usa una solucién de alcali (comunmente hidroxido de sodio) para romper
aceites naturales, grasas, ceras y surfactantes. En el proceso de blanqueado
se usan quimicos como el hipoclorito de sodio (NaClO) y peréxido de hidrogeno
(H20>), los cuales son usados para remover el color indeseado de las fibras
(Dos Santos, 2007).

El mercerizado es un proceso quimico continuo usado para
incrementar la capacidad de tefiido, lustre y aspecto de fibra. En este paso una
solucién alcalina concentrada es aplicada y se lavan las fibras con una solucién
acida antes del proceso de tefiido. Finalmente, el tefiido, sirve para adherir
color a las fibras, proceso que requiere de altos volumenes de agua tanto para
el bafio de tefido, como para el enjuague. Dependiendo del proceso
productivo, muchos quimicos tales como metales, sales, surfactantes,
auxiliares organicos, sulfuros y formaldehidos, pueden ser afadidos para

mejorar la adsorcion del colorante sobre las fibras (Dos Santos, 2007).

Distintos tipos de fenoles se usan en varios de los procesos textiles,

generalmente son usados en el proceso de tefiido y acabados funcionales.

El rojo fenol puede ser usado como un colorante textil (Fritschi et al.,
2004). Sin embargo, el fenol es mas utilizado como un auxiliar en el proceso de
tefiido, el cual mejoraria la adsorcion del colorante al tejido, aqui actaan fenil,
fenoles y bencenos clorinados (Hendrickx&Boardman, 1995). Otro tipo de
auxiliares para el tefiido son los derivados de éter de alquil fenoles, los cuales
actian como igualadores retardantes. Estos compuestos forman complejos
agregados de poca estabilidad con las moléculas de colorante, que se van
descomponiendo, liberando moléculas individuales de colorante a medida que
se modifican factores externos como pH, temperatura, entre otros. Los fenoles
son usados también con colorantes anidnicos para la tintura de fibras
poliestéricas a temperaturas entre 125 — 135 °C; y aln a estas temperaturas

conservan sus propiedades detergentes, dispersantes y tensoactivas. En este
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proceso de tintura, dispersan las sustancias solidas o los colorantes
precipitados o coagulados (DAMA, 2010).

Otros auxiliares son llamados “carriers” o acelerantes de tefido, los
cuales conforman compuestos fenélicos como orto y para fenil fenol, ésteres
fendlicos solos o en mezclas de dimetil tereftalato y metil silicilato de
benzanilida, entre otros. La gran carga fendlica contaminante ha hecho que el
uso de dichos productos sea prohibido, es por esto que es importante escoger
colorantes de facil penetracion y montaje en la fibra (DAMA, 2010).

Uno de los mayores problemas de la industria textil se encuentra
asociado con los surfactantes, emulsificantes y dispersantes; que contienen
fenoles. Los surfactantes son ampliamente utilizados en especial para mejorar
la solubilidad y dispersion de los quimicos en el agua. También para asegurar
una rapida humectacion y mejorar la penetracion de quimicos y tintes. Los
surfactantes mejoran la humectacion de tela porque reducen la tension
superficial; esto es una caracteristica que hace que los surfactantes sean
toxicos para la vida acuatica. La toxicidad del surfactante es fuertemente
influenciada por su biodegradabilidad. Los surfactantes relacionados con el

fenol son el nonilfenol y alquilfenoletoxilato (Hendrickx&Boardman, 1995).

Los productos de acabado como las resinas, son usadas para
acabados especiales, contienen quimicamente fenoles y formaldehidos que
contaminan los efluentes y disminuyen la resistencia de la fibra. Ademas, se
encuentran incluidos en este grupo los fijadores, los cuales mejoran la solidez
del tejido pero contiene formaldehido y fenoles (DAMA, 2010). Otros productos
de acabado son los fenoles clorados o sales metalicas de zinc y cobre, que son
usadas como bacteriostaticos y resistencia al moho, ademas de que evitan los
olores, prolongan la vida del tejido (ACERCAR, 2004).
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La Figura 1.2 muestra algunos contaminantes potenciales del proceso
productivo del algodon; donde, como producto del tefiido, enjuague y acabados
se puede observar la salida de fenoles.

Algoddn en rama
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Figura 1.2 Diagrama del proceso productivo y residuos que genera la industria
textil (caso algoddn), letras en color rojo sefialan la salida de fenoles, figura
tomada y modificada de CEPIS (1994).

Los quimicos y colorantes usados en la industria textil son
desarrollados para ser resistentes a influencias del ambiente. Como resultado,

son dificiles para remover de aguas residuales generadas durante el proceso
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de tefiido. La mejor manera para reducir el impacto que causan estos quimicos
es reducir la cantidad utilizada en cada tratamiento (Hendrickx&Boardman,
1995).

1.4.9 Contaminacion de agua por la industria textil en Quito — Ecuador

La industria textil (textiles, prendas de vestir y cueros) ha predominado
en Quito — Ecuador desde la década de los cincuenta y fue aumentando su
actividad considerablemente, pues se habla que en la década de los ochenta
cubrio el 22.9% de actividad industrial, siendo la mayor junto con los productos
metalicos, maquinaria y equipos que fueron el 23.2% (Da Ros, 1995).

Da Ros en 1995, dice que las industrias mas contaminantes en Quito
son la textil, la quimica y la de galvanizado. La industria textil genera altas
cantidades de aguas residuales representando un promedio de 3 655 m*/mes,

con un minimo de descarga de 25 m*/mes y un méaximo de 13 420 m*/mes.

Las aguas residuales de la industria textil aportan altas cantidades de
Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO) y Demanda Quimica de Oxigeno
(DQO), con 24% y 17%, respectivamente. Los solidos en suspension (SS) son
el 47% y los metales pesados son el 20% (Da Ros, 1995). Actualmente no
existen estudios donde se reporten las cantidades de DBO, DQO y SS de

varias industrias textiles.

1.4.10 Limites méaximos permisibles de descarga de Fenol en Quito -

Ecuador

Segun la Norma de Calidad Ambiental y de descarga de efluentes:
Recurso Agua del libro VI, anexo 1, de la Republica del Ecuador (2002), los
limites maximos permisibles de descarga de fenol a diferentes cuerpos

receptores de agua se resumen en el cuadro 1.3.
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Cuadro 1.3 Limites maximos permisibles de descarga de fenol a diferentes

cuerpos receptores de agua, tabla tomada de Libro VI, Recurso Agua, Anexo 1,
de la Republica del Ecuador (2002).

Expresado Ll
Cuerpo receptor Parametro P Unidad maximo
como L
permisible
Aguas de consumo humano
y uso doméstico, que
(nicamente Compuestos Fenol mg.L* 0.002
) . fendlicos
requieren tratamiento
convencional
Aguas de consumo humano
y uso doméstico que Compuestos 1
Gnicamente fendlicos Fenol mg.L 0.002
requieran desinfeccion
Criterios de e i Fenoles Fenoles mg.L™ 0.001
X dulce
Calidad
admisibles | Agua calida Fenoles Fenoles mg.L™ 0.001
para la dulce
preservacion
Agua
dfahigoéﬁ:y marina y de Fenoles Fenoles mg.L™ 0.001
estuario
Aguas subterraneas,
considerando un suelo con
contenido de arcilla entre (0- Fenol -- ng.L*t 1000
25,0) %y de materia
organica entre (0 - 10,0)%.
Aguas destlnadgs para fines Comgu_estos Fenol mg.L™ 0.002
recreativos fendlicos
Sistema de: aI_cantanIIado Comgu_estos Fenol mg.L™ 0.200
publico fendlicos
Cuerpo de agua dulce Compu_estos Fenol mg.L™* 0.200
fendlicos
Cuerpo de agua marina Compu_estos Fenol mg.L™* 0.200
fendlicos

La EPA de los Estados Unidos, ha fijado una concentracion de una

parte por billén (1 ug.L™) de fenol en aguas superficiales.
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Por otro lado, en ltalia, la Union Europea acuerda que el limite de
fenoles en agua potable y mineral es de 0.5 pg.L™. El limite de emisiones de
fenol en agua residual son de 0.5 mg.L™ para aguas de superficie y 1 mg.L™
para sistemas de alcantarillado.

1.4.11 Método fotométrico directo para determinacién de fenol en

soluciones acuosas

Este método colorimétrico utiliza la 4-aminoantipirina que define al
fenol,fenoles sustituidos en orto y meta y, bajo condiciones adecuadas de pH,
fenoles sustituidos en para, con sustituyentes: carboxilo, halégeno, metoxilo o
acido sulfonico. Este método no determina fenoles sustituidos en posicion para

con grupos: alquilo, arilo, nitro, benzoilo, nitroso o aldehido.

La cantidad minima detectable es de 10 ug de fenol cuando se utiliza
una célula de 5 cm y 100 mL de muestra (Standard Methods for the

Examination of Water and Wastewater, 1998).

1.4.12 Validacion de métodos analiticos

En los laboratorios es importante demostrar que los métodos analiticos
utilizados proporcionan resultados fiables y adecuados para su finalidad o
propdsito perseguido, puesto que muchas de las decisiones que se toman se

basan en la informacién que dichos resultados aportan (Maroto, 2002).

Para poder validar un método analitico, que en el caso de esta
investigacion es la determinacién de concentracion de fenol en medio de
cultivo, es necesario cumplir con ciertos parametros o criterios de calidad. Por
lo tanto, validar un método analitico consiste en verificar y documentar su
validez, es decir, su adecuacién a determinados parametros que han sido
establecidos previamente por el usuario, para resolver un problema analitico
particular (Maroto, 2002). El cuadro 1.4 muestra los parametros que debe

cumplir el método analitico para que pueda ser validado.
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Cuadro 1.4 Definicion de parametros que debe cumplir el método analitico para

poder ser validado (ASECAL, 2005).

Parametro Definicion
Linealidad / Es una funcién de respuesta en la cual los datos del blanco y
Funcion de estandares se ajustan a una recta. Se estima el grado de ajuste de la
respuesta recta, R? el cual debe ser mayor a 0.99.

Limite de Se calcula a partir de los datos obtenidos del blanco, convertidos a

deteccion (LD)

resultado final sobre muestra.

Valor superior al LD, a partir del cual los resultados que se obtienen

Limite de - s .
T cumplen con condicionantes de precision y de exactitud
(LC) predeterminados por exigencias de norma, cliente, laboratorio, entre
otros.
La precisién se determina para circunstancias especificas que en la
practica pueden ser muy variables.
Se realiza con dos medidas de precision la repetibilidad, donde los
resultados van a depender de una prueba con el mismo método, los
Precisién mismos accesorio de laboratorio, en el mismo laboratorio, por el

(repetibilidad y/o
reproducibilidad)

mismo analista usando el mismo equipo en intervalos de tiempo
cortos; y la reproducibilidad, que se obtiene de los resultados de
prueba generados con el mismo método, en un material idéntico, por
diferentes analistas.

Se calcula el porcentaje de la desviacién estandar (%SDR) que debe
ser < 5%.

Exactitud

Se puede establecer por la comparacién de los resultados obtenidos
en cada ensayo, los materiales de referencia certificados (MRC), con
los valores tedricos de los mismos, observando el grado de
concordancia entre el valor obtenido y el valor esperado. Para lo cual
se determina un Z score, el mismo que determina si el método es:

Z score < 2: Satisfactorio
2 > Z-score < 3: Cuestionable
Z-score 2 3: Insatisfactorio

Incertidumbre

Segun Maroto (2002) la incertidumbre proporciona una idea de la
calidad del resultado debido a que indica cuanto puede alejarse un
resultado del valor considerado verdadero.

Se determina con los valores de resolucion
(espectofotémetro), desviaciones estandar de
reproducibilidad y MRC.

de equipos
repetibilidad,
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1.4.13 Tipos de tratamientos para aguas contaminadas con fenol

1.4.13.1 Métodos Bioldgicos

En el ambiente las bacterias pueden eliminar rapidamente el fenol.
Generalmente es eliminado en aire (1 — 2 dias), agua (9 dias) y suelo (2 — 5
dias) de forma lenta (Busca et al., 2008).

Existen varias cepas microbianas capaces de degradar fenol, pues
tienen capacidad metabdlica de usar este compuesto como sustrato para su
crecimiento, entre ellas podemos nombrar a Pseudomonas putida,
Pseudomonas fluoroescens, Acinetobacter, Trichosporon cutaneum,Candida
tropicales, Cryptococcus elinivoii, Bacillus brevis, Serratia marcescens, Bacillus
subtilis, Rhodococcus erythropolis, entre otras (Hidalgo et al., 2002;
Arutchelvan et al., 2006; Agarry & Solomon, 2008; Busca et al., 2008; Cordova
et al., 2009).

También han sido reportadas cepas de hongos con actividad para
biodegradar fenol. Actinomicetes, Nocardia hydrocarbonoxydans, han
presentado caracteristicas de eficiente degradacion de fenol, ser resistentes a
la contaminacion y tener nivel de concentracién inhibitorio mas alto, en
comparacion con muchas especies microbianas degradadoras de fenol (Busca
et al., 2008).

Muchos de los cultivos analizados son capaces de degradar fenol en
bajas concentraciones. Sin embargo, el fenol es téxico para muchos tipos de
microorganismos en altas concentraciones y puede ser un inhibidor para su
crecimiento. Por lo tanto, para obtener mejores resultados, la concentracion de

fenol necesita ser mantenida bajo los limites de toxicidad y se requiere de una
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aclimatacion de los organismos en el ambiente de agua residual (Busca et al.,
2008).

Varios estudios se han llevado a cabo con cultivos puros de
microorganismos, lo cual limita su campo de aplicacion, debido a la presencia
de diferentes contaminantes en las aguas residuales (Busca et al., 2008).

La aplicacibn de consorcios microbianos para procesos de
biorremediacion es considerada pues tienen algunas ventajas con respecto a
los cultivos puros (Ambujom, 2001). Se puede aumentar la tasa de degradacion
de fenol (Ambujom & Manilal, 1995; Cordova et al., 2009) y permitir que el
consorcio supere limitaciones para la completa biodegradacion de este tipo de
compuestos toxicos (Ambujom, 2001).

1.4.13.1.1Biodegradacion bajo condiciones aerobias

La biodegradacion bajo condiciones aerobias puede darse

principalmente por dos vias metabdlicas.

En la via metabdlica meta-rompimiento de degradacion de fenol inicia
con oxidacion, en la que el anillo aromatico es inicialmente monohidroxilado por
una fenolmonoxigenasahidroxilasa en una posicion orto, para la preexistencia
del grupo hidroxilo y de esta manera formar catecol. Este es el principal
intermediario que resulta del metabolismo del fenol por diferentes cepas de

microorganismos (Agarry & Solomon, 2008).

Dependiendo del tipo de cepa, el catecol sufre después un
fraccionamiento del anillo, el cual puede suceder en la posicion orto o meta, y
de esta manera iniciar la via metabdlica orto, que termina en la formacion de
succinil Co-A y acetil Co-A, 0 en la posicién meta que termina en la formacién
de piruvato y acetaldehido, respectivamente, esto se muestra en la Figura 1.3
(Tziotzioset al., 2005; Agarry & Solomon, 2008).
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Figura 1.3 Via metabdlica para la biodegradacion de fenol en condiciones
aerobias (Bajaj et al., 2008b).

1.4.13.1.2Biodegradacion bajo condiciones anaerobias

La eliminacién de fenol se puede hacer anaerdbicamente. En muchos
casos este tipo de biorremediacion es la preferida, debido al ahorro de energia
usada en la aireacion con produccion de menores cantidades de lodos (Fang et
al., 2006).

Para la eliminacion de productos quimicos organicos toéxicos como es
el caso del fenol, se puede usar reactores en etapas o series. La primera etapa
puede consistir en un reactor de tanque de agitacibn continua con
sedimentador y reciclado y la segunda en una forma de reactor de flujo pistén
sin reciclado (Figura 1.4), es decir que se puede aplicar en un inicio un
biorreactor aerobio, seguido de uno en condiciones anaerobias. Este tipo de
sistema de biorreactores podrian eliminar una concentracion de fenol de 4000
mg.L™* hasta 0.02 mg.L™ (Rittmann & McCarty, 2001).

20



> 2% —2
Reactor de flujo en piston j:

con sedimentador

Reactor de tanque de
agitacion continua con
sedimentador y reciclado

Figura 1.4 Posible sistema de reactor en dos etapas para tratamiento de altas
concentraciones de fenol (Rittmann & McCarty, 2001).

Existen varias vias metabdlicas de degradacién de fenol bajo
condiciones anaerobias, en este caso el anillo aromético no es oxidado, pero si
reducido (Rigo & Alegre, 2004). En condiciones mesofilas se han sugerido las
siguientes vias, el fenol es convertido primero a través de carboxilacion para
producir  benzoato; después, es desaromatizado para formar
cicloheanocarboxilato, el cual es fraccionado para formar heptanoato y este es
posteriormente degradado a través de [-oxidacion para formar valerato,
propionato y acetato, o directamente formar propionato y butirato, los cuales
mas tarde pueden ser degradados en acetato. Estas vias metabdlicas se basan
en la presencia de enzimas que realizan reacciones de carboxilacion,
descarboxilacion y dehidroxilacion durante la degradacion anaerobia (Fang et
al., 2006).

En otra via metabdlica de degradacion, el fenol es reducido en
presencia de nitrato a ciclohexanona y después a n-caproato, el cual
subsecuentemente sufrira una -oxidacion para formar acidos grasos volatiles,

como se muestra en la Figura 1.5 (Fang et al., 2006).
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Figura 1.5 Degradacion de fenol a través de la via de la ciclohexanona (Fang et
al., 2006).

También, el fenol puede ser transformado a benzoato por via de
carboxilacion reductiva y después a través de la via del benzoil-CoA producir
acetato e hidrégeno (Chen et al., 2008).

1.4.13.1.3Aplicacion de co-substratos en sistemas de degradacion de
fenol

El fenol puede ser usado como Unica fuente de carbono y energia para

los microorganismos, 0 en combinacion con otros sustratos.

La presencia de mas de un compuesto organico en el sistema puede
afectar las funciones de biodegradacién. Muchos estudios han reportado los
efectos inhibitorios 0 aumento en los sistemas de degradacion de fenol al
adicionar glucosa o compuestos fendlicos (Ambujom, 2001). Al colocar un co-
substrato, se puede mejorar, disminuir o no afectar en la biodegradacion de

contaminantes como el fenol (Bajaj et al., 2008b).

Por ejemplo, Arutchelvan, Kanakasabai, Elangovan, Nagarajan,
Muralikrishnan (2006), pudieron observar que al adicionar un co-substrato
(dextrosa) en rangos de 0.2 — 0.8% (p/v), existe una reduccion en la eficiencia
de degradacién de fenol. El organismo ignora el fenol en presencia de dextrosa

y el periodo de degradacién de fenol es retrasado.
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Por otro lado, debido a las altas concentraciones de fenol que puede
encontrarse en el sistema, los microorganismos pueden sufrir inhibicion,
afectando su crecimiento y en consecuencia la degradacion de fenol (Lob &
Tar, 2000).

Existen varios métodos que han sido propuestos para superar la
inhibicibn de sustrato y poder tratar aguas residuales con altas cargas
fendlicas. Entre estos métodos se incluye, adaptar los cultivos para altas
concentraciones de fenol, inmovilizacién de cultivos y uso de microorganismos
genéticamente modificados. La inmovilizacion puede realizarse en hidrogeles,

carbon activado y membranas de fibras (Lob & Tar, 2000; Mamma et al., 2004).

Otra manera de incrementar la tolerancia del cultivo ante la inhibicion
del substrato es suplementar el medio de cultivo con fuentes de carbono
convencionales, tales como extracto de levadura, glucosa, fructosa, glutamato
de sodio, entre otros. En muchos casos el afiadir un co-substrato hasta cierta
cantidad puede aumentar las tasas de degradacion de fenol, debido a la
produccion de masa celular adicional la cual aumenta la reduccion de fenol
(Lob & Tar, 2000; Mamma et al., 2004; Bajaj et al., 2008b).

1.4.13.2 Métodos fisico — quimicos

La revisidon realizada por Busca, Berardinelli, Resini & Arrighi (2008)
muestra la mayoria de tratamientos que se pueden emplear para separar y/o
destruir el fenol presente en soluciones acuosas. A continuacion se resumen

algunos de ellos.

1.4.13.2.1Separacion de fenol de soluciones acuosas

La destilacién se basa en la volatilidad del fenol, este proceso demanda

alta cantidad de energia.
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Se puede emplear otros procesos como la extraccion de fenol del agua
con la ayuda de algunos solventes organicos como hidrocarburos, compuestos
oxigenados, n-hexano, ciclohexanol, benceno, tolueno, entre otros.
Dependiendo del proceso, el fenol puede ser removido en concentraciones de
20 — 500 mg.L™.

La adsorcion es ampliamente usada en la purificacion de pequefos rios
contaminados y aguas residuales. Algunos adsorbentes usados son el carbén

activado o resinas poliméricas.

También se pueden emplear membranas de polipropileno y solventes
organicos tales como metil-terbutil-éter (MTBE), cumeno y una mezcla de
hidrocarburos, con una sobre presion de 31 — 38 kPa, para la extraccion de
fenol.

1.4.13.2.2Destruccion de fenol en soluciones acuosas

Existen varias formas para destruir el fenol en soluciones acuosas, a

continuacion se sintetiza algunas de ellas.

La oxidacion total de fenol por aire u oxigeno en solucién acuosa se

puede realizar de tres maneras:

a) Oxidacion con aire humedo no catalitico: se basa en las propiedades
oxidativas del oxigeno del aire, es aplicado en tratamiento de aguas
residuales, en especial cuando son muy diluidas para incinerar y
demasiado téxicas para tratamientos bioldgicos. Una mineralizacion
completa de aguas residuales es imposible con este método, debido a
gue algunos compuestos de bajo peso molecular son resistentes a la

oxidacion.
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b)

Oxidacion de aire humedo catalitico (siglas en inglés CWAOQO): las
catalisis homogéneas de CWAO son usualmente la transicion catidnica
de un metal (iones Cu y Fe). El carb6n activado también puede actuar

como catalizador aunque pueda ser consumido por la oxidacion.

Polimerizacion oxidativa con oxigeno en presencia de enzimas: la
tirosina (polifenol oxidasa) y lactasa convierten los fenoles usando
oxigeno en o-quinonas. Amjad & Qay (2007), estos compuestos también
pueden ser facilmente filtrados y/o adsorbidos en sélidos.

Otro tipo de oxidacion puede ser la oxidacion humeda con quimicos

oxidantes, los cuales incluyen:

a)

b)

Oxidacién con ozono: consiste en que el ozono molecular actia
directamente en los sitios nucleofilicos y radicales insaturados de los
compuestos organicos. Sus principales intermediarios son hidroquinona,

benzoquinona y catecol, pero el principal producto es el acido oxalico.

Oxidacién con peréxido de hidrégeno: el peréxido de hidrégeno (H,0,)
tiene una cantidad de oxigeno efectiva, su costo es bajo, de féacil
almacenamiento, manejo y sobre todo, amigable con el ambiente. Sin
embargo, la reactividad del H,O, es generalmente baja y en gran parte

incompleta debido a su cinética.

Otra forma de empleo del H,O, es en conjunto con Fenton y sal de
hierro (II) para producir radicales hidroxilos, los cuales pueden oxidar
compuestos organicos en solucion. Sin embargo, el monitoreo de la
reaccion de Fenton hace de este un proceso costoso e inhibe su uso
comun, ademas pueden producirse intermediarios mucho mas toxicos

gue el propio fenol.

También existe la posibilidad de usar una polimerizacién oxidativa con

perdxido de hidrégeno catalizado por peroxidasas; sin embargo, el costo
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elevado de las enzimas limita su uso.

c) Oxidacion con otros quimicos oxidantes: incluyen la oxidacion con
clorina y diéxido de cloro y permanganato de potasio. Estos métodos no
son amigables con el ambiente debido a la formacion de compuestos
orgénicos clorados y a la dispersion de compuestoscomo el Manganeso
(Mn). Ademas de ser costosos, también requieren un control preciso de
pH. También se puede usar el i6n ferrato (VI), el cual es un oxidante
fuerte amigable con el ambiente, pero su potencial redox decrece

fuertemente por incremento de pH.

La oxidacion electroquimica es un proceso indirecto de electro-
oxidacion incluyendo “electrofenton”. Mohan et al. (2007) dice también que esta
técnica puede oxidar efectivamente muchos contaminantes organicos e
inorganicos en concentraciones altas de cloro. Es posible la formacion de

compuestos intermediarios organicos clorinados.

El ozono también puede ser usado como electro-oxidacion, con la

ayuda de mediadores (iones metélicos).

Tanto la electroxidacion mediada como el electrofenton usualmente
necesitan operar en medio acido para evitar la precipitacion de los hidréxidos
metdlicos. Este método se ve limitado por la adicién de metales pesados que

pueden formar contaminantes secundarios.

Por otro lado tenemos la oxidacion directa anddica, la cual se basa en
la electro-oxidacion de contaminantes aplicada directamente en anodos por
“oxigeno activo”. La adsorcion fisica del “oxigeno activo” puede causar una

completa combustion de compuestos organicos.

La oxidacion directa no necesita afiadir una alta cantidad de quimicos

para aguas residuales o colocar O, para los catodos. No tienden a producir
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contaminantes secundarios y requiere muy pocos accesorios. Lo importante de
una oxidacién directa (oxidacion anddica) es el material del anodo. Sin

embargo, ninguno tiene suficiente actividad y al mismo tiempo estabilidad.

También se puede destruir el fenol mediante la oxidacion fotocatalitica.
Se han reportado conversiones de fenol significantes por luz ultravioleta (UV)
sola. Sin embargo, la actividad en la oxidacion de fenol sobre la irradiacion UV
puede ser fuertemente mejorada en la presencia de fotocatalisis.

El Oxido de Titanio (TiO,) tiene actividad fotocatalitica y ha sido
investigado para aplicar en la destruccion de contaminantes toxicos del
ambiente. Este es econOmico, no toxico, resistente a la foto-corrosion y tiene
un alto poder oxidativo. Por otro lado, permite la adsorcion de contaminantes

pero también la desorcion de intermediarios y productos.

Existen otros métodos de destruccion de fenol que no son oxidativos,
como por ejemplo la gasificacion de fenol en agua superficial. Este método
consiste en la conversion de material organico en productos gaseosos como el
hidrogeno (H), monoxido de carbono (CO), dioxido de carbono (CO,), metano
(CHy), via reacciones en agua y con agua, a temperatura y presion que exceda

el punto critico termodinamico.

La aplicacion de descargas eléctricas para degradacion de fenol
también es empleada. Existen varios procesos diferentes, tales como
descargas electro-hidraulicas (siglas en inglés, EHD), descargas corona
pulsadas (siglas en inglés, PCD) y electrdlisis. Las PCD han recibido mayores
investigaciones debido a que se puede inyectar directamente energia eléctrica

en una solucién acuosa por canales de plasma.

La sonicacion y cavitacion hidrodinamica son sistemas que proveen
energia para destruir fenol en soluciones acuosas; sin embargo, son
pobremente eficientes si son empleadas solas, sin la co-presencia de oxidantes

guimicos. Cuando son combinadas con otros procesos de oxidacion pueden
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mejorar la destruccion de fenol.

1.5 Hipotesis

La concentracién de fenol en agua sintética se reduce, bajo la accién
de dos consorcios bacterianos nativos,aerobio y anaerobio facultativo a nivel de
laboratorio.
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CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

2.1 Participantes

La Escuela Politécnica del Ejército aportdé con el financiamiento y
espacio fisico para el desarrollo de esta investigacion, dentro del proyecto
CEINCI (Centro de Investigaciones Cientificas ESPE) 2010 titulado: “Obtencién
de un inéculo 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”.

El laboratorio de la Subsecretaria de Electricidad y Energia Renovable,
ex Comisién Ecuatoriana de Energia Atomica (CEEA) ubicado en la Escuela
Politécnica del Ejército, donde se desarrollaron los ensayos de investigacion.

Ing. Enrique Arévalo a cargo de los laboratorios de la CEEA e Ing.
Paulina Guevara, aportaron con su conocimiento en el analisis previo de

determinacién de la concentracion de fenol en aguas.

MSc. Alma Koch y Dra. Blanca Naranjo, directora y codirectora de tesis
respectivamente, aportaron con sus conocimientos y apoyo en toda la
ejecucion del trabajo. El Ing. Pedro Romero asesoré el andlisis estadistico de

esta investigacion.

2.2 Zona de Estudio

Los consorcios analizados en este trabajo fueron proporcionados por el
cepario del laboratorio de microbiologia de la ESPE, los mismos que fueron

obtenidos y aislados por Ayala (2010) y Moncayo (2010).
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Esta investigacion fue realizada en los laboratorios de la CEEA,
ubicados en la Escuela Politécnica del Ejército, Av. El Progreso s/n, en
conjunto con el Laboratorio de Microbiologia ubicado en el mismo centro

universitario.

2.3 Periodo de tiempo de investigacion

La investigacion tuvo una duracién de 9 meses, desde julio del 2009
hasta abril del 2010.

2.4 Disefio Experimental

Los consorcios bacterianos analizados en este trabajo fueron:

e Consorcio en condiciones aerobias — consorcio aerobio (M 3).
e Consorcio seleccionado, en condiciones aerobias (MS 3).

e Consorcio en condiciones anaerobias — consorcio anaerobio facultativo (|
5).

Los andlisis estadisticos se hicieron planteando un disefio experimental
de 2x2x4 para el consocio MS 3, donde sus factores fueron fenol (10 y 100
mg.L™), glucosa (0 y 200 mg.L™) y tiempo (dias en los cuales el porcentaje de
degradacion de fenol llegd al 100%). Tomando en cuenta las tres repeticiones

de cada tratamiento (Tabla 2.1).

El tratamiento de MS 3 con 400 mg.L™ de fenol y sus combinaciones
con glucosa (0 y 200 mg.L™) no se incluyeron en el andlisis estadistico, puesto
gue sus concentraciones de fenol se mantuvieron constantes durante los dias

de monitoreo. De igual manera se procedi6 con los consorcios M 3 e | 5.
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Tabla 2.1 Tratamientos del disefio experimental realizados con los tres
consorcios nativos compuestos usados en la fase de experimentacion de la

investigacion, por separado.

. . . Concentracion Concentracion de
Consorcio analizado Tratamiento 2 Bl (mg_L.l) T - (mg_L.l)
T1 10 0
T2 10 200
T3 100 0
M 3,1 5 yMS 3.
T4 100 200
T5 400 0
T6 400 200

En el disefio experimental de cada consorcio se incluyo controles de
cada tratamiento que se especifican en la Tabla 2.2 y tres controles fuera de
ellos. El objetivo de estos controles fue el de relacionarlos con las unidades
experimentales de cada tratamiento para constatar que la degradacion no es

causada por efectos abioticos (Margesin et al., 2004; Marrot et al., 2006).

Tabla 2.2 Controles afiadidos al disefio experimental de cada consorcio por

separado.
Consorcio | Control | ZGGCEl | e Fanol (ma.L | Glucosa (mg.L
CT1 0 10 0
CT2 0 10 200
M3i5yMs | CT3 0 100 0
3. CT4 0 100 200
CT5 0 400 0
CT6 0 400 200
Control 1 0 0 0
M 3yMS 3. | Control 2 0 0 200
Control 3 5% 0 0
Control 1 0 0 0
15 Control 2 0 0 200
Control 3 20% 0 0
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2.5 Procedimientos

2.5.1 Determinacion de la concentracion de fenol en muestras de aguas
residuales de industrias textiles

Se obtuvieronmuestras de aguas residuales de varias industrias textiles
ubicadas en la provincia de Pichincha, Ecuador; para conocer su concentracion

de fenol.

Los métodos de conservacion, almacenamiento, limpiado vy
determinaciéon de fenol en las aguas residuales de industrias textiles se
siguieron de acuerdo a lo especificado por el Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater 5530 (1998).

Para la conservacion y almacenamiento, las muestras se acidificaron
con 2 mL de Acido Sulfurico (H.SO4) concentrado por litro de muestra hasta
llegar a un pH < 2 y se dej6 en refrigeracion a 4°C, durante un maximo de 28
dias. Dentro de ese periodo de tiempo se destilaron las muestras para su

analisis respectivo.

El proceso de limpiado de cada muestra consistié en destilarel agua
residual para eliminar impurezas no volatiles. Debido a que la volatilizacién de
los fenoles es gradual, el volumen destilado fue igual al de la muestra original.
Para la destilacion se colocé 300 mL de muestra en un balon de destilacion con
nacleos de ebullicién, se afiadio tres gotas de acido fosférico (HzPO4) 10% viv
(Anexo A) y 1 mL de anaranjado de metilo (Anexo A), se esperd observar una

coloracion rosada. Las muestras se destilaron herméticamente y por completo.

Se realizaron varias curvas de calibracion para determinar la
concentracion de fenol en las muestras de agua residual textil. A partir de una
solucién stock preparada con agua destilada de 500 mg.L" de fenol, se

prepararon ocho soluciones estandar diluidas en agua, de 0.1, 0.2, 0.3, 0.4,
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0.5, 1,2y 3 mg.L". Todas las curvas estandar que se emplearon tuvieron un
R? mayor a 0.995.

Tanto los estdndares como las muestras fueron procesadas de la
misma manera. Se tomé 2.5 mL de cada muestra y se coloc6 75 pL de
Hidréxido de amonio (NH4OH) 0.5 N (Anexo A), se homogeniz6. Se afiadié 75
uL de solucion tampdn de fosfato de potasio (Anexo A) y se homogeniz6. A
continuacioén, en oscuridad se adicioné 25 L de solucién de 4-aminoantipirina
(Anexo A), se mezclo bien; posteriormente se afadiéo 25 pyL de solucion de
Ferricianuro de Potasio (KsFe(CN)es), se homogeniz6. Se esperé 15 min y
finalmente se tomo las lecturas de absorbancia de cada muestra a una longitud
de onda de 500 nm.

Las absorbancias obtenidas se compararon con las absorbancias de
las curvas estandar preparadas y se determind la concentracion de fenol

presente.

2.5.2 Consorcios bacterianos

El consorcio bajo condiciones aerobias (M 3) se obtuvo a partir de
suelo contaminado con agua residual textil, el mismo que present6 capacidad
de remocion del colorante en un medio de cultivo con colorantes reactivos
textiles (Ayala, 2010). A partir de este consorcio se selecciondé un consorcio

condiciones aerobias, que presente capacidad de degradacion de fenol (MS 3).

El consorcio bajo condiciones anaerobias (I 5) fue obtenido por
exposicién a los tubos de ensayo con medio de cultivo y colorantes al aire
(Moncayo, 2010).

Tanto el consorcio M 3 como | 5 se almacenaron en medio de cultivo
con glucosa y sin colorantes, en frascos BOECO tapa azul de 250 mL y el

consorcio MS 3 se almacené en un erlenmeyer de 250 mL con tapon de
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algodon y gasa. Los tres consorcios se conservaron en refrigeracion a 4°C
(Prpich & Daugulis, 2005; Asses et al., 2009) y antes de ser usados para su

activacion se los dejo a temperatura ambiente durante algunos minutos.

A los consorcios M 3 e | 5se analiz6 su capacidad de remocién de
colorantes reactivos y en esta investigacionsu capacidad de degradar fenol,
ademas de ser usados en otros trabajos como degradacion de detergentes y
metales pesados (cromo, cobre y zinc).

2.5.3 Condiciones de incubacién

Los tres consorcios fueron incubados a 35°C. M 3 y MS 3 se colocaron
en erlenmeyers con tapones de algoddn y gasa; se incubaron en agitacion a
150 rpm en una incubadora WIS-20R y se inocul6 el 5% de cultivo activado en
cada unidad experimental (Arutchelvan et al., 2006; Jiang et al., 2007; Bajaj et
al., 2008b).

En el caso del consorcio | 5, se inocul6 el 20% de cultivo activado en
cada unidad experimental (Moosvi et al., 2005) y se mantuvo estaticamente en

una incubadora VWR-1515E en frascos BOECO tapa azul, bien cerrados.

2.5.4 Composiciéon del medio de cultivo

El medio de cultivo (agua sintética) usado fue tomado de Jiang et al.
(2004) y modificado por Ayala (2010) y Moncayo (2010). En la Tabla 2.3 se

muestra parte de la composicion del medio mineral.
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Tabla 2.3Concentraciones de parte de los compuestos afiadidos al medio de
cultivo mineral tomado de Jiang et al. (2004), modificado por Ayala (2010) y
Moncayo (2010).

Nombre del compuesto Férmula Conczgn_t_rlf;lcién
Sulfato de amonio (NH4).SO, 4.00
Sulfato de Magnesio hidratado MgSO,4.H,0 0.20
Cloruro de Sodio NaCl 0.10
Sulfato de Calcio CaSO, 0.06
Fosfato mono acido de Potasio K;HPO, 1.00
Fosfato di 4cido de Potasio KH,PO, 2.00

Ademas se afadid, EDTA sodico, 0.0174g y Sulfato de hierro (FeSO,),
0.013g preparados en 900 mL de agua.

En el caso de los consorcios M 3 e | 5, se coloco una solucién tampon
de fosfato con la siguiente composicion: Fosfato diacido de sodio (NaH;PO,),
46.24 g.L " y Fosfato acido de sodio (Na;HPO,), 56.84 g.L™* (Moncayo, 2010).
El pH del medio de cultivo fue de 6.8.

Este medio de cultivo fue esterilizado por calor a 121°C, durante 20 min
(Mamma et al., 2004), en un autoclave Tuttnauer-3870ML. Todos los
componentes fueron esterilizados por separado y cuando se encontraron a
temperatura ambiente se mezclaron asépticamente, con el fin de que no
precipiten los reactivos; se completé el medio de cultivo con agua fria estéril
(Ayala, 2010; Moncayo, 2010).

El fenol afladido al medio de cultivo se esterilizé por filtracion (filtros
milipore 0.45 um) y se afiadi6 de forma aséptica (Kumaran & Paruchuri, 1997;
Rigo & Alegre, 2004; Suarez et al.,, 2007). Para llegar a las diferentes
concentraciones empleadas en los medios de cultivo se partié de una soluciéon

madre de fenol de 5000 mg.L™ y se realizaron las diluciones apropiadas.
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2.5.5 Determinacién de la concentracién de fenol en medio de cultivo

La concentracién de fenol residual que se presentaba en el medio de
cultivo se determiné a través del método fotomeétrico directo, donde el fenol
forma un complejo colorimétrico con 4-aminoantipirina y ferricianuro de potasio
(KsFe(CN)g) a condiciones optimas de pH y las lecturas de absorbancia son
tomadas a una longitud de onda de 500 nm. Este método fue tomado y
modificado del Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater, 1998, p. 5-40.

Después de medir la D.O.g00nm, l0S microtubos con cultivo restante se
centrifugaron a 14000 rpm durante 5 min a temperatura ambiente en una
microcentrifuga SIGMA 1-14, con el fin de separar la biomasa del medio de
cultivo, este procedimiento fue tomado y modificado de Jianget al. (2007).

El sobrenadante libre de biomasa se diluyé en 5 mL con agua
destilada, dependiendo de la concentracion, se diluyo entre 10 y 100 veces.
Las diluciones se colocaron en tubos plasticos falcon y se procesaron

inmediatamente.

En cada tubo falcon se distribuy6 de 100 a 230 yL de Hidroxido de
Amonio (NH,OH) 0,5 N (Anexo A)y se homogeniz0; a continuacion, se colocé
de 10 a 260 pL de solucién tampon de fosfato (Anexo A) y se homogenizo; se
midi6é su pH usando el pHmetro HANNA instruments HI 221 hasta alcanzar un
pH de 7.940.1. Las cantidades de hidréxido de amonio (NH;OH) y solucién

tampon de fosfato colocadas dependieron de la dilucion realizada.

Posteriormente, bajo obscuridad se colocé 50 yL de 4-aminoantipirina
(Anexo A), se homogenizd; después, se adicion6 50 pL de solucion de
ferricianuro de potasio (K3Fe(CN)g), se homogenizd. Todos los homogenizados

se realizaron en un vortex Genie k-550-G.
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Se dejo6 incubar las muestras a temperatura ambiente durante 15 min y
finalmente, se leyeron las absorbancias en un espectrofotometro Genesys 10-S
a una longitud de onda méaxima de 500nm.

Se reportaron las absorbancias medidas y se calculé el contenido de
fenol en cada muestra usando la curva promedio de calibracion especificada en
la validacion del método para determinacion de la concentracion de fenol,

tomando en cuenta las respectivas diluciones realizadas.

2.5.6 Validacién del método para determinacién de la concentracion de

fenol en medio de cultivo

El método empleado para la determinacion de la concentracion de fenol
en medio de cultivo fue tomado y modificado del Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater, 5530 D, (1998).

La validacion del método analitico se determinécumplimiendolos

parametros y objetivos que se describen en el cuadro 2.1.

Para el cumplimiento de los objetivos y la validacion del método de
determinacion de concentracion de fenol en medio de cultivo, se realizaron diez
curvas estandar, escogiendo siete con un R? mayor a 0.995, para realizar una
curva promedio de calibracién y con esta calcular la concentracién de fenol en

cada ensayo.

Se preparé una solucién madre de fenol de 500 mg.L™" en medio de
cultivo descrito anteriormente en 2.5.4 (sin solucion tampon ni glucosa) y apartir
de esta solucion se diluyé en agua destilada las soluciones estandares de fenol
de 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 05, 1, 2, 3y 5 mg.L* que posteriormente fueron

anlizados.
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Cuadro 2.1 Pardmetros y objetivos para validar el método de determinaciéon de
la concentracion de fenol en medio de cultivo (ASECAL, 2005).

Parametro Objetivo

El R? obtenido de la regresion lineal debera ser > 0.995 para
cada curva de calibracion, elegir las curvas realizadas durante
Linealidad / Funcién | el proceso de validacion con el mejor coeficiente de variaciéon y

de respuesta realizar una curva promedio para los analisis. Para
autentificacién de la linealidad también tomar en cuenta la
pendiente y la interseccién con el gje.

Obtener un LD <0,1 mg.L™, aplicando LD = 3xS de las lecturas
Limite de detecciéon de un blanco libre de fenol, donde S es la desviacién estandar
de la muestra.

Obtener un LC <0,1 mg.L™, aplicando LC = 10xS de las
lecturas de un blanco libre de fenol, donde S es la desviacién
estandar de la muestra.

Limite de
cuantificacién

Calcular el %SDR para los niveles bajo, medio y alto de fenol
de las 10 repeticiones realizadas, tanto para los ensayos de
., repetibilidad y reproducibilidad.
Precision

(repetibilidad y/o
reproducibilidad) Nivel bajo: 10 mg.L™*

Nivel medio: 100 mg.L™ %SDR < 5%

Nivel alto: 400 mg.L™

Realizar varias mediciones de un material de referencia
Exactitud certificado (MRC) y evaluar el valor medio, calculando el
Zscore que debe ser < 2.

Realizar la estimacién de la incertidumbre y obtener valores
conk=2.

Incertidumbre Nivel bajo: 10 mg.L™t
Nivel medio: 100 mg.L™ % Error < 30
Nivel alto: 400 mg.L™

Los valores utilizados para la validacion se escogieron de todos los
ensayos realizados peridodicamente. Se tomaron blancos, es decir muestras de
agua destilada libre de fenol y los controles de cada tratamiento que contenian
fenol con las concentraciones de cada tratamiento (10, 100 y 400 mg.L™) y sin

carga bacteriana.
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2.5.7 Determinacién de la biomasa en el medio de cultivo

La concentracion inicial de biomasa usada para cada unidad
experimental se determind con el método de siembra profunda (Benson’s,
2007) y su crecimiento se monitore6 mediante espectrofotometria (Saravanan
et al., 2008b).

2.5.7.1 Método de siembra profunda

Este método se tomdé y modifico del manual de laboratorio de
microbiologia general de Benson’s (2007), el que se us6 para conocer la

concentracion inicial de indculo que se coloco en cada unidad experimental.

De cada in6culo se realizaron diluciones como muestra la Figura 2.1,
en tubos tapa rosca con 9.9 mL de solucion de cloruro de sodio (NaCl) 1.5 N
estériles. Se agitdé cada tubo envortex VM-300 durante 10 s; se tom6 1 mL o
0.1 mL de inéculo, dependiendo de la dilucion y, se colocé en 25 mL de medio
de cultivo PCA (plate count agar) estéril que se encontraba aproximadamente
entre45 -50°C.

Una vez colocada asépticamente la cantidad de in6culo con cloruro de
sodio, se agitd en forma circular durante 25 veces, evitando la formacion de

burbujas en el agar.

Se vertié el homogenizado asépticamente en una caja petri estéril y se
dejé a temperatura ambiente hasta que el agar se solidifique. Se sell6 la caja

con parafilmy se incubd las cajas invertidas a 35°C durante 24 — 48 h.
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Figura 2.1 Esquema de diluciones y procedimiento del método de siembra
profunda, tomado y modificado del Manual de Laboratorio de Microbiologia
General de Benson’s (2007).

Una vez finalizado el periodo de incubacion, se realizo un conteo en las
cajas que presentaron colonias separadas y aisladas, los datos que se
reportaron fueron aquellos donde su nimero de colonias se encontro entre 30 y
300 Unidades Formadoras de Colonias (UFC).

2.5.7.2 Método espectrofotométrico

Este método se usé para monitorear periddicamente el crecimiento
bacteriano por absorbancia(densidad oOptica, D.O.) a una longitud de onda de
600 nm. El método fue tomado y modificado del Manual de Laboratorio de
Microbiologia General de Benson’s (2007) y, su longitud de onda se escogio en
relacion a estudios realizados con consorcios microbianos y cultivos puros
(Ambujom & Manilal, 1995; Mamma et al., 2004; Jiang et al., 2007; Saravanan
et al., 2008b).

Periddicamente, dependiendo del consorcio analizado, se tomé de

cada unidad experimental asépticamente 2000 uL de cultivo en microtubos.
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Antes de cada lectura, se calibr6 el espectrofotometro Genesys 10UV
de acuerdo a las especificaciones del equipo y se lo encerd con agua destilada.
Se usO una cubeta de cuarzo, la misma que se lavo y seco, evitando que

gueden pelusas y grasadentro y fuera de la misma.

Cada microtubo se agité en un vortex Genie k-550-G para que se
homogenice, e inmediatamente se tom6 1200 pL de cultivo y se colocé en la
cubeta de cuarzo. Se verificd que no existan burbujas dentro de la cubeta y se
la colocé en el espectrofotbmetro. Finalmente, se tomé lecturasde
absorbancias a 600 nm de longitud de onda. Para la lectura de la siguiente
muestra se lavo la cubeta con agua destilada y se prosiguié con el mismo

procedimiento.

En cada microtubo quedd aproximadamente 800 pL con cultivo, los

cuales se destinaron para la determinacion de concentracion de fenol.

2.5.8 Seleccion de inoculo con capacidad de degradacion de fenol (MS 3)

Se realizé un ensayo preliminar con los dos consorcios, M 3 e | 5. El
medio de cultivo empleado fue el descrito en el numeral 2.5.4, sin la adicién de
solucion tampdn de fosfato. Como unica fuente de carbono y energia se coloco
200 mg.L™ de fenol, esta concentracién se escogié en base a la aclimatacion

bacteriana realizada por Lob & Tar (2000).

El ensayo preliminar se realiz6 en frascos de 250 mL (Hidalgo et al.,
2002; Bajaj et al., 2009; Cordova et al., 2009) conteniendo 140 mL de medio de
cultivo y 5% de in6culo (Jiang et al., 2007; Bajaj et al., 2008b). Se realizaron
tres repeticiones para cada consorcio y dos controles, uno con medio de cultivo
y 200 mg.L™" de fenol y, otro con in6éculo pero sin ninguna concentracion de

fenol. Se incubaron las muestras a 35°C durante un periodo de 21 dias.
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El experimento realizado con el consorcio M 3 se hizo en erlenmeyers
de 250 mL con tapones de algoddn y gasa, se agitd constantemente a 150 rpm
(Bastos et al., 2000; Arutchelvan et al., 2006; Saravanan et al., 2008b; Song et
al., 2009) en una incubadora WIS-20R.

Los frascos donde se encontraba el consorcio | 5 se incub6 de manera
estatica, en frascos BOECO tapa azul de 250 mL. La incubadora usada fue una
VWR-1515E.

La concentracion inicial de biomasa inoculada fue determinada por el
método de siembra profunda. Por otra parte, se tom0 muestra para monitorear
periodicamente el crecimiento bacteriano mediante absorbancia, usando un
espectrofotometro Genesys 10-S a una longitud de onda de 600 nm (Ambujom
& Manilal, 1995; Mamma et al., 2004; Jiang et al., 2007; Saravanan et al.,
2008b).

Se midié la concentracion de fenol presente en cada frasco, mediante
el método directo con 4-aminoantipirina y ferricianuro de potasio (KsFe(CN)g),
especificado y modificado del Standard Methods for the Examination of Water
and Wastewater (1998), método que también fue aplicado por varios autores
como Ambujom (2001), Alves de Lima et al. (2007), Moussavi et al. (2009),

entre otros.

El in6culo seleccionado fue aquel frasco que presentd disminucion total
de concentracion de fenol. Este inéculo se almacend bajo refrigeracion a 4°C
(Prpich & Daugulis, 2005; Asses et al., 2009).
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2.5.9 Activacion de los in6culos bacterianos

2.5.9.1 Activacion de los consorciosM3el5

Los consorcios M 3 e | 5 se mantuvieron almacenados en frascos
BOECO de 250 mL, bajo refrigeracién a 4°C (Prpich & Daugulis, 2005; Asses
et al., 2009) y, antes de ser colocados en medio de cultivo fresco se los dejé a

temperatura ambiente durante algunos minutos.

El medio de cultivo usado fue el descrito en 2.5.4, se afiadi6é solucion
tampon de fosfato también descrita en el mismo numeral y se coloc6 como
fuente de carbono, glucosa en una concentracion de 5 mg.L™* (Mamma et al.,
2004).

La activacion del consorcio M 3 se realiz6 bajo condiciones aerobias,
en un erlenmeyer de 250 mL con el 6% (v/v) de in6culo (Arutchelvan et al.,
2006). Se incub6 a 35°C, a 45 rpm, durante 36 h, para que el inéculo se
encuentre en la fase exponencial y realizar el disefio experimental. Estas
condiciones fueron preseleccionadas de Ayala (2010) que fue al que se

encontraba acostumbrado el indculo.

Para la activacion del consorcio | 5 se us6 una cantidad del 20% (v/v)
de in6culo (Moosvi et al., 2005). Se incubd estaticamente a 35°C, durante 60 h,
para que el in6culo se encuentre en la fase exponencial y realizar el disefio

experimental (Moncayo, 2010).

2.5.9.2 Activacién consorcio seleccionadoMS 3 bajo condiciones

aerobias

El in6éculo MS 3almacenado en refrigeracion a 4°C (Prpich & Daugulis,
2005; Asses et al., 2009) se lo mantuvo a temperatura ambiente por algunos

minutos antes de ser usado para su activacion.
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Inicialmente, se coloco 5% de in6culo MS 3 en medio de cultivo recién
preparado (descrito en 2.5.4, sin solucion tampoén de fosfato), donde su Unica
fuente de carbono y energia fueron 200 mg.L™ de fenol (Lob & Tar, 2000). Se
prepar6 140 mL de cultivo que fue incubado a 35°C, 150 rpm durante 35 dias.

Una vez que se aprecidé una fase exponencial de crecimiento y una
reduccion de la concentracion de fenol, se aument6 la cantidad de biomasa

microbiana para realizar el disefio experimental.

Se preparé medio de cultivo excluyendo solucion tampoén de fosfato y
adicionando como fuente de carbono glucosa en una concentracion de 5 g.L™
(Mamma et al., 2004).

En un erlenmeyer de 500 mL con un tapon de algodon y gasa, se
coloco el 20% de in6culo (Moosvi et al., 2005) en 203 mL de medio de cultivo.
La incubacion se realizO en un periodo de 5 dias, a 35°C con agitacion

constante de 150 rpm.

Una vez alcanzada la fase exponencial tardia se coseché la biomasa v,
antes de ser colocada en cada unidad experimental, se realizd un lavado para
eliminar el exceso de glucosa del medio de cultivo (Lob & Tar, 2000; Liu et al.,
2007).

Se modifico el método especificado por Mufioz et al. (2001), donde la
biomasa obtenida se centrifug6é a 5000 rpm a temperatura ambiente durante 15
min en tubos falcon estériles de 50 mL, la centrifuga refrigerada usada fue una
Eppendorf-5810R.

Después de centrifugar se retiré el sobrenadante y se resuspendio el
precipitado asépticamente en medio de cultivo estéril sin los componentes
glucosa, solucion tampon de fosfato y fenol. Este lavado se lo realiz6 por dos

veces. Finalmente, se colecté asépticamente en un erlenmeyer estéril la Ultima
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resuspension, se midié su densidad Optica medida a una longitud de onda de
600 nm, y partir de este inoculo unificado se mont6 el disefio experimental
(Mufioz et al., 2001).

2.6 Analisis de resultados

El andlisis estadistico de resultados del consorcio MS 3 se realizo
utilizando el paquete estadistico SPSS version 16.0 para Macintosh. Los datos
se analizaron mediante el modelo general lineal univariante y comparacion de
medias ANOVA de un factor. Ademas se realizaron graficos descriptivos en el

mismo paquete.

La validacion del método para determinacion de la concentracion de
fenol en medio de cultivo fue analizado en EXCEL 2008 para Macintosh,
donde, segun los parametros, se realzé andlisis simple de varianza (ANOVA),

desviaciones estandar, medias y porcentajes.

También, se realizaron graficos descriptivos de los tres consorcio
realizados en EXCEL 2008 para Macintosh.
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CAPITULO 3: RESULTADOS

3.1 Determinacién de la concentraciéon de fenol en muestras de aguas

residuales de industrias textiles

Para las lecturas de cada muestra se prepar6 una curva de calibracion,
con la que se determiné la concentracién de fenol en la muestra. El Anexo B
muestra las ecuaciones de las curvas y sus R? que se emplearon en el anélisis
y,la Tabla3.1 resume la concentracion de fenol que se determiné en las
muestra de agua residual de diferentes industrias textiles.

Tabla 3.1Concentraciones de fenol (mg.L™) de muestras de aguas residuales
de diferentes industrias textiles en la provincia de Pichincha, Ecuador.

Muestra textil Fenol (mg.L™)
T1 0.029
T2 0.029
T3 0.043
T4 0.106
P1 0.312
P2 0.935
P3 0.543
S1 0.181
S2 0.638
S3 0.167
El 0.635
E2 0.556
E3 0.365
E4 0.622
E5 0.353
E6 0.628
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3.2 Validacién del método para determinacién de la concentracion de

fenol en medio de cultivo

Se realizaron diez curvas estandar, de las cuales, después de
seleccionar las siete mejores (Anexo C), se obtuvo una curva promedio de
calibracion para realizar los célculos de concentracién de fenol en todas los
unidades experimentales con los tres consorcios (M 3, 1 5y MS 3) y la
validacion del método para determinacion de la concentracién de fenol en

medio de cultivo. El R? de la curva promedio fue de 0.999 (Figura 3.2).

o
w

e
-2}

y =0,141x + 0,029
R =0,999

Absorbancia (500 nm)
e o
%] £

0 1 2 3 4 5 6
Concentracién de fenol (mg/L)
Figura 3.2 Curva promedio de calibracion para la determinacion de
concentraciones de fenol de cada unidad experimental de los tres consorcios
(M 3,15y MS 3).

Para la validacion del método analitico se considerd6 también los
blancos (agua destilada libre de fenol), y los controles de cada tratamiento con

ausencia y presencia de las tres concentraciones de fenol.

En la Tabla 3.2 se resumen los resultados obtenidos de cada
parametro y objetivos que se plantearon para poder validar el método analitico.

La tabla determina que el método cumple con los objetivos y es validado.
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Tabla 3.2 Resultados e interpretacién de cada parametro para la validacion del

método analitico en la determinacién de fenol en medio de cultivo.

Parametro Valor Interpretacion
Linealidad / R?:0.999 £l cosficiente d (acion (%)

. .. coeficiente de correlacion es mayor
FURIEEN Cle m-:0.141 a 0,995; por lo tanto hay linealidad.
respuesta b :0.029

o El valor del limite de deteccién es menor al
Limite de 0.011 ma.L™ primer punto cuantificable de la curva de
deteccioén ' 9 calibracion (0,1 mg.L’l); por lo tanto cumple

con el objetivo de validacion.

o El valor del limite de cuantificacién es
Limite de 0.035 ma.L™ menor al primer punto cuantificable de la

cuantificacion ' 9 curva de calibracién (0,1 mg.L™"); por lo
tanto cumple con el objetivo de validacion.
Nivel bajo

Precision
(repetibilidad)

(10 mg.L™): 4.46%

Nivel medio
(100 mg.L'™"): 1.10%

Nivel alto
(400 mg.L):4.44%

Los % SDr para los tres niveles de estudio
son menores al 5%, lo que indica que
cumple con la repetibilidad del método.

Precision
(reproducibilidad)

Nivel bajo
(10 mg.L'™"): 3.13%

Nivel medio
(100 mg.L™):1.51%

Nivel alto
(400 mg.L):3,64%

Los % SDR para los tres niveles de estudio
son menores al 5%, lo que indica que
cumple con la reproducibilidad del método.

Exactitud

1.081

El valor de Z score para el material
certificado es <2, por lo tanto el método
tiene una exactitud satisfactoria.

Incertidumbre

Nivel bajo
(10 mg.L™): 13%

Nivel medio
(100 mg.L™"):3.63%

Nivel alto
(400 mg.L™):12.12%

Los porcentajes de Error son menores al
30%, por lo tanto la incertidumbre del
método cumple con el objetivo de
validacion.

“my b: pendiente e interseccion con el eje de la curva de calibracién, respectivamente.
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3.3 Diseio experimental con el consorcio M 3 en condiciones aerobias

La concentracién inicial de M 3 se encontré en el orden de 10°
UFC.mL™. Al colocar el 5% de in6culo activado en cada unidad experimental de
140 mL, se obtuvo un orden de 10* UFC.mL™. Las unidades experimentales se
incubaron durante 27 dias. Se monitore6 la biomasa y concentracion de fenol

cada dia. El pH del medio de cultivo permaneci6 constante en 6.

Los resultados obtenidos estan resumidos en la Figura 3.3 donde se
puede observar que la biomasa se mantiene relativamente constante en todos
los tratamientos (Figura 3.3, A), sucede lo mismo con la concentracion de fenol
(Figura 3.3, B). Al realizar una siembra profunda el dia 21 se pudo observar en
las cajas un crecimiento de 10* UFC.mL™, mostrando que el consorcio estaba

Vivo.
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Figura 3.3 Consorcio bacterianoM 3 bajo condiciones aerobias. (A) Biomasa

celular, (B) Concentracién de fenol (mg.L™).(#)10mg.L™ Fenol; (m) 10 mg.L™

Fenol + 200 mg.LGlucosa; (4) 100 mg.L™ Fenol; (1)100 mg.L™* Fenol + 200
mg.L™ Glucosa; (x) 400 mg.L™ Fenol; (¢) 400 mg.L™* Fenol + 200 mg.L™

Glucosa.
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3.4 Diseio experimental con el consorciol 5 en condiciones anaerobias

La concentracion de inéculo madre se encontré en un orden de 10*
UFC.mL™. Al colocar el 20% de in6culo madre en 140 mL de cada unidad
experimental, se obtuvo un orden de 10° UFC.mL™.

El periodo de incubacion de este consorcio fue de 45 dias. Se
monitorearon la biomasa y concentracion de fenol cada 3 dias (Figura 3.4). El
pH se mantuvo en 6 durante todo el experimento. Se observé un aumento en la
biomasa; sin embargo, con el tiempo, disminuyé y se mantuvo constante
(Figura 3.4, A). Al realizar una siembra profunda el dia 18, se pudo ver un
crecimiento mayor a 10° UFC.mL™, demostrando que el consorcio se mantenia
con vida. Por otra parte la concentracion de fenol permanecido constante

durante toda la experimentacion (Figura 3.4, B).
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Figura 3.4Consorciol 5 bajo condiciones anaerobias. (A) Biomasa celular, (B)
Concentracion de fenol (mg.L™). (¢) 10 mg.L™ Fenol; (=) 10 mg.L™ Fenol + 200
mg.L™ Glucosa; (4) 100 mg.L™ Fenol; (1) 100 mg.L™* Fenol + 200 mg.L™
Glucosa; (¥) 400 mg.L™ Fenol; (#) 400 mg.L™ Fenol + 200 mg.L™ Glucosa.
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3.5 Seleccion de in6culo con capacidad de degradacion de fenol (MS 3)

Para la seleccién del in6culo con capacidad de degradacién de fenol se
trabajé con 200 mg.L™ de fenol como Unica fuente de carbono y energia. La
concentracion inicial de inéculo fue del 5 % en 140 mL de cada unidad

experimental que reflejé un orden de 10° UFC.mL™ para ambos consorcios (M
3elb).

En el ensayo realizado con el consorcio M 3, se observd que el frasco 2
present6 degradacion total de la concentracion de fenol (Figura 3.6, A); por lo
gue éste seria el inoculo seleccionado para degradar fenol, se lo almacendé en
refrigeracion a 4°C, para su uso en el disefio experimental y se lo etiquetd
como MS 3.

La Figura 3.5 muestra la relacibn entre biomasa celular y la
concentracion de fenol del frasco 2, durante el cultivo de M 3. Se puede
observar que la biomasa se incrementd con el tiempo de incubacion,
alcanzando una D.O.s00nm de 0.400 a los 20 dias. El inicio de la degradacion de
fenol fue a los 7 dias de incubacion. La concentracion de fenol decrece con el

incremento de D.O.s00nm, llegando a su valor minimo de 0 mg.L™* en 20 dias.
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Figura 3.5Concentracion de fenol (m) y biomasa celular () durante la
degradacion de fenol, del frasco 2, usando el consorcioM 3 bajo condiciones

aerobias.
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Los frascos 1 y 3 del consorcio M 3 presentaron una concentracion
constante de fenol (Figura 3.6, A), por lo tanto no existe degradacion del
mismo. Se puede mencionar la misma analogia para las tres repeticiones del
ensayo realizado con | 5 (Figura 3.6, B).
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Figura 3.6Medicién de concentraciones de fenol (mg.L™) durante 20 dias de
incubacion, con una concentracion inicial de fenol de 200 mg.L™ y 5 % de

inéculo. (A) In6culoM 3, (B) Indculol 5.

Frasco 1(#), Frasco 2(m) yFrasco 3 (4).

3.6 Activacion del consorcio seleccionadoMS 3 en condiciones aerobias

Después de aproximadamente un mes de almacenamiento en
refrigeracién, el consorcioMS 3 se colocé en medio de cultivo nuevo, con 200

mg.L™ de fenol como Unica fuente de carbono y energia.
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La Figura 3.7 muestra la biomasa celular y la concentracién de fenol
durante el cultivo de MS 3. Se puede observar que aproximadamente a los 21
dias de incubacion, la concentracion de fenol empieza a disminuir y la biomasa
se incrementa con el tiempo. Al apreciar una fase del crecimiento y disminucion
peridédica de la concentracion de fenol, se colocd este cultivo en un medio
nuevo libre de fenol, con 5 g.L™* de glucosa para aumentar la cantidad de
biomasa y desarrollar el disefio experimental, se realiz6 a los 35 dias de

incubacion.
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Figura 3.7Concentracion de fenol (m) y biomasa celular () durante la
degradacion de 200 mg.L™ de fenol, del consorcioMS 3 bajo condiciones

aerobias, durante 35 dias de incubacion.

Se logr6 aumentar la biomasa en medio de cultivo con 5 g.L™" de
glucosa, desde 0.075 de D.O.gp0nm hasta 0.684 de D.O.s00nm €N un periodo de 5
dias (Figura 3.8).
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Figura 3.8Crecimiento del consorcio MS 3 en medio de cultivo libre de fenol con

5 g.mL™ de glucosa, durante 5 dias de incubacion.
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Alcanzada la fase exponencial tardia, donde se obtuvo mayor cantidad
de biomasa, se realiz6 un lavado para eliminar el exceso de glucosa en el
medio de cultivo. Después de los lavados realizados con medio de cultivo libre
de fenol, glucosa y solucion tampon, se midié una D.O.gonm de 0.545, que tuvo

un orden de 10* UFC.mL™, con este in6culo se monté el disefio experimental.

3.7 Diseilo experimental con el consorcio MS 3 en condiciones aerobias

El disefio experimental realizado con el consorcio MS 3, al igual que
con M 3 e | 5 const6 de seis tratamientos (Tabla 2.1):T1,10 mg.L™* Fenol; T2,
10 mg.L™* Fenol + 200 mg.L™" Glucosa; T3, 100 mg.L™" Fenol; T4, 100 mg.L™
Fenol + 200 mg.L™" Glucosa; T5, 400 mg.L™ Fenol; T6, 400 mg.L™ Fenol + 200
mg.L™ Glucosa.

La concentracion de biomasa con la que se inicio el disefio
experimental fue de 10* UFC.mL™ y en cada unidad se colocé un orden de 10°
UFC.mL™. El tiempo de incubacién dependié de cada tratamiento, debido a que
los datos se reportaron hasta el momento que presentaron disminucion
completa de la concentracion de fenol. En el caso de T5 y T6 se reportaron

datos hasta la finalizacion de T3.

Para observar las diferencias de crecimiento bacteriano, tiempos de
degradacion y disminucion o no de la concentracion de fenol, se analiz6
inicialmente cada tratamiento por separado y se observé que los tratamientos
T1, T2, T3 y T4, disminuyeron totalmente la concentracion de fenol llegando a
una concentracion de 0 mg.L™. Los tratamientos T5 y T6 mantuvieron
constante la concentracion de fenol; sin embargo, se reporta aumento en su

biomasa (Figura 3.9) con un pH constante de 6.

54



250

o B T
B 400 £
E 20 8
= w
2 320 G
< 150 &
S 240 =
~E E
g 160 03
:
8 80 ,050 £
S &
0 - 0
0 10 20 30 40 50
Tiempo (dias)

Figura 3.9Concentracion de fenol (4) y biomasa celular(#) del tratamientoT5
(400 mg.L™" Fenol) y, concentracion de fenol (1) y biomasa celular (=) del
tratamiento T6 (400 mg.L™ Fenol + 200 mg.L™" Glucosa).

La Figura 3.10 muestra un agrupamiento de los cuatro tratamientos que
lograron la degradacion completa de fenol.

Se observo6 una fase de retardode 8, 4, 6 y 8 dias para T1, T2, T3y T4,

respectivamente(Figura 3.10, B).Superada esta fase se presencidédisminucion
de la concentracion de fenol.

Todos los tratamientos presentaron aumento de biomasa, tanto para
aquellos donde el fenol fue su Unica fuente de carbono como para los que
tenian como fuente alterna la glucosa (Figura 3.10, A).

Los tratamientos con diferentes concentraciones de fenol y 200 mg.L™
de glucosa (T3 y T4) inicialmente presentaron un acelerado incremento
debiomasa conun posterior decaimiento (Figura 3.10, A). Sin embargo, con el
tiempose observo un incremento de biomasa y esto, esta relacionado con la

disminucién de la concentracion de fenol.
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Figura 3.10 Tratamientos que presentaron completa degradacion de fenol. (A)

Aumento de la biomasa, (B) Disminucion de la concentracion de fenol. (¢) 10

mg.L™* Fenol; (m) 10 mg.L™ Fenol + 200 mg.L™ Glucosa; (4) 100 mg.L™ Fenol;
(0) 100 mg.L™ Fenol + 200 mg.L™" Glucosa.

La tasa de degradacion de fenol se calculé en base a la pendiente del
periodo de disminucion de la concentracion de fenol, la Tabla 3.3 presenta los
resultados obtenidos.

Tabla 3.3Tasas de degradaciéon de fenol de los tratamientos que presentaron

disminucién completa de la concentracién de fenol con el consorcioMS 3.

Concentracién | Concentracién | Tasa de degradacién

Tratamiento de Fenol de Glucosa | de Fenol (mg de fenol
(mg.L™) (mg.L™) consumido .d™*.L™)

T1 10 0 1.2989

T2 10 200 1.1996

T3 100 0 2.7372

T4 100 200 9.0069
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Se observotambién que cuando el crecimiento bacteriano es mayor, la
tasa de degradacion de fenol aumenta y, que al llegar a la maxima degradacion
(0 mg.L™) la biomasa disminuye, o en el caso de T1 se mantiene constante
(Figura 3.10).

A pesar de que los primeros cuatro tratamientos degradaron
completamente el fenol, el tiempo de degradacion varia. Los tratamientos con
glucosa se demoraron menos tiempo en degradar fenol que aquellos en
ausencia de la misma; asi también, el de menor concentracion de fenol se
demor6é menos tiempo en degradar en relacion al tratamiento con una

concentracion mas alta (Figura 3.10 y Tabla 3.4).

Tabla 3.4Tiempo (dias) cuando cada tratamiento llega al 100% de
degradacionde fenol con el consorcioMS 3.

| ey | S | coms oot
T1 10 0 16
T2 10 200 12
T3 100 0 a1
T4 100 200 20

Al dia 12 de incubacion, el T2 present6 100% de degradacion de fenol,
mientras que T1 el 33.25%, T3 el 23.80% y T4 el 22.77%. A medida que el
tiempo avanza, la degradacion del resto de tratamientos se va completando
(Figura 3.11).

La adicién de glucosa en el sistema muestra un incremento en la
degradacion de fenol. El afiadir glucosa representa un incremento del 66.75%
en la degradacion de fenol en el tratamiento T2, al dia 12, con relacion a T1,
mientras que, existe un incremento de degradacion del 38.10% en T4 con

relacién a T3, en el dia 20.
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Figura 3.11 Porcentaje de degradacion de fenol con los cuatro tratamientos que
presentaron completa disminucion en concentracion de fenol. (¢) 10 mg.L™
Fenol; (=) 10 mg.L™ Fenol + 200 mg.L™ Glucosa; (4) 100 mg.L™ Fenol; (1) 100
mg.L™" Fenol + 200 mg.L™* Glucosa.

En el andlisis estadistico se consideraron Unicamente los tratamientos
donde existi6 completa degradacion de fenol para que los resultados sean mas

representativos.

Al interrelacionar de manera global los factores glucosa, fenol y tiempo
se obtuvo que con un 95% de confianza, tanto a 10 mg.L™* como a 100 mg.L™
de fenol la presencia de glucosa hizo que el porcentaje de degradacion sea

mas alto y en menor tiempo, en relacién a la ausencia de la misma (Figura
3.12).
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Figura 3.12 Medias marginales estimadas de porcentaje de degradacion de
fenol con 10 mg.L™ y 100 mg.L™?, en relacién a 0 mg.L ™! y 200 mg.L™ de

glucosa en funcion del tiempo de incubacion.
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Se pudo demostrar ademas que a pesar de no tomar en cuenta los
dias de incubacion, a menor concentracion de fenol y presencia de glucosa, el
porcentaje de degradacion fue mayor, como se muestra en la Figura 3.13 y
Tabla 3.5.
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Figura 3.13 Medias marginales estimadas del porcentaje de degradacion de
fenol, a cualquier tiempo de incubacion, tomando en cuenta concentraciones

iniciales de fenol con 0 y 200 mg.L™ de glucosa.

Tabla 3.5 Intervalos de confianza al 95% de la interaccion Fenol (mg.L™) *
Glucosa (mg.L™), donde la variable dependiente es el porcentaje de

degradacion de fenol.

Fenol | Glucosa : Error Intervalo de confianza 95%
Media a PRTIRT — .
(mg/L) | (mg/L) estandar | Limite inferior |Limite superior
10 0| 83.314 2.525 78.171 88.456
200| 100.000 2.525 94.858 105.142
100 0| 57.253 2.525 52.111 62.396
200| 76.606 2.525 71.464 81.749

Por otra parte, sin considerar la concentracion de glucosa, se puede
decir con un 5% de error que a menor concentracion de fenol, el porcentaje de

degradacion es mas rapido (Figura 3.14 y Tabla 3.6).

59



Tiemaa (dias)
12
—16
— 20
— 41

100,000

80,0004

60,0007

40,000

Medias Marginales Estimadas

20,0004

T T
10 100

Fenol (mg/L)

Figura 3.14 Medias marginales estimadas del porcentaje de degradacién de
fenol a cualquier concentracion de glucosa, tomando en cuenta

concentraciones iniciales de fenol y dias de incubacion.

Tabla 3.6 Intervalos de confianza al 95% de la interaccién Fenol (mg.L™) *

Tiempo (dias), donde la variable dependiente es el porcentaje de degradacion

de fenol.
Fenol | Tiempo : Error Intervalo de confianza 95%
p Media a — P :
(mg/L) | (dias) estandar |Limite inferior|Limite superior
10 12| 66.628 3.570 59.355 73.900
16/ 100.000 3.570 92.728 107.272
20/ 100.000 3.570 92.728 107.272
41| 100.000 3.570 92.728 107.272
100 12| 23.285 3.570 16.013 30.557
16 63.484 3.570 56.211 70.756
20| 80.951 3.570 73.679 88.223
41| 100.000 3.570 92.728 107.272

3.8 Relacion entre controles y tratamientos empleados con el consorcio
MS 3

Los controles del disefio experimental de MS 3, en las mismas
condiciones, con fenol y sustratos del medio de cultivo (Tabla 2.2), se
evaluaron para conocer si existe degradacion de fenol debido a factores
abioticos como la aireacion (150 rpm).Se observé que la concentracion de fenol
en los controles permanece constantes durante todo el tiempo que duré el

disefo experimental.
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La Figura 3.15 muestra la relacion entre el promedio de las unidades
experimentales del tratamiento T3 (100 mg.L™ Fenol) y su control con la misma
concentracion de fenol pero sin inéculo. En los tratamientos T1, T2 y T4 se

observé el mismo comportamiento.

Tiempo (dias)
0 10 20 30 40 50

1.000

0.100

0.010

Concentracién de fenol (Log)

0.001

Figura 3.15 Comparacion entre la degradacion de fenol en el tratamiento T3
(#), 100 mg.L™* Fenolcon 5% de biomasay su respectivo control (m), en

ausencia de biomasa.
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CAPITULO 4: DISCUSION

En esta investigacion, se evalud la disminucién de concentracion de
fenol en agua sintética por medio de dos consorcios bacterianos nativos, en
condiciones aerobias y anaerobias, a nivel de laboratorio, para su aplicacion

futura en la biorremediacion de efluentes textiles.

El uso de fenol en la industria textil es un factor importante pues
producto de procesos de tincién y acabados, se desecha agua residual con
cargas de fenol incluidas (CEPIS, 1994). En respuesta a este problema, se han
estudiado varias técnicas de eliminacion de fenol en aguas, entre ellas fisico-
guimicas y bioldgicas (Busca et al., 2008). El uso de técnicas biologicas ha sido
una alternativa favorable en relacion a los métodos fisico-quimicos debido a
gue estos ultimos resultan ser costosos y producen compuestos secundarios

mas toxicos que el fenol propiamente dicho (Arutchelvan et al., 2006).

Se han realizado varios estudios con cepas puras para la degradacion
de fenol (Hidalgo et al., 2002; Arutchelvan et al., 2006; Agarry & Solomon,
2008; Busca et al.,, 2008; Cordova et al., 2009); sin embargo, el uso de
consorcios es importante pues se puede aumentar la tasa de degradacion y

superar limitaciones para una completa biodegradacion (Ambujom, 2001).

Antes de monitorear el fenol en las unidades experimentales se valido
el método para determinacion de concentracion de fenol en medio de cultivo, el

cual cumplié con todos los parametros y objetivos establecidos.

Los consorcios empleados M 3 e | 5 fueron analizados en otras
investigaciones para la remocion de colorantes reactivos (amarillo 84, azul 171,
rojo 141) en condiciones aerobias y anaerobias, respectivamente. Asi mismo
se analizé la posibilidad de remover detergente (lauril sulfato de sodio) y
metales pesados (cromo VI, cobre y zinc). De esta manera junto con los

analisis realizados en este trabajo con fenol, se puedosugerir la posibilidad del
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empleo de dichos consorcios en futuras aplicaciones para la biorremediacion

de efluentes textiles.

Inicialmente se analizaron los consorcios M 3 e | 5 sin una previa
aclimatacion o seleccion de microorganismos capaces de degradar fenol. A
pesar de que la concentracion de fenol y biomasa se mantienen constantes en
todos los tratamientos con los dos consorcios, se demuestra que la biomasa
esta viva, lo que significa que los consorcios fueron tolerantes a las
concentraciones de fenol empleadas (10, 100 y 400 mg.L™). Gerginova,
Dimova, Ivanova & Alexieva (2007), mencionan que las cepas usadas para la
descontaminacion de aguas residuales de produccion de fenol no solo
deberian ser altamente activas, sino también lo suficientemente resistentes al
contaminante para poder asegurar la actividad de degradacion. Por lo tanto, M
3 e | 5 adn cuando mantienen constante la concentracion de fenol en el medio,
demuestran ser resistentes a la presencia de fenol. Un resultado similar
presenta Mufioz et al. (2001), al no observar consumo de fenol cuando V.
nerels y A. mysorens crecieron en 800 mg.L™? de fenol, indicando que estos
microorganismos pueden tolerar dicha concentracion de fenol pero son

incapaces de usar este compuesto.

La seleccion de un ind6culo con capacidad de degradacion de fenol
permitio analizar la disminucion de la concentracion del mismo al aplicar
diferentes concentraciones y una fuente alterna de glucosa en determinados

periodos de tiempo.

Es importante mencionar que para la seleccion de MS 3 se partié de M
3 y la diferencia en que los ensayos hayan presentado o no degradacion de
fenol, posiblemente se deba a la composicion del medio de cultivo, en relacion
a la solucion tampon de fosfato. MS 3 fue seleccionado y analizado sin solucién
tampon puesto que en el estudio previo realizado por Ayala (2010) no se usaba
dicho compuesto; mientras que, en M 3 se aplicd dicha solucion tampdén con el
objetivo de unificar el medio de cultivo usado con | 5. Segun Prescott, Harley &

Klein (2002) la habilidad de crecimiento y el mantener microorganismos en el
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laboratorio es posible solo si el medio de cultivo es viable; por lo tanto, en el
caso de M 3, la presencia de solucién tampon de fosfato pudo impedir el
aumento de biomasa y la capacidad de degradar fenol.

Después de haber seleccionado MS 3 fue almacenado en refrigeracion
a 4°C durante un mes. Al comparar los dias iniciales de degradacion de fenol
en la seleccion de MS 3 y su activacion después del periodo de
almacenamiento, se puede ver que dicha degradacion es mas lenta, aun
cuando se us6 la misma concentracion inicial de fenol como Unica fuente de
carbono. Esto se puede deber a que el cultivo permanecio refrigerado por un
tiempo prolongado y posiblemente fue un cultivo viejo (Prescott et al., 2002).

Una vez realizado el disefio experimental con el consorcio MS 3 bajo
condiciones aerobias se pudo determinar que en todos los tratamientos existio
un incremento de biomasa. Sin embargo, en el tiempo de incubacion que
fueron analizadas las unidades experimentales, los tratamientos con
concentraciones mas altas de fenol (400 mg.L™) mantuvieron constante su
concentracion. Estos resultados demuestran que posiblemente con mas tiempo
de incubacién podria existir degradacion de fenol, esto se encuentra
sustentado por varios autores (Marrot et al., 2006; Agarry & Solomon, 2008),
guienes han observado que al incrementar la concentracion inicial de fenol se

prolongan los tiempos de biodegradacion.

Las fasesde retardo probablemente representan la adaptacién de los
microorganismos a las diferentes concentraciones de fenol (Patel & Rajkumar,
2009).

En el caso de los tratamientos suplementados con 200 mg.L™? de
glucosa, se pudo ver en los primeros dias de incubacién un incremento
acelerado de biomasa y una posterior disminucion de la misma. Esto pudo ser
en consecuencia de que M 3 se encontraba adaptado a concentraciones de

5g.L™" de glucosa (Ayala, 2010) y al seleccionar MS 3 a partir de M 3 su
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capacidad de consumir inicialmente glucosa pudo ser mas factible que usar el
fenol como primera fuente de carbono. Prescott, Harley & Klein (2002)
mencionan que la glucosa es el azucar de apoyo que proporciona un
crecimiento mas rapido en cultivos bacterianos, debido a que es una molécula

pequefia y facil de metabolizar.

Estudios realizados por Bajaj, Gallet & Winter (2008) muestran que en
lodos aclimatados a fenol, existe preferencia por el consumo de glucosa y que
el fenol es usado Unicamente después que la glucosa ha sido reducida,
produciendo una disminucion en la tasa de degradacion de fenol. En otros
estudios (Mamma et al., 2004) por lo contrario, se muestra que la tasa de
degradacion de fenol incrementa significativamente debido al efecto de
combinacion de adicion de glucosa y células de P. putida aclimatadas. Al igual
gue Mamma et al. (2004) en esta investigacion la tasa de degradacion de fenol

es mayor cuando existe la presencia de glucosa.

En los cuatro tratamientos donde existe degradacion completa de fenol,
se puede observar que el aumento de la biomasa se ve relacionado con la
degradacion de fenol, esto se debe a que el fenol es usado como fuente de
carbono y energia para el crecimiento. Estos resultados se ven relacionados
con estudios realizados por Agarry & Solomon (2008), Mufioz et al. (2001),

entre otros.

Los porcentajes de degradacion de fenol varian de acuerdo a cada
tratamiento. A pesar de que los tratamientos T1 a T4 llegan a una completa

degradacion de fenol, el tiempo en que se demora cada uno difiere.

El consorcio MS 3 degrada completamente fenol en mayor tiempo que
el cultivo de Pseudomonas fluorescens analizado por Agarry y Solomon (2008).
Esto ocurre puesto que, en los tratamientos sin glucosa la degradacion de fenol
es total en los dias 16 y 41, para 10 y 100 mg.L™* de fenol, respectivamente;

mientras que, Agarry y Solomon (2008) observan una completa degradacion de

65



100 mg.L™ de fenol en 84 horas de tiempo de residencia. Hay que tomar en
cuenta que la eficacia de una comunidad microbiana depende de la estabilidad
de los miembros constituyentes, asi como también de su habilidad para
degradar o mineralizar el compuesto blanco (Ambujom, 2001).

Lob & Tar (2000) observaron que la tasa de degradacion de fenol
incrementa con la cantidad de glucosa suplementada, en concentraciones de
glucosa bajo 1 g.L™. Esto probablemente se debe a la produccién de masa
celular adicional que aumenta la tasa de degradacion de fenol. Sin embargo,
este mejoramiento en la degradacién es de solo un 13%. En este trabajo la
adicion de glucosa (200 mg.L™) incrementa el porcentaje de degradacién en un
66.75% cuando la concentracion inicial de fenol fue de 10 mg.L™ e incrementa
un 38.10% cuando el fenol inicia en 100 mg.L™, en los dias 12 y 20
respectivamente. Los resultados descritos por Ambujom (2001) muestran
similitud con los de la esta investigacion, debido a que ocurre un incremento del
16 — 20% de fenol degradado al usar 160 mg.L" de glucosa y una
concentracion inicial de fenol de 500 mg.L™, al analizar un consorcio bacteriano

bajo condiciones aerobias.

Similar a los resultados obtenidos por Mamma et al. (2004) el
porcentaje de degradacion de fenol se incrementa significativamente cuando es
menor la concentracion de fenol y mayor la concentracion de glucosa. De la
misma manera, al ser mas baja la concentracion de fenol el tiempo de

degradacion es menor (Arutchelvan et al., 2006).

Por otra parte, al evaluar los controles de los tratamientos donde
ocurri6 degradacion de fenol y ver que sus concentraciones permanecen
constantes, se puede decir al igual que lo reportado por Margesin, Bergauer &
Gander (2004) y Marrot, Barrios, Moulin & Roche (2006), que factores abiéticos
como la aereacion no implican la volatilizacion de fenol y por lo tanto, la

concentracion que disminuye se atribuye a la biodegradacion.
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Las aguas residuales analizadas en esta investigacion, provenientes de
la industria textil, desechan fenol en concentraciones inferiores a 1 mg.L™. Al
obtener como resultado que el consorcio MS 3 puede degradar
concentraciones de fenol de 10 y 100 mg.L*, se puede decir que podria
eliminar cargas menores a estas, llegando a 0 mg.L™, valor que se encuentra
por debajo del limite maximo permisible de descarga de fenol en cuerpos de
agua dulce para el Ecuador, el cual es de 0.2 mg.L™.
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES

El método de determinacién de la concentracion de fenol en medio de
cultivo se validé cumpliendo todos los pardmetros y objetivos planteados.

Los in6culos obtenidos del cepario del Laboratorio de Microbiologia de
la ESPE, fueron activados efectivamente para su aplicacion en los disefios

experimentales.

La evaluacion de los dos consorcios nativos, en condiciones aerobias
(M 3) y anaerobias (I 5), permitieron conocer si son tolerantes a la presencia de
fenol en concentraciones de 10, 100 y 400 mg.L™.

Se selecciono el in6culoMS 3 capaz de degradar fenol y se lo analizé
con un disefio experimentalde 2x2x4, donde sus factores fueron fenol (10 y 100
mg.L™) x glucosa (0 y 200 mg.L™) x tiempo (dias en los cuales el porcentaje de

degradacion de fenol llego al 100%), con tres repeticiones.

El porcentaje de degradacion de fenol incrementa significativamente
cuando es menor la concentracion de fenol (10 mg.L") y mayor la

concentracién de glucosa (200 mg.L™).

El consorcio MS 3 mostro un porcentaje de degradacion de fenol mayor
100% y en menor tiempo (12 dias) a una concentracion de fenol de 10 mg.L™ y
de glucosa de 200 mg.L™. Mientras que el 100% de degradacién con 10 mg.L™
fenol; 100 mg.L™ fenol y 200 mg.Lglucosa; 100 mg.L™ fenol; se llegé a los 186,

20 y 41 dias respectivamente.

La cantidad de biomasa aumenta, mientras la concentracion de fenol

disminuye con respecto al tiempo de incubacion.
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El consorcio MS 3provocaria una total degradacion de fenol en aguas
residuales textiles con concentraciones menores a 100 mg.L” de fenol,
cumpliendo con valores menores a los limites maximos permisibles de

descarga de fenol en cuerpos de agua dulce para el Ecuador (0.2 mg.L™).
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CAPITULO 6: RECOMENDACIONES

Realizar ensayos con cantidades de in6culo mayores a las empleadas
en la presente investigacion, para determinar si con una mayor concentracion
de in6culo se obtiene degradacién total de fenol en menores tiempos de

incubacion.

Identificar del consorcio MS 3 los microorganismos que son
responsables de la disminucion de concentracion de fenol y con esta

informacion optimizar los procesos de degradacién para futuras aplicaciones.

Es necesario realizar mas estudios aplicando el agua residual real de la
industria textil para establecer la disminucion de la concentracion de fenol y
conocer si el consorcio MS 3 es capaz de adaptarse al medio para cumplir sus

funciones.

Realizar pruebas piloto con el consorcio MS 3y agua residual textil
paraanalizar su comportamiento, debido a que el agua residual a mas de
contenerfenol contiene otros componentes como: detergentes, colorantes y
metales pesados y estos podrian afectar de alguna manera la actividad

microbiana.
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ANEXOS

Anexo A. Preparacién de soluciones para la determinacion de la
concentracion de fenol en agua y medio de cultivo por medio del método
fotométrico directo (Standard Methods for the Examination of Water and

Wastewater 5530, 1998)

Reactivos para el procedimiento de limpiado

a) Solucion de acido fosforico (10%): Acido fosférico (HsPO4 1 + 9), diluir 10
mL de Acido fosférico (HsPO,) al 85% hasta 100 mL con agua destilada.

b) Solucion de indicador anaranjado de metilo: disolver 1 mg de
anaranjado de metilo en 5 mL de etanol, 0.05 mL de Acido clorhidrico (HCI)
0.1N y 45 mL de agua destilada.

Reactivos para el método directo de determinacion de concentracion de
fenol

a) Hidroxido de amonio(NH4OH) 0,5 N: diluir 1.872 mL de Hidroxido de
amonio (NH4OH) 26% en 25 mL de agua destilada.

b) Solucion tampon de fosfato: disolver 26.125 g de Fosfato acido de
potasio (K:HPO,) y 18.075 g de Fosfato diacido de potasio (KH,PO,) en
agua destilada y diluir hasta 250 mL. El pH debe ser de 6.8.

c) Solucion de 4-aminoantipirina: disolver 0.1 g de 4-aminoantipirina en

agua destilada y diluir hasta 5 mL. Preparar a diario.

d) Solucion de ferricianuro de potasio: disolver 0.8 g de Ferricianuro de
potasio (KsFe(CN)g) en agua destilada y diluir hasta 10 mL. Filtrar si es

necesario. Almacenar en un frasco ambar. Preparar reciente cada semana.
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Anexo B. Ecuaciones de las curvas de calibracién con sus respectivos R?,
para la determinaciéon de la concentracion de fenol en muestras de aguas

residuales de diferentes industrias textiles en la provincia de Pichincha,

Ecuador.
Muestra Ecuacion curva de R
textil calibracion
T1 y =0,138x + 0,032 0.999
T2 y =0,138x + 0,032 0.999
T3 y =0,138x + 0,032 0.999
T4 y =0,129x + 0,002 0.999
P1 y =0,138x + 0,032 0.999
P2 y =0,138x + 0,032 0.999
P3 y =0,138x + 0,032 0.999
S1 y =0,138x + 0,032 0.999
S2 y =0,138x + 0,032 0.999
S3 y =0,138x + 0,032 0.999
El y =0,127x + 0,002 0.999
E2 y =0,127x - 0,001 0.999
E3 y =0,127x - 0,001 0.999
E4 y =0,127x - 0,001 0.999
ES y =0,1318x + 0,0002 1
E6 y =0,1318x + 0,0002 1
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Anexo C. Curvas estandar para la validacion del método para determinacion de la concentracion de fenol

Muestra Curva 1 Curva 2 Curva 3 Curva 4 Curva 5 Curva 6 Curva 7 Curva 8 Curva 9 Curva 10
0 0,034 0,046 0,023 0,030 0,017 0,037 0,026 0,036 0,024 0,007
0,1 0,053 0,08 0,037 0,049 0,053 0,054 0,041 0,054 0,048 0,023
0,2 0,061 0,091 0,054 0,063 0,065 0,067 0,054 0,068 0,059 0,032
0,3 0,084 0,104 0,070 0,072 0,075 0,070 0,067 0,077 0,071 0,058
0,4 0,083 0,105 0,080 0,090 0,094 0,093 0,081 0,086 0,082 0,065
0,5 0,112 0,138 0,112 0,101 0,099 0,117 0,121 0,073
1 0,177 0,129 0,171 0,170 0,185 0,186 0,188 0,186 0,137
2 0,31 0,334 0,319 0,312 0,314 0,324 0,321 0,335 0,325 0,272
3 0,47 0,475 0,460 0,469 0,470 0,464 0,460 0,468 0,465 0,394
5 0,718 0,749 0,749 0,741 0,742 0,755 0,755 0,755 0,735 0,694
Ecuacidn |y = 0,138x + 0,037 |y = 0,138x + 0,059]y = 0,144x + 0,026y = 0,142x + 0,031 |y = 0,143x + 0,031 ]y = 0,143x + 0,037 |y = 0,145x + 0,026y = 0,143x + 0,039 ]y = 0,142x + 0,031 |y = 0,134x + 0,006
R R2 = 0,998 RZ = 0,999 RZ = 0,999 R = 0,993 R = 0,999 R =10,999 RZ = 0,999 R = 0,993 R = 0,993 R2 = 0,998

Las curvas en color azul son aquellas que fueron seleccionadas para la validaciéon del método analitico.

Anexo D. Curva promedio de calibracion para realizar los calculos de concentracion de fenol en todas los unidades

experimentales con los tres consorcios (M 3,15y MS 3) y la validacién del método analitico.

PROMEDIO

K 0,028

0, 04

0,057

0,071

0,083

0,106

0,174

0,313

1
2
3 n,A55
5 0,738
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