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RESUMEN

En la presente investigacion el objetivo principal fue evaluar la capacidad de
remocion de zinc de agua sintética a escala de laboratorio mediante la utilizacién de dos
consorcios microbianos nativos vivos, 15 y M3. Los in6culos microbianos fueron
proporcionados por el cepario del Laboratorio de Microbiologia de la ESPE, los cuales
se activaron en medio de cultivo fresco. Para verificar que el metabolismo de los
microorganismos se encontraba activo, se probd si eran capaces de remover zinc
utilizando 5y 9 g.L"' de glucosa en el medio de cultivo, demostrando que la remocion
de zinc con 5 gL' de glucosa fue menor comparada con la alcanzada con 9 gL' de
glucosa para ambos consorcios microbianos. Ademads se realizd un muestreo dirigido de
agua contaminada en una empresa textil ecuatoriana como referencia para la ejecucion
del disefio experimental. Finalmente, se emple6 un arreglo dos factorial para evaluar el
porcentaje de remocion de zinc. Se ensayaron tres concentraciones de zinc: 5, 8 y
10 mg.L", se monitore6 el pH y el crecimiento microbiano se determind por siembra
profunda. Adicionalmente, los consorcios microbianos IS y M3 sin metal fueron
observados por microscopia electronica de barrido y microscopia optica. Los resultados
mostraron que los consorcios M3 e I5 fueron capaces de remover 24.9% y 23.6% de
zinc en promedio, respectivamente, ambos en condiciones aerobias en un periodo de
13 dias de incubacién. Los consorcios microbianos IS5 y M3 no mostraron diferencias
estadisticas significativas en la remocion de zinc y removieron de igual manera 5 y
8 mg.L"' de zinc, mientras que con 10 mg.L™" de zinc la remocion fue diferente. Por otro
lado, las concentraciones de zinc ensayadas aumentaron el crecimiento microbiano del
consorcio M3 respecto del control, mientras que las mismas, disminuyeron el
crecimiento del consorcio I5 respecto del control, aunque la remocion del metal existid
en todas las concentraciones de zinc con una densidad celular del orden de 10°. El pH
acido del medio durante el periodo de incubacion no influencié en la remocion de zinc
lograda por los consorcios microbianos en el medio. Las micrografias de microscopia
electronica de barrido y de microscopia optica de ambos consorcios microbianos
sirvieron para observar levaduras y bacilos Gram negativos. Se demostro que los
consorcios microbianos estudiados serian un potencial para ser utilizados en el

tratamiento de aguas residuales textiles ecuatorianas luego del escalado correspondiente.
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ABSTRACT

In this research work, the primary objective was to evaluate the removal capacity
of zinc in synthetic wastewater for laboratory scale by living two native microbial
consortiums, 15 and M3. The microbial consortiums were obtained from Microbiology
Laboratory from the ESPE and they were activated in a fresh culture medium. To verify
the active metabolism of microorganisms, we tested the removal of zinc by assaying
5and 9 g.L"! of glucose, demonstrating that removal of zinc with 5 g.L™" of glucose was
lower compared to that achieved with 9 g.L"' glucose for both microbial consortiums.
We also carried out a focused sampling of contaminated water in Ecuadorian textile
industry as a reference for the implementation of experimental design. A two factor
analysis was applied to evaluate the rate of removal of zinc. We tested three zinc
concentrations: 5, 8 and 10 mg.L™, the pH was monitored and the microbial growth was
determined by the pour plate method. Furthermore, the microbial consortiums without
zinc were observed by scanning electron microscopy and optical microscopy. The
results showed that M3 and IS5 consortiums were able to remove 24.9% and 23.6% of
zinc on average, respectively, both under aerobic conditions in 13 incubation days. The
microbial consortiums showed no statistically significant differences in the removal of
zinc and they removed the same way 5 and 8 mg.L" of zinc, whereas with 10 mg.L™" of
zinc removal was different. On the other hand, the test concentrations of zinc increased
the growth of consortium M3 regarding the control, while decreased growth of
consortium I5 regarding the control, although the removal of metal existed at all zinc
concentrations with a cell density to the order of 10°. The acid pH of the culture medium
did not influence zinc removal. The scanning electron microscopy micrographs and of
the optical microscopy of both microbial consortiums were used to observe yeast and
Gram-negative bacillus. This study demonstrated that the microbial consortiums will be
a potential to be used in the treatment of Ecuadorian textile wastewater after relevant

scaling.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1.Formulacion del problema

La preocupacion por la preservacion del medio ambiente en los ultimos afios se
ha incrementado. La contaminacion antrdpica genera desechos contaminantes a cada
instante, distorsionando los criterios de calidad de agua y aumentando el riesgo para la
salud humana y el medio ambiente a través de efectos tdxicos sobre las plantas, los

animales y el ser humano (Pérez, 2008).

Cada vez son mas los efluentes que se generan en las diversas actividades
industriales, con contenidos de zinc y otros metales pesados, surfactantes y sustancias
toxicas que deben ser tratados antes de ser vertidos, para evitar la toxicidad sobre la

fauna y la flora (Castillo, 2004).

El Ecuador tiene varias empresas textiles cuyas aguas residuales deben cumplir
con parametros establecidos por los municipios locales y cuya descarga de residuos
contaminantes y toxicos, sin previo tratamiento o un tratamiento poco eficiente, dafian
la vida acudtica y el medio ambiente en general. La industria textil ecuatoriana fabrica
productos de todo tipo de fibras, siendo las mas utilizadas el algodon, el poliéster, el
nylon, los acrilicos, la lana y la seda. Las provincias con mayor niumero de industrias
dedicadas a esta actividad estdn ubicadas en Pichincha, Imbabura, Guayas, Azuay y

Tungurahua (Ekos, 2006).

La industria textil es una de las actividades més contaminantes debido a los
residuos que genera y a los altos consumos de agua, energia y reactivos quimicos y

posee uno de los efluentes mas dificiles de tratar (Cruz, 2007). De hecho, la EPA en



1989 clasificod a la industria textil entre los diez principales generadores de desechos

toxicos en el inventario de descargas toxicas sobre medios acuiferos.

El tratamiento fisico-quimico de los efluentes de una industria textil, debido a la
complejidad, los elevados costos y la efectividad parcial que presentan, no suelen ser
adecuados. Es necesario buscar nuevas alternativas amigables con el medio ambiente
que descontaminen estos efluentes, como el uso de tratamientos biologicos. Segin se
constata en el primer informe de las Naciones Unidas sobre el desarrollo de los recursos
hidricos del mundo, Agua para todos, agua para la vida (marzo 2003) se considera que
para el 2025, el consumo de agua destinada a uso industrial alcanzara los
1.170 km’/afio, cifra que en 1995 se situaba en 752 km*/afio, por lo que es de vital
importancia el tratamiento y la reutilizacion de aguas residuales del sector industrial en

el mundo (Rodriguez ef al., 2006).

En las ciudades europeas, el consumo total de agua varia entre 100 y
500 L/hab/dia, con cifras casi siempre inferiores a 250 (Cuadro 1.1). Al respecto, el

consumo de agua en la ciudad Quito se revela elevado (Alberti, 1994).

Cuadro 1.1. Consumo de agua en Quito y en algunas ciudades europeas

(Alberti, 1994).

’ Ciudad Consumo (L/hab/dia)
Amsterdam 157
Barcelona 220
Berlin 133
Bruselas 150
Londres 150
Paris 112
Quito 300




1.2.Justificacion del problema

Segln la Secretaria Nacional del Agua, 2006, los principales usos del agua en el
Ecuador son: riego (81.1%), uso doméstico (12.3%) y uso industrial (6.3%), dentro de

este ultimo se encuentra la industria textil.

En el Ecuador, la Direccion Metropolitana de Medio Ambiente, en su Ordenanza
Municipal del Distrito Metropolitano de Quito (2005), establece el limite maximo
permisible de descarga de zinc al alcantarillado y a un cauce de agua con 2 mg.L" de

zinc, a lo que se deben acoger las diferentes empresas textileras (Anexo B).

Los metales pesados son utilizados en varios procesos textiles como agentes
oxidantes, reductores y componente esencial en los colorantes. Pueden aparecer en el
agua residual de las empresas textiles como impurezas de las partes metéalicas de las
maquinarias (Smith, 1989). Dependiendo de su concentracion, inhiben o estimulan las
reacciones bioquimicas. Algunos metales pesados como el zinc, son esenciales en
cantidades traza para el funcionamiento de enzimas en organismos vivos. En exceso
llegan a ser téxicos e inhibitorios, no s6lo por sus caracteristicas sino por las

concentraciones en las que pueden presentarse (Castillo, 2004).

Entre las tecnologias tradicionales para la remocion de metales pesados estan la
precipitacion, coagulacion, filtracion e intercambio i6nico, mas costosas en términos
energéticos y de consumo de productos quimicos en comparacion con los tratamientos
biologicos. Estas tecnologias no funcionan por debajo de una concentraciéon del metal

de 100 mg.L"' (Salinas et al., 2000).

La biotecnologia en los ultimos afios ha llamado la atencion de la comunidad
cientifica a través de varios procesos de biorremediacion que surgen como una nueva

alternativa a las técnicas convencionales. Asi, algunos microorganismos y sus productos
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son de gran aplicacion en procesos de biosorcion y bioacumulacién de metales pesados
en solucidn, ya que las interacciones entre los microorganismos y los metales pueden
ocurrir a nivel de la pared celular o a nivel intracelular. El primero es un proceso pasivo
netamente fisico-quimico, llevado a cabo mediante biomasa viva, muerta o
inmovilizada, considerada una tecnologia “limpia” y econdémicamente viable. El
segundo es un proceso activo que involucra mecanismos metabolicos mediante biomasa

viva (Vieira & Volesky, 2000).

El
uso de biomasa viva en la remocion de metales pesados constituye una buena
alternativa ya que se auto renueva debido al crecimiento. Ademas, el transporte activo
dentro de la célula puede conducir a mayores niveles de captacion del metal y es posible
que se excreten productos metabolicos que contribuyan a la remocién del metal. Por
otro lado se pueden mejorar las cepas mediante el aislamiento de mutantes o la
manipulacion genética y emplear dos o mas organismos de una manera sinérgica

(Lovley, 2000; Macaskie, 1990).

También existen biosorbentes comerciales preparados con biomasa tratada
quimicamente o mezclada con material sintético que se puede utilizar en el proceso de
remocion y desintoxicacion de efluentes industriales que contengan metales pesados

(Niu & Volesky, 2003).

En esta investigacion se trabajo con consorcios microbianos nativos, evitando la
incorporacion de microorganismos nuevos al medio ambiente y la generacion de un
impacto ambiental negativo. Esto se realizd mediante la remocion de zinc en agua
sintética para una posterior aplicacion en el tratamiento de agua residual textil real luego
del escalado correspondiente. Se trata de contribuir a solucionar la contaminaciéon que
se genera en la industria textil por sus efluentes contaminados que afectan la
biodiversidad y la salud humana. Resultaria beneficiada la industria textil al cumplir con

la legislacion y disminuir los costos de tratamiento de sus efluentes.



1.3.1.

1.3.2.

1.3.0bjetivos de la investigacion

Objetivo General

Evaluar la capacidad de biorremocion de zinc en agua sintética de dos

consorcios microbianos nativos, a escala de laboratorio.

Objetivos Especificos

Obtener los indculos microbianos del cepario del Laboratorio de Microbiologia de
la ESPE.

- Activar los indculos microbianos nativos compuestos.

- Producir la biomasa suficiente.

- Ejecutar el disefio experimental para la remociéon de zinc mediante
espectrofotometria de absorcioén atomica.

— FElaborar la curva de crecimiento microbiano durante la remocion de zinc.
— Analizar estadisticamente los datos obtenidos.

- Establecer el consorcio microbiano éptimo para la remocion de zinc.

1.4. Marco Teorico

1.4.1. Industria textil

La industria textil es uno de los campos mas competitivos a nivel mundial y
busca reducir costos de produccion. Su actividad estd basada en la transformacion de

fibras naturales o sintéticas en prendas de vestir. La contaminacion de sus efluentes



procede de las impurezas o residuos presentes en la materia prima, asi como de los

productos quimicos que se le adicione en el proceso (Garcia, 2010).

Esta industria involucra una serie de procesos, como la fabricacion de fibras
sintéticas y la produccion de tejidos. El primer paso en la fabricacion de un producto
textil es la fabricacion de fibras o en el caso de las fibras naturales, su preparacion para
volverlas utiles. Después, las fibras se transforman en hilados. Tanto la preparacion,
tintura y el acabado se pueden hacer en el hilo o en el producto terminado (Hendrickx &

Boardman, 1995).

1.4.2. Aguas residuales de la industria textil

Al norte de la ciudad de Quito, en el sector El Inca, se realizdé un estudio de
descontaminacion de aguas de la ciudad en 1995, donde se sefiala que la industria textil
genera aguas residuales con un promedio de 3.655 m®al mes y 1.37 mg.L" de metales

pesados (Da Ros, 1995).

La carga contaminante de este tipo de efluentes se caracteriza por tener zinc y
otros metales pesados, ademds de fenol, detergentes, transportadores, igualadores y
dispersantes (Vilaseca et al., 1989) y de ser muy alcalina, tener alta DBO y DQO y de

encontrarse a temperaturas elevadas (Cuadro 1.2).

Cuadro 1.2. Efluentes de la Industria Textil en el Ecuador (Punte, 2001).

Parametro Unidades Hilos Hilos Algodény | Algodén Seda

Acrilicos y | Acrilicos, | Sintéticos viscosa
Nylon Nylon y Acetato
Algodon

pH 3-5 8-11 9-11 8-11 8-10

DBOs mg.mL" 100-200 400-600 400-600 800-1500 100-300

DQO mg.mL" 500-800 800-1200 800-1200 800-1200 300-600

Aceites/Grasa mg.mL" 15-70 20-120 20-70 10-80 40-150

Soélidos en | mgmL’ 40-100 100-200 200-300 200-300 100-200

suspension

Soélidos mL.L" 1-10 1-10 0.1-5 0.1-5 0.1-2

sedimentables




| Solidos Totales | mL.L" | 2000-3000 | 2000-3000 | 2500-4000 | 2000-3000 | 3000-4500 |
La industria textil consume gran cantidad de agua, especialmente en el proceso

de tintura (Cuadro 1.3), dependiendo de la actividad que se realice. El volumen de
vertidos que se genera y su composicion hacen de este sector industrial uno de los mas

contaminantes (Punte, 2001).

Los colorantes pueden contener metales como zinc, niquel, cromo y cobalto
(ATMI, 1997). En algunos, estos metales son funcionales, es decir, forman parte
integrante de la molécula del colorante, pero en la mayoria de los colorantes, los metales

son impurezas generadas durante la fabricacion de los colorantes (Acosta, 2007).

Cuadro 1.3. Consumo de agua por sector de actividad (Punte, 2001)

Teiiido L/Kg producido
Hilos de acrilico y nylon 130
Hilos acrilicos, nylon, algodon 180
Tejidos de punto y algodén 120
Tejidos de algodon y poliéster 110
Tejidos planos de algodon 110
Tejidos planos de seda y viscosa 100

El Cuadro 1.4 muestra informacion de los efluentes de dos industrias textiles

ecuatorianas, muestreadas en Junio de 2009.

Cuadro 1.4. Temperatura y pH de dos efluentes de empresas textiles ecuatorianas

(Ayala, 2010 y Moncayo, 2010).

Industria Textil | Tipo de tratamiento | Temperatura (°C) pH

de sus efluentes
1 Ninguno 14.5 10.31

2 Bioldgico 21.2 6.39

1.4.3. Metales Pesados



Son elementos con densidad igual o superior a 5 g¢.mL" y cuyo nimero atomico

es superior a 20, excluyendo a los metales alcalinos y alcalinos térreos (Escorza, 2007).

Con el creciente desarrollo industrial, los metales pesados han pasado a formar
parte de los efluentes de las actividades industriales. Este es un problema que no sélo
involucra al Ecuador, sino a nivel mundial, dado que los metales pesados tienden a
acumularse y biomagnificarse, afectando directamente a la cadena trofica en un
ecosistema. En la industria textil, las concentraciones metélicas de mas de 75 mg.L™"' se
encuentran en las fibras de algodon en crudo. Sin embargo, cuando el hilo de algodén o
tela ingresan al molino, junto con la maquinaria para su procesamiento, pueden generar

incluso concentraciones mas elevadas de metales (Smith, 1989).

Los metales pesados no pueden ser degradados, por lo que su tratamiento
biolodgico consiste en la detoxificacion e inmovilizacion del mismo, para disminuir su
toxicidad bioldgica y retardar el transporte del metal (Roane et al., 2001). El grado de
peligrosidad de los metales pesados estd relacionado con su toxicidad y persistencia.
Canizares, 2000, sefala que los metales pesados tienen efectos toxicos en las células,

como resultado de su capacidad para alterar o desnaturalizar proteinas.

Dentro de los metales pesados se identifican dos grupos: los oligolementos o
micronutrientes necesarios en pequefias cantidades para que los organismos completen
su ciclo vital, como por ejemplo, el zinc, el selenio, el manganeso, el boro, entre otros.
Por otro lado, estan los metales pesados sin funcion bioldgica conocida como el cadmio,

el mercurio, el niquel, el plomo, entre otras (Orellana, 2009).

En los ultimos 20 afios, se han estudiado el uso de los metales pesados como
biosensores, mediante el uso de sondas que integran un componente bioldgico con un

traductor electronico convirtiendo una sefial bioquimica en una respuesta eléctrica
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cuantificable (Vilchez, 2005). Asi, se encuentran disponibles en la actualidad
biosensores bacterianos comerciales, en forma de kits para probar la toxicidad del zinc
en una muestra. El kit BIOMET ™ esta disponible en los Paises Bajos para la

determinacion de la biodisponibilidad del zinc (Strosnider, 2003).

1.4.4. Zinc

Es un metal brillante de color blanco azulado y el vigésimo cuarto elemento mas
abundante de la corteza terrestre. Tiene una valencia +2 y forma complejos con aniones,
aminodcidos y acidos organicos. Su punto de fusion es 419 °C y el de ebullicion es
950 °C (NPI, 2010; Smith, 2008). El zinc puro reacciona rapidamente con el oxigeno y
la humedad del aire. Como la mayoria de otros metales, el zinc s6lido se compone de
muchos cristales que son demasiado pequefios para verse a simple vista (Cavendish,

2005).

Se utiliza en la produccion de laton, pilas secas y piezas fundidas para articulos
de ferreteria y automotrices. Asi como en fertilizantes, aleaciones, pinturas, tintes y
llantas. El zinc es uno de los emisores directos de contaminantes inorganicos en el agua,
principalmente de aquellas que provienen de la industria textil, metélica e instalaciones
de calcinacion y sintetizacion de minerales metalicos, industria quimica, de la madera y

papel (Rodriguez et al., 2006).

1.4.5. Papel biologico del zinc

El zinc es un microelemento esencial para los organismos vivos que participa en
actividades enzimaticas, en animales y plantas. Es uno de los componentes de mas de
cien enzimas diferentes, entre ellas la fosfatasa alcalina, pero también forma parte de

proteinas no enzimaticas (Castillo ef al., 2005).



En cantidades traza es esencial para las rutas metabolicas microbianas. De esta
forma, cuando la concentracion de zinc excede lo requerido por los microorganismos,
comienza a ser toxica. Este metal es uno de los esenciales para el metabolismo, vital
para el buen funcionamiento de mas de 200 enzimas, para la estabilizacion del ADN y
la expresion de genes y la transferencia de sefiales nerviosas. El cuerpo humano
contiene 2-3 g de zinc y es encontrada en todo el cuerpo, teniendo los niveles mas altos

en los musculos, el higado, los rifiones y huesos (IZA, 1997).

Se encuentra en los alimentos comunmente consumidos, en especial los de
origen animal, particularmente los de procedencia marina, pero también lo podemos
encontrar en ostras, carnes rojas, pescado, aves, leche, mariscos, higado, cereales y

nueces (Mataix, 2005; Verdugo & Yunga, 2009).

1.4.6. Toxicidad del zinc

El zinc es uno de los metales que tiene un papel dual debido a su toxicidad pero
a la vez elemento esencial en las células. Es perjudicial en los seres vivos como
producto de su accidén sobre grupos funcionales vitales, desplazamiento de elementos
esenciales del lugar de coordinacion, asi como modificaciones estructurales de algunos

sitios activos o la ruptura de biomembranas (Vilchez, 2005).

Presenta su efecto toxico en varias especies a diversas concentraciones. El efecto
toxico sobre la trucha de rio (Salmo gairdneri) es de 26.2 ug.L' y en un crustaceo
(Daphnia) es 8.9 pg. L, expresando la toxicidad como la concentracion letal en pg.L™
que mata al 50% de todos los organismos de la especie (LCso) después de 96 h de

contacto (Lankford & Eckenfelder, 1992).

No se ha encontrado bioconcentracion de zinc en organismos terrestres en

niveles significativos, aunque si en organismos acuaticos, como las ostras, lo que se
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explica por su alimentacion basada en la acumulacion de particulas en suspension
(Muiioz, 2007). La toxicidad del zinc en los microorganismos es causada por su
interaccion con grupos sulfhidrilo y otros radicales enzimaticos, asi como otras

proteinas (Nweke, 2009).

1.4.7. Tratamientos fisico-quimicos de los efluentes textiles

Uno de los problemas que enfrenta la industria textil es la eliminacion de materia
en suspension. Una de las alternativas es la adicion de ciertos reactivos quimicos que la
desestabilicen (coagulacion) y que favorezcan la floculacion de la misma para obtener

particulas facilmente sedimentables (Rodriguez et al., 2006).

Otra tecnologia nueva es la ultrafiltracion, utilizada para la recuperacion de
polimeros sintéticos en la industria textil. Es definida como un método de filtracion de
flujo transversal, similar a la 6smosis inversa pero con presiones mas bajas que utiliza
una membrana para separar particulas coloidales pequefias y moléculas grandes del

agua y otros liquidos, sin embargo, tiene costos elevados (Brady, 2003).

En la industria textil se utilizan grandes volumenes de agua, por lo que es
necesaria su reutilizaciéon para disminuir tal consumo de agua. Por ello, la dsmosis
inversa es una buena alternativa para este problema. Sin embargo, cualquier instalacion
de 6smosis inversa presentara a medio o largo plazo problemas de ensuciamiento de las
membranas que hacen necesaria la realizacion de limpiezas, lo que implica ain mas
costos, ya que el protocolo de limpieza dependeré del tipo de depdsito presente en las

membranas (Vigo et al., 2006).

Para la eliminacion de metales pesados existen varios tratamientos: la
precipitacion quimica, que suele utilizarse como tratamiento primario de eliminacién.

Otro es el intercambio 16nico, en el que la separacion de metales se basa en la propiedad
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de algunos materiales de intercambiar de forma reversible grupos catiénicos con los
metales del efluente y que suele utilizarse como tratamiento secundario después de la
precipitacion. Ademds de la adsorcion, donde la sustancia adsorbida se une a la
superficie del adsorbente mediante fuerzas fisicas y la 6smosis inversa, que consiste en
separar los iones metalicos del efluente haciéndolos pasar por una membrana
semipermeable a alta presion, para que los iones metalicos queden retenidos en la

membrana (Castillo, 2004).

1.4.8. Tratamientos biologicos de los efluentes de la industria textil

Los tratamientos bioldgicos constituyen procesos que tienen en comun el uso de
microorganismos para llevar a cabo la eliminacion de componentes indeseables del
agua. Esto es posible mediante el aprovechamiento de la actividad metabdlica de los
mismos sobre esos componentes, constituyendo una buena alternativa conjuntamente
con procesos fisico-quimicos para efluentes con baja carga organica (Rodriguez et al.,

2006; Vilaseca et al., 1989).

La remocion de metales pesados por medio de microorganismos es considerada
de gran importancia en los ciclos biogeoquimicos. El uso de microorganismos es
benéfico ya que es una técnica menos agresiva para la naturaleza porque no afecta la
diversidad natural de la misma, ademas de ser menos costosa que los métodos

tradicionales (Almaguer & Garza, 2004; Toledo, 2009).

1.4.8.1. Microorganismos

En la década de los ochenta se comenzd a demostrar las capacidades de
remocioén de metales pesados de varios microorganismos en efluentes liquidos, con la
finalidad de desarrollar nuevos tratamientos alternativos a los métodos tradicionales.

Los microorganismos pueden adaptarse a agentes contaminantes, como los metales

12



pesados, que aunque no los pueden destruir, si pueden influir en su movilidad en el
medio ambiente, mediante la modificacion de sus caracteristicas fisicas y/o quimicas

(Wase & Forester, 1997).

Las comunidades microbianas consisten en dos 0 mas organismos que viven en
estrecha proximidad e interactiian entre si y donde generalmente un grupo se beneficia
de las acciones del otro (Eweis et al., 1999). Presentan varias caracteristicas que los
diferencian de los cultivos puros, ofreciendo ventajas. Entre ellas se encuentran la
provision de nutrientes especificos por los diferentes miembros de la comunidad y la
moderacion de la inhibicion del crecimiento. Ademas del cometabolismo y la

interaccion entre varias especies dominantes (Christian & Capone, 1997).

En Ecuador, la contaminacion de los efluentes con metales ha incentivado la
linea de investigacion de biorremediacion de metales pesados mediante su precipitacion
utilizando consorcios de bacterias sulfato-reductoras (SRB) y sorcion fungica

(Penicillium) de metales con biomasa viable y no viable (Sanmartin, 2009).

Se han realizado otros estudios con los consorcios microbianos utilizados en este
trabajo, comprobandose que son capaces de remover colorantes textiles reactivos,
cromo y fenol (Ayala, 2010; Moncayo, 2010; Guevara, 2010; Montenegro, 2010) y se

estd investigando la posible remocion de cobre y detergentes en agua residual sintética.

En otros lugares del mundo, como en Sudéafrica, se ha utilizado un sistema
integrado por un consorcio de bacterias sulfato reductoras y algas para la remocion de
zinc, alcanzando valores del 90% (Rose ef al., 1998). En Egipto y en Bolivia también se
ha investigado la capacidad de remocion de zinc mediante bacterias sulfato reductoras,
obteniendo porcentajes de remocion de hasta el 100% (El Bayoumy et al., 1999;

Chavez, 20006).
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En el 2008, Lee y colaboradores en Corea, emplearon consorcios microbianos en
condiciones de agitacion para realizar ensayos de remocion de 100 mg.L"' de zinc y
otros metales pesados de aguas contaminadas, obteniendo 99-100% e identificando a

uno de los microorganismos presentes en el cultivo como Ralstonia sp. HM-1.

Los sistemas por los que los microorganismos expulsan o acumulan zinc cuando
se encuentran con concentraciones altamente toxicas para su sobrevivencia son el
transporte, la formacion de complejos extracelulares y la precipitacion (Caiizares,
2000). Por ejemplo, las metalotioneinas, proteinas ricas en cisteina, han demostrado
que se unen al zinc y que son inducidas en situaciones de estrés actuando como un

mecanismo de defensa en contra de la toxicidad (Mejia, 2006).

Se ha visto que varias bacterias son capaces de acumular zinc: Bacillus
licheniformis 1AM 11054, Brevibacterium helovolum 1AM 1637, Corynebacterium equi
IAM 1038, Micrococcus luteus 1AM 1056, Nocardia rugosa KCC A0193,
Pseudomonas radiola 1AM 12098, entre otras. Asi también, existe informacion
documentada de levaduras, hongos y actinomicetos que lo acumulan, como:
Debaryomyces hansenii AHU 3759, Endomycopsis fibligera AHU 4113, Hansenula
anomala AHU 3702, Fusarium oxysporum 1AM 5009, Rhizopus arrhizus AHU 6573,
Micromonospora chalcea KCC A0124, Streptomyces hiroshimensis HUT 6033, entre
otros (Nakajima & Sakaguchi, 1986).

En la Ciudad de Monterrey (México) se aislaron 72 microorganismos con alta
capacidad de tolerar zinc a partir de muestras de agua y sedimentos de tres rios, lodos
activados de una planta de tratamiento de agua de una empresa procesadora de
hidrocarburos y del agua industrial de una planta productora de pigmentos. De los
cuales, 18 bacterias (11 Gram positivas y 7 Gram negativas), 49 hongos filamentosos, 2

levaduras y 3 algas toleraron 50 mg.L" de zinc (Garza, 2005).
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Se han realizado otros trabajos, como el de la Universidad de la Habana (Cuba),
donde se estudio la eficiencia de remocion de zinc de Pseudomonas mendocina y
Saccharomyces cerevisiae mediante la combinacion de diferentes factores como la edad
fisioldgica del cultivo, el pH y el efecto de tratamientos fisicos y quimicos a la biomasa
microbiana, obteniendo remociones de zinc del 98% (Carballo et al., 2009). Similares
resultados expone Chen & Wang, 2007, al evaluar la capacidad de remocion de zinc con
Saccharomyces cerevisiae, obteniendo remociones del 76.4-92.8%. Mientras que en la
India, Saravanan et al., 2009, investigaron la remocion de zinc con la alga marina
Sargassum sp., obteniendo remociones del 53% bajo condiciones controladas de pH,

temperatura y velocidad de agitacion.

En paises mas desarrollados como Estados Unidos, los efluentes de zinc y otros
metales pesados de la mina de Homestake pasan a través de canales que contienen
algas, bacterias y plantas superiores, obteniendo remociones de zinc mayores al 99%

(Gale & Wixson, 1979).

Ademas, existen biosorbentes comerciales como BIO-FIX, que utilizan biomasa
de diferentes fuentes, como cianobacterias, levaduras, algas y plantas que se mezclan
con gomas para dar un producto consistente y luego se inmovilizan. La captacion de
zinc que se obtiene mediante este proceso supera aproximadamente 4 veces a la
alcanzada con una resina de intercambio i6nico. Existen otros biosorbentes a la venta
como Mediaflexuc, reportado como eficiente en el tratamiento de varios tipos de
efluentes, actuando como un biofiltro con propiedades de adsorcidon y precipitacion en

la remocion de zinc y otros metales pesados (Kawatra & Natarajan, 2001).

1.4.8.2. Mecanismos de remocion de zinc mediante los microorganismos

Como se ha venido mencionando, los mecanismos que utilizan los
microorganismos para evadir los efectos toxicos del zinc son varios, entre los que se

encuentran la adsorcioén sobre la membrana externa, el transporte mediante bombeo una
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vez que el zinc ha sido captado por vias especificas y el secuestro por proteinas
peripldsmicas o citoplasmaticas u otros ligandos como granulos de polifosfato

(Choudhury & Srivastava, 2001).

1.4.8.2.1. Bioacumulacion

La bioacumulacién es un proceso activo que se basa en la actividad metabodlica y
requiere de energia celular, por tanto se produce inicamente en los organismos vivos.
En este proceso ocurren dos pasos. Primero, existe una union pasiva de los iones
metalicos a la superficie de la pared celular por procesos fisicos o quimicos. Segundo,
estos iones son transportados al interior de la célula por sistemas energéticos
microbianos, donde es secuestrado por metalotioneinas (proteinas ricas en grupos
sulfhidrilos) o compartimentalizado dentro de una vacuola. Pseudomonas y
Thiobacillus son ejemplos comunes de especies bacterianas que son capaces de realizar

este proceso (Vance, 1994).

El proceso de bioacumulacion se da debido a la imposibilidad del organismo
afectado de mantener los niveles necesarios de excrecion del contaminante, por lo que
sufre una retencion en el interior del mismo (Lankford & Eckenfelder, 1992). En la
actualidad se conocen los factores que son vitales en la bioacumulacion de los metales
pesados, como la composicion de la pared celular de los microorganismos, la
composicion quimica de la célula o los factores fisico-quimicos externos. Por tanto se
muestran varias ventajas frente a otros métodos biotecnologicos, como la captura eficaz
y rapida del metal, absorcion selectiva, rapida produccion de biomasa y la reutilizacion

de la misma a bajo costo (Vilchez, 2005).

Se ha visto que la tasa de captacion de los metales es usualmente mas lento que
en la bioadsorcion, sin embargo, su selectividad es mejor que la bioadsorcion (Eccles,

1999).
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1.4.8.2.2. Bioadsorcion

La bioadsorcion es uno de los procesos reversibles utilizados por los
microorganismos (vivos o muertos) para la remocion del zinc y otros metales pesados,
los cuales se adsorben pasivamente a la superficie celular que tiene grupos funcionales
expuestos hacia el exterior celular. Se pueden identificar dos tipos de grupos
funcionales: débilmente reactivos como lipidos o glucanos en los cuales los grupos
hidroxilos son reactivos y los fuertemente reactivos como acidos carboxilicos,

aminodacidos y proteinas (Guibal et al., 1995).

Presenta alta afinidad por los metales si se encuentra bajo condiciones
favorables. La tasa de captacion del metal es usualmente rapida y sucede a los pocos
segundos, ya que se acumula en la pared externa de la célula (Eccles, 1999). Otras de
las ventajas de la adsorcion son su capacidad de tratar grandes volimenes de agua
contaminada debido a la rapidez del proceso, el uso de materiales renovables que
pueden ser producidos con escaso costo, la capacidad de manejar muchos metales
pesados y residuos mezclados, la gran reduccion en el volumen de los residuos
peligrosos producidos, el bajo capital invertido, el no ser afectado por inhibidores del
metabolismo y su actuacién bajo un amplio rango de condiciones fisico-quimicas como

la temperatura, el pH y la presencia de otros iones (Manzanares & Lozano, 2007).

1.5.Sistema de hipdtesis

La concentracion de zinc se ve reducida en agua sintética mediante el uso de dos

consorcios microbianos nativos, a escala de laboratorio.
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CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

2.1. Participantes

La investigacion fue realizada en la Escuela Politécnica del Ejército, Carrera de
Ingenieria en Biotecnologia, con la colaboracion de la Subsecretaria de Control,
Investigacion y Aplicaciones Nucleares (SCIAN) y el Centro de Investigaciones

Cientificas (CEINCI) de la ESPE.

El trabajo experimental, asi como la planificacion de la investigacion fueron
realizados por la Seforita Diana Garcia, dirigido por la Doctora Blanca Naranjo
(directora de tesis) y la MC. Alma Koch (codirectora de tesis). Con el asesoramiento
del Ing. Enrique Arévalo en el manejo del Equipo de Absorcion Atémica, del Ph. D.
Alexis Debut, quien realiz6 las micrografias de las muestras en el microscopio
electronico de barrido y del Ing. Pedro Romero que contribuy6 al analisis estadistico de

los datos.

2.2. Zona de estudio

Los consorcios microbianos utilizados en este estudio fueron aislados de suelo

contaminado por agua residual textil y exposicién al aire de medio de cultivo con

colorante (Ayala, 2010; Moncayo, 2010).

El trabajo de investigacion fue realizado en el Laboratorio de Microbiologia del

Centro de Investigaciones Cientificas de la Escuela Politécnica del Ejército.

2.3. Periodo de tiempo de investigacion

La investigacion fue realizada desde junio de 2009 hasta julio de 2010.
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2.4. Disefio experimental

Se emple6 un arreglo factorial 2x3 (Tabla 2.1). La variable evaluada en la
presente investigacion fue el porcentaje de remocion de zinc. Con los datos obtenidos
se realiz6 la prueba de Levene, el analisis de varianza y la prueba de Tukey con un

intervalo de confianza del 95% para conocer los grupos de homogeneidad.

Tabla 2.1. Arreglo factorial de 2x3 utilizado en el disefio experimental

Factor 1: Inéculo microbiano | Factor 2: Concentracion de zinc
I1: Inéculo M3 Cl: 5mg.L"’
12: Inoculo 15 C2: 8 mg.L"!

C3: 10 mg.L"!

2.5. Procedimientos

2.5.1. Obtencion y activacion de los indculos microbianos nativos compuestos del
cepario del Laboratorio de Microbiologia con el fin de obtener la biomasa

necesaria para el proceso de remocion de zinc.

Los dos consorcios microbianos nativos: consorcio microbiano en condiciones
anaerobias (IS) y el consorcio microbiano en condiciones aerobias (M3) fueron
proporcionados por el cepario del Laboratorio de Microbiologia de la ESPE
(Figura 2.1). Fueron activados en el medio de cultivo de Jiang et al., 2004 modificado
(Cuadro 2.1), para comprobar si estaban metabolicamente funcionando y usarlos en la

presente investigacion.
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Cuadro 2.1. Composicion del medio de cultivo de Jiang ef al., 2004, modificada por

Ayala (2010) y Moncayo (2010).

Soluciones Madre Concentraciéon (g.L")
Glucosa (CsH1,0) 5
Sulfato de amonio ((NH4).SO.) 4
Fosfato monobasico de potasio (KH,PO,) 2
Fosfato dibasico de potasio (K;HPO4) 1
Sulfato de magnesio monohidratado (MgSO4.H,O) 0,2
Cloruro de sodio (NaCl) 0,1
Sulfato de calcio (CaSQOs) 0.06
EDTA sal disodica 0.0014
Sulfato ferroso (FeSO.) 0.0010
Solucion tampon fosfato a pH 6

El consorcio M3 fue activado mediante la transferencia de 10 mL del consorcio
microbiano madre M3 a un matraz de 500 mL, conteniendo 200 mL de medio de
cultivo (5% del volumen), con una agitacion constante de 45 rpm a 35°C por 48 h

(Ayala, 2010).

El consorcio I5 fue activado mediante la transferencia de 82 mL del consorcio
microbiano madre IS5 a un frasco tapa rosca de 500 mL, conteniendo 410 mL de medio

de cultivo (20% del volumen), sin agitacion a 35°C por 72 h (Moncayo, 2010).

Figura 2.1. Consorcios microbianos nativos utilizados en la presente investigacion.

M3: consorcio microbiano en condiciones aerobias.
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I5: consorcio microbiano en condiciones anaerobias.

2.5.1.1. Remocion de 3 mg.L" de zinc por accion de los consorcios microbianos en

agitacion en presencia de diferentes concentraciones de glucosa

Con la finalidad de conocer si los consorcios microbianos estaban con su

metabolismo activo se procedié a comprobar si eran capaces de remover zinc.

El estudio se realizo en dos partes, la primera se llevd a cabo con una
concentracion de glucosa de 9 g.L”! en el medio de cultivo y se lo hizo en erlenmeyers
de 100 mL, en los que se afiadiéo 70 mL de medio de cultivo y se colocd 3 mg.L"' de
zinc (sulfato de zinc, ZnSQO,). Ademas, se inocularon por separado los dos consorcios
microbianos: M3 e I5, con una concentracion inicial de 4.8x10° células.mL™’ y de

6.6x10° células.mL™' respectivamente (Ayala, 2010; Moncayo, 2010).

La segunda parte se llevo a cabo con una concentracion de glucosa de 5 g.L™" en
el medio de cultivo, en erlenmeyers de 100 mL. Se coloc6 70 mL de medio de cultivo y
3 mg.L" de zinc (sulfato de zinc, ZnSO4). Ademas, se inocularon por separado los dos
consorcios microbianos: M3 e 15, con una concentracion inicial de 6.8x10° células.mL

y de 9.1x10° células.mL™" respectivamente (Ayala, 2010; Moncayo, 2010).

Los consorcios microbianos se mantuvieron en agitacion constante a 150 rpm a
35°C (Chowdhury et al., 2010). Las muestras que fueron tomadas se centrifugaron a
13000 rpm durante 5 min (Moreno et al, 2002). Se realizaron diluciones para
determinar la concentracion de zinc residual mediante espectrofotometria de absorcion

atomica en la solucion acuosa, ademas de realizar recuento por siembra profunda.
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2.5.1.2. Muestreo de agua contaminada en una industria textil como referencia

para la ejecucion del disefio experimental.

Se realizd un muestreo dirigido, en el que se tomaron muestras del agua
contaminada en una empresa textil. Los sitios muestreados correspondieron a tres
puntos de la empresa textil: zona de descarga del area de los procesos textiles, zona de
descarga total de la empresa textil sin tratamiento y zona de descarga una vez

finalizado el tratamiento quimico del agua residual (Figura 2.2).

) b) 1¢c)

Figura 2.2. Muestras de agua residual textil.
a) Agua de los procesos textiles. b) Agua antes de ingresar a la planta de tratamiento quimico. c) Agua

tratada que se descarga.

La toma de muestras de los tres puntos de descarga indicados se realiz6 de la
siguiente manera: se procedié a lavar con el agua del punto de muestreo tanto el balde
donde se mezclaron las muestras, como la jarra graduada utilizada para la toma
individual de las mismas. Se recolectdé 1 L de muestra de agua cada 15 min y se
realizaron lecturas de pH y temperatura in situ. El muestreo dur6 2 h, después del cual
se homogeneizaron las muestras y se midié nuevamente el pH y la temperatura final de

la muestra compuesta (Moncayo, 2010).

Con los 8 L de muestra, se procedié a enjaguar los envases de pléstico con la
muestra de agua compuesta y se los llen6 hasta el borde. De acuerdo a lo especificado
por la Direccion del Medio Ambiente, 1998, las muestras fueron etiquetadas y

transportadas en un termo hasta el Laboratorio de Microbiologia, donde se preservaron
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con acido nitrico (HNOs;) concentrado hasta pH < 2 y se almacenaron en un

refrigerador a 4°C hasta su preparacion para el analisis.

Las muestras fueron digestadas (Figura 2.3) como lo indican los Métodos
Normalizados para el analisis de aguas potables y residuales (1992). Se tomaron 25mL
de la muestra, se adiciondé 10 mL de acido nitrico concentrado y se pasé a un vaso de
precipitacion. Se colocd el vaso sobre una plancha de calentamiento y se evaporo6 hasta
un volumen final de aproximadamente 15 mL, se dejo enfriar por 1 h. Se adiciono
10mL de acido clorhidrico (35%) y se calentd por 15 min para disolver cualquier
posible precipitado o residuo, se dejo enfriar por 1 h, se afor6 a 25 mL con agua
destilada y se midido la concentracion de zinc mediante Espectrofotometria de

Absorcion Atdmica.

Figura 2.3. Proceso de digestion de las muestras de la industria textil.

a) Agua de los procesos textiles. b) Control. ¢) Agua tratada que se descarga. d) Agua antes de ingresar a

la planta de tratamiento quimico.

2.5.2. Ejecucion del disefio experimental para la remocion de zinc mediante

espectrofotometria de absorcion atémica.

2.5.2.1. Preparacion de la solucion sintética de zinc.

Se prepard una soluciéon madre de zinc de 1000 mg.L™" con sulfato de zinc

(ZnS04.7H>0) de grado analitico (Fisher Scientific) y se autoclavo por 20 min a 121°C.
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2.5.2.2. Montaje del disefio experimental

El disefio experimental para la remocion de zinc se realizo en erlenmeyers de
250 mL, a los que se afiadié 140 mL de medio de cultivo y se coloco segun el caso, las
concentraciones: 5 mg.L"', 8 mg.L' y 10 mg.L" de zinc (sulfato de zinc, ZnSOy).
Ademas, se inocularon por separado los dos consorcios microbianos: M3 e IS5, con una
concentracion inicial de 7.4x10° células.mL™ y de 6.7x10° células.mL"' respectivamente
(Ayala, 2010; Moncayo, 2010) y se colocaron al azar en la incubadora con agitacion

(Figura 2.4).

Los consorcios microbianos se mantuvieron en agitacion constante a 150 rpm a
35°C (Chowdhury et al., 2010). Se tomaron muestras en los dias dos, nueve y trece,
para esto se centrifugaron las muestras a 13000 rpm durante 5 min (Moreno et al.,
2002). Se hicieron diluciones para determinar la concentracién de zinc residual en la
solucioén acuosa, ademds de realizar recuento por siembra profunda y de controlar el

valor de pH.

Figura 2.4. Montaje del disefio experimental.

2.5.2.3. Determinacion de la concentracion de zinc
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La concentracién de zinc residual fue determinada por espectrofotometria de
absorcion atomica con la técnica de flama (SpectrAA-240FS, Varian). Se prepararon
estdndares de zinc por dilucion con agua destilada a diferentes concentraciones,
partiendo de un estandar certificado de zinc de 1000 mg.L", con el fin de realizar la
curva de calibracion del Equipo de Absorcion Atémica (APHA, AWWA y WPCEF,
1992)

Para la medicion de zinc en el Equipo de Absorcion Atomica, se realizaron las
lecturas de los estandares en orden ascendente de concentracion y luego la lectura de
las muestras (Figura 2.5), previamente centrifugadas, a una longitud de onda de

213.9 nm, obteniendo la concentracion de zinc de la curva de calibracion (Anexo A).

Figura 2.5. Diluciones de las muestras del disefio experimental para la

determinacion de zinc por espectrofotometria de absorcion atomica.

La variable evaluada fue el porcentaje de remocion de zinc, calculado mediante

la siguiente ecuacion:

C,-C,
%R == ——-*100

Donde:

Ci= concentracion inicial de zinc, mg.L™
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Cs= concentracion final de zinc, mg.L™

2.5.3. Elaboracion de las curvas de crecimiento microbiano durante la remocion

de zinc.

Se realizd6 el método de siembra profunda para elaborar las curvas de
crecimiento de los consorcios microbianos, en presencia del zinc en el medio de cultivo

(Brown, 2007).

2.5.4. Analisis adicional: Preparacion de los consorcios microbianos IS y M3 para

su observacion en Microscopia Electronica de Barrido.

2.5.4.1. Microscopia Electronica de Barrido

Los consorcios microbianos 15 y M3 en ausencia de zinc que fueron procesados
para su observacion en el microscopio electronico de barrido se encontraban en una
fase estacionaria (Carballo et al., 2009). Fueron autoclavados a 121 °C por 30 min
(Vasquez, 2005) y lavados tres veces con agua destilada estéril (Dokland et al., 2006).
Se tomaron 15 mL del cultivo de los consorcios en tubos plasticos y se centrifugd a
4000 rpm por 10 min a 4 °C, se elimind el sobrenadante y el precipitado se dejo en
soluciones de alcohol de 50, 60 70, 80 y 90%, durante 1 h en cada uno. El precipitado
se dejo en alcohol al 99.5% por una noche (Kuo, 2007).

Las muestras deshidratadas por el alcohol se extrajeron con ayuda de una pinza
y se colocaron sobre un cubreobjeto limpio, haciendo cortes con precaucion para no
dafiar la muestra. Posteriormente fueron secadas en una estufa de secado al vacio por

3 ha 30°C (Reed, 2005).
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Figura 2.6. Recubrimiento de las muestras con (a) carbono adhesivo y con oro (b).

Las muestras secas se colocaron sobre un soporte, se recubrieron con carbono
adhesivo y se les coloco en el equipo sombreador de oro (Figura 2.6), luego del cual las
muestras estuvieron listas para su observacion en el microscopio electronico de barrido

(Bozzola & Russell, 1999).

2.5.4.2. Microscopia Optica.

Los consorcios microbianos también fueron observados en el microscopio
optico, para lo cual se realizd la tinciéon de Gram siguiendo el protocolo tradicional

(Prescott et al., 2009).

2.6. Analisis de datos

Se realizé el andlisis de los datos en el programa estadistico SPSS 15.0. Para
comprobar la homogeneidad de la varianza del porcentaje de remocion de zinc en todos

los grupos estudiados se realiz6 la Prueba de Levene.
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Con el andlisis de varianza, para el arreglo factorial 2x3 se pudo revelar si
existia algun tratamiento diferente al resto en cuanto al porcentaje de remocion de zinc.
Con las pruebas de Tukey se diferencio los diversos grupos en funcion al porcentaje de
remocion de zinc. Ademads, se determind el mejor de los grupos para la remocion de

zinc.

Con el programa estadistico SPSS y el programa Excel 2007 se realiz6 el
grafico de perfil, el grafico de barras y los graficos de crecimiento microbiano y de pH

durante la remocién de zinc.

CAPITULO 3: RESULTADOS

3.1. Activacion de los indculos microbianos nativos compuestos del cepario del
Laboratorio de Microbiologia con el fin de obtener la biomasa necesaria para

el proceso de remocion de zinc.

Los consorcios microbianos 15 y M3 al ser activados en el medio de cultivo de
Jiang et al., 2004 modificado, mostraron luego de 24 h de incubacién una densidad
celular del orden de 10® que se mantuvo durante 48 h, después del cual se evidencio una

disminucidn paulatina de su crecimiento (Figura 3.1).
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Figura 3.1. Curva de crecimiento de los consorcios microbianos M3 e I5 durante el

proceso de activacion de su metabolismo.

3.1.1. Remocion de 3 mg.L" de zinc por accién de los consorcios microbianos con

agitacion en presencia de diferentes concentraciones de glucosa.

Para comprobar la remocion de zinc por los consorcios microbianos, se trabajo

bajo condiciones de agitacion, con dos diferentes concentraciones de glucosa.

3.1.1.1. Remocion de zinc con 5 g.L! de glucosa.

La prueba de Levene comprobd la homogeneidad de las varianzas en la
remocion de 3 mg.L" de zinc con 5 g.L"' de glucosa para ambos consorcios con una
significancia mayor al 5% (p=0.150). En el ANOVA (Tabla 3.1) de la remocion de zinc
con 5 g.L'! de glucosa se concluy6 que la actuacion de los consorcios microbianos fue

diferente debido a su significancia estadistica.

Tabla 3.1. Analisis de varianza del porcentaje de remocion de zinc con 5 g.L"' de

glucosa utilizando los dos consorcios microbianos.

Fuente de Suma de |Gradosde| Media

Variacion cuadrados | Libertad | cuadratica F Significancia
Consorcio 706,335 1 706,335 1049,0124 | 5,418E-06
Error 2,693 4 0,673
Total 2656,630 5

En el andlisis de las medias de cada uno de los consorcios microbianos durante
la remocién de zinc se pudo ver que los intervalos de confianza no se traslaparon
(Tabla 3.2), esto indicé que cada consorcio microbiano form6 un grupo homogéneo

distinto para la remocion de zinc.
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Tabla 3.2. Medias de remocion de zinc para cada consorcio microbiano con sus

intervalos de confianza al 95%.

Consorcio Microbiano | Media | Intervalo de confianza al 95%.

Limite inferior | Limite superior
Consorcio M3 7,167 5,851 8,482
Consorcio I5 28,867 27,551 30,182

3.1.1.2. Remocion de zinc con 9 g.L! de glucosa.

Del mismo modo, la prueba de Levene comprobd la homogeneidad de las
varianzas en la remocion de 3 mg.L"' de zinc con 9 gL' de glucosa para los dos
consorcios microbianos con una significancia mayor al 5% (p=0.264). En el ANOVA
(Tabla 3.3) de la remocion de zinc con 9 g.L™' de glucosa se concluyd que la actuacion

de los consorcios microbianos fue diferente debido a su significancia estadistica.

Tabla 3.3. Analisis de varianza para el porcentaje de remocion de zinc utilizando

9 g.L"! de glucosa con ambos consorcios microbianos.

Fuente de Suma de | Grados de Media

Variacion [ cuadrados | Libertad | cuadratica F Significancia
Consorcio 592,027 1 592,027 147,7604 | 0,00026284
Error 16,027 4 4,007
Total 18060,880 5

En el anélisis de las medias de cada uno de los consorcios microbianos en la
remocion de zinc y segln sus intervalos de confianza al 95% mostrdé que éstos no se
traslaparon (Tabla 3.4), por lo que se concluy6 que cada consorcio microbiano formé un

grupo homogéneo distinto para la remocion de zinc.
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Tabla 3.4. Medias de remocion de zinc para cada consorcio microbiano con sus

intervalos de confianza al 95%.

Consorcio Microbiano | Media | Intervalo de confianza al 95%.
Limite inferior | Limite superior

Consorcio M3 63,867 60,658 67,075

Consorcio I5 44,000 40,791 47,209

La concentracion de glucosa segiin se ha demostrado estadisticamente, estuvo

relacionada con su capacidad de remocion de zinc por parte de cada uno de los

consorcios microbianos.

3.1.2. Datos del muestreo de agua contaminada en una industria textil como

referencia para la ejecucion del disefio experimental.

La toma de muestras de agua contaminada en la empresa textil se realiz6 durante

los meses de septiembre y octubre del 2009. Se midio6 el pH del agua antes y después de

ingresar a la planta de tratamiento quimico, siendo el pH en ambos casos neutro. La

temperatura se mantuvo en un rango de 31-34 °C. El caudal tuvo un maximo de

3 m’.h”', mientras que la concentracion de zinc estuvo en un rango de 0.05-0.2 mg.L™

(Tabla 3.5).

Tabla 3.5. Datos de concentracion de zinc, temperatura, pH y caudal de los puntos

muestreados en la empresa textil.

Muestreo Zinc (mg.L™") Temperatura (°C) pH Caudal (m>.h™")
1 2 3 1 2 1 2 1 2
I <0.05 31 7.66 2.34
11 <0.05 1 <0.05]0.1614 33.8 343 7.46 | 7.36 2.34 3.19

1 = Agua de los procesos textiles.

2 = Agua antes de ingresar a la planta de tratamiento quimico.

3 = Agua tratada que se descarga
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3.2.  Ejecuciéon del disefio experimental para la remocién de 5, 8 y 10 mg.L" de
zinc por accion de los consorcios microbianos IS y M3 en agitacion

utilizando 5 g.L! de glucosa en el medio de cultivo.

En el estudio se evalud la remocion de zinc de los consorcios 15 y M3 a tres
diferentes concentraciones del metal: 5 mg.L", 8 mg.L"' y 10 mg.L". En la Figura 3.2 se
muestra que existid una remocion de zinc para cada una de las concentraciones

probadas con respecto a sus controles, sin indculo microbiano.
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Figura 3.2. Remocion de zinc con los consorcios 15 y M3.

a)5mg L', b)8mg.L'y c¢)10mg.L" zinc.

3.2.1. pH en la remocion de zinc con los consorcios microbianos IS y M3.

Para conocer los valores de pH durante la remocion de zinc se realiz6 una
grafica con los consorcios microbianos (Figura 3.3). El pH se mantuvo en el rango de 5-

5.5.
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Figura 3.3. pH durante la remocion de zinc con los consorcios microbianos M3 e 15

para las tres concentraciones de zinc.
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3.3. Elaboracion de las curvas de crecimiento microbiano durante la remocion

de zinc.

Para conocer el crecimiento de los consorcios microbianos durante la remocion

de zinc, se elaboraron graficas con cada concentracion de zinc utilizada.

3.3.1. Curva de crecimiento del consorcio M3 en la remocion de zinc.

En la Figura 3.4 se muestra el crecimiento microbiano con cada concentracion
de zinc, observandose que, en ausencia del metal, la densidad celular fue de
1.6x10° células.mL". Cuando el consorcio estuvo en contacto con el metal, las
densidades celulares fueron de 2.4x10° células.mL™" para las concentraciones de 5y de 8

mg.L" de zinc y de 4.6x10° células.mL" para la concentracion de 10 mg.L™" de zinc.
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Figura 3.4. Crecimiento microbiano del consorcio M3 con cada concentracion de zinc y

el control (ausencia de zinc).

En la Figura 3.5 se observa que con el consorcio M3 existi6 una misma

tendencia en el crecimiento y en la remocion del metal para las concentraciones de 5 y
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8 mg.L" de zinc, mientras que con una concentracion de 10 mg.L" de zinc, existid un
aumento en el crecimiento y registré una remocion del metal del 52.5% comparada con
las otras concentraciones que obtuvieron remociones de alrededor del 11.0%. El
consorcio M3 inicié con una densidad celular del orden de 10° y se fue incrementando
hasta el orden de 10° hasta finalizar el estudio, con una media de remocién de zinc del

24.9%.

1,00E+10 - 120
a) 5 mg.L-1 zinc
1,00E+08 | 100
—
=
& F80 ™~ o
= 1,00E+06 a curvade
] = Crecimiento
L=
@ - 60 B
= & —i#—Porcentaje de
g 1,00E+04 nc_; zinc residual
g - 40 g
=
1,00E+02 | 50
1,00E+00 - T T T T 8}
o} 3 53 9 12 15
1,00E+10 - 120
b) 8 mg.L-1 zinc
1,00E+08 - 1o
—
A
2 2, Cinad
S 1,00E+06 a Hrvade
] = Crecimiento
L ] m
- - 60 @
'g 2 —&k— Porcentaje de
= 1,00E+04 = zinc residual
- 40 =
E =
=
1,00E+02 L 50
1,00E+00 T T T T 0]

Q
w
[a]
[t}
=
[\
=
w

35



- 120

1,00E410 - ¢} 10 mg.L-1 zinc
r - 100

T 1,00E+08
4 - 80
‘_3“ 4 g =—t—Curvade
@ 1,00E+06 - ; Crecimiento
@ - 60 o
-g g_ —e—Porcentaje de
\% 1,00E+04 - . 40 %o zincresidual
= =

1,00E+02 - - 20

1,00E+00 T T T o]

0 3 6 9 12 15

Tiempo (dias)

Figura 3.5. Crecimiento microbiano del consorcio M3 y el porcentaje de zinc residual

para 5 mg.L" zinc, b) 8 mg.L" zinc y ¢) 10 mg.L™" zinc.

3.3.2. Curva de crecimiento del consorcio I5 en la remocion de zinc.

En la Figura 3.6 se evidencia que el consorcio I5 en ausencia del metal
present6 una densidad celular de 3.3x10° células.mL™". Cuando el consorcio estuvo en
contacto con las concentraciones de zinc, las densidades celulares fueron de

1.9x10° células.mL.
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Figura 3.6. Crecimiento microbiano del consorcio I5 con cada concentracion de zinc y

el control (ausencia de zinc).
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Como se puede observar en la Figura 3.7, con el consorcio I5 existi6 una misma

tendencia en el crecimiento para las tres concentraciones de zinc, asi como en la

remocion del metal. El consorcio I5 inicié con una densidad celular del orden de 10°y

se fue incrementando hasta el orden de 10° manteniéndose asi hasta finalizar el estudio,

con una media de remocion de zinc del 23.6%.
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Figura 3.7. Creecimiento microbiano del consorcio I5 y el porcentaje de zinc residual

para a) 5 mg.L"! zinc, b) 8 mg.L" zinc y ¢) 10 mg.L"' zinc.

3.4. Analisis estadistico de ambos consorcios microbianos para establecer el

consorcio microbiano optimo para la remocion de zinc.

Las pruebas estadisticas permitieron estudiar los factores involucrados en la
remocién de zinc. En la prueba de Levene la significancia (p=0.373) fue mayor al 5%,
por lo que se acepta la hipdtesis de que la varianza de la remocion de zinc fue igual

durante toda la investigacion.

En el ANOVA (Tabla 3.6) se midid el efecto en la remocion de zinc con los
consorcios microbianos, las concentraciones de zinc y su interaccion doble,
observandose que solo estos dos ultimos factores tienen diferencias significativas. El
efecto de los consorcios microbianos no presentd diferencias estadisticas significativas
en cuanto al porcentaje de zinc removido a las condiciones llevadas a cabo en este

estudio.

Tabla 3.6. Analisis de varianza para los consorcios microbianos, concentracion de zinc

y su interaccion.
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Suma de | Grados de Media
Fuentes de Variacion F
Cuadrados | Libertad | Cuadratica Significancia

Consorcio microbiano (I) 7,363 1 7,363 0,5752 0,46283342
Concentracion de zinc (CM) | 1610,079 2 805,039 62,8890 4,3653E-07
*CM 1819,333 2 909,667 |71,0624| 2,2277E-07
Error 153,612 12 12,801
Total 14154,304 17

De acuerdo con los resultados de remocion indicados en la Figura 3.8 con cada

uno de los consorcios microbianos a las diferentes concentraciones de zinc, se pudo ver

que con el consorcio M3 se obtuvo una mayor remocion de zinc conforme aumentaba la

concentracion del metal. Mientras que con el consorcio 15, a mayor concentracion del

metal en el medio, la remocidn fue disminuyendo.
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Figura 3.8. Porcentajes promedio de la remocion de zinc con ambos consorcios

microbianos a las diferentes concentraciones de zinc ensayadas.

Con respecto a los consorcios microbianos, en la Tabla 3.7 se presentan las

medias del porcentaje de remocion de zinc con cada uno de los consorcios microbianos.

El consorcio M3 present6 una remocion media de zinc del 24.9% y el consorcio I5 tuvo

una remocion media de zinc de 23.6%. De acuerdo a lo mostrado en ésta tabla, los

valores se traslaparon entre si, lo que significa que formaron un mismo grupo

homogéneo y por lo tanto tuvieron respuestas iguales con respecto a la remocion de

zinc en las condiciones en que se llevo a cabo esta investigacion.
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Tabla 3.7. Porcentajes de remocion de zinc de cada consorcio microbiano.

Consorcio microbiano Media Intervalo de confianza al 95%.
Limite inferior | Limite superior

Consorcio M3 24,865 22,267 27,464

Consorcio I5 23,586 20,988 26,185

Con la prueba Tukey se determindé donde se encontraban las diferencias
significativas con relacion a las concentraciones de zinc, mostrando los diversos grupos

formados. En la Tabla 3.8 se muestran los grupos correspondientes a la concentracion

de zinc, formandose dos grupos homogéneos.

Tabla 3.8. Medias para los grupos homogéneos para la concentracion de zinc.

Grupos Tukey
Concentracion de zinc (mg.L™) Media 1 2
5 17.68 A
8 17.40 A
10 37.60 B

Con el ANOVA, para los grupos en estudio (Tabla 3.9), se concluyd que existio

al menos uno diferente al resto con el 95% de confianza.

Tabla 3.9. Analisis de varianza para los seis grupos en estudio

Suma de Grados de Media
cuadrados Libertad | cuadratica F Significancia
Inter-grupos 3436,775 5 687,355 53,6956 8,5033E-08
Intra-grupos 153,612 12 12,801
Total 3590,387 17
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En la Tabla 3.10 estan las medias del porcentaje de remocidon de zinc para los
grupos homogéneos de las interacciones, en el que se muestra que existieron tres grupos

diferentes.

Tabla 3.10. Medias para los grupos homogéneos de las interacciones para la remocion

de zinc.
Grupos Tukey
Inoculo Microbiano | Concentracién de zinc (mg.L™") Media 1 2 3
M3 5 10,81 A
M3 8 11,33 A
15 10 22,75 B
I5 8 23,47 B
I5 5 24,54 B
M3 10 52,45 C

Con los datos estadisticos obtenidos en esta investigacion, se realizé una grafica
de perfil de la interaccion entre los consorcios microbianos y las concentraciones de
zinc (Figura 3.9). La remociéon del metal para el consorcio M3 fue mayor cuando la
concentracion de zinc fue de 10 mg.L"' mientras que con el consorcio I5 la remocion se
incrementd cuando la concentracion de zinc fue de 5 mg.L"'. El consorcio M3 a las
concentraciones de zinc de 5 mg.L"' y de 8 mg.L"' removié de una forma similar,
mientras que con 10 mg.L"de zinc el porcentaje de remocion aumento. Por otro lado, la
remocién de zinc por parte del consorcio I5 se mantuvo constante y tuvo porcentajes de
remocion mayores que el consorcio M3 en todas las concentraciones evaluadas, a
excepcion de 10 mg.L' de zinc, donde el consorcio M3 presentd un porcentaje de

remocion del 52.5% y del 22.8% para el consorcio I5.
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Figura 3.9. Grafico de perfil para las medias marginales estimadas del porcentaje de

remocion de zinc entre los consorcios microbianos y las concentraciones de zinc.

3.4.1. Analisis estadistico del consorcio microbiano M3

En la prueba de Levene, para la remocion de zinc, la significancia (p=0.496) fue

mayor al 5%, aceptandose la hipotesis de que la varianza de la remocion de zinc fue

igual en todo el estudio.

Al realizar el ANOVA (Tabla 3.11), se concluyo6 con el 95% de confianza que la

concentracion de zinc, presentd diferencias significativas en la remocion del metal.

Tabla 3.11. Analisis de varianza para el consorcio microbiano M3 en la remocion de

zinc.
Suma de | Grados de Media
Fuentes de Variacion | Cuadrados| Libertad | Cuadratica F Significancia
Concentracion de zinc 3424,533 2 1712,266 227,1062 2,216E-06
Error 45,237 6 7,539
Total 9034,308 8
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Por otro lado, la prueba Tukey mostrd los diversos grupos formados. En la
Tabla 3.12 se muestran los grupos correspondientes a la concentracion de zinc, donde se

formaron dos grupos homogéneos.

Tabla 3.12. Medias para los grupos en subconjuntos homogéneos para la concentracion

de zinc.

Grupos Tukey
Concentracion de zinc (mg.L™") Media 1 2
5 10.81 A
8 11.33 A
10 52.45 B

3.4.2. Analisis estadistico del consorcio microbiano I5

El analisis estadistico con el consorcio IS mostrd que en la prueba de Levene,
para la remocion de zinc, la significancia (p=0.541) fue mayor al 5%, aceptandose que
la varianza de la remocion de zinc fue igual durante la investigacion.

Al realizar el ANOVA (Tabla 3.13) para el factor concentracion de zinc, se
concluyd con el 95% de confianza que no existieron diferencias significativas en la

remocion de zinc con las concentraciones del metal ensayadas.

Tabla 3.13. Analisis de varianza para el consorcio microbiano I5 en la remocion de

zinc.

Suma de | Grados de Media

Fuentes de Variacion | Cuadrados | Libertad | Cuadratica F Significancia
Concentracion de zinc 4,879 2 2,439 0,1351 | 0,87623975
Error 108,375 6 18,062
Total 5119,996 8

En la Tabla 3.14 se muestra el grupo correspondiente a la concentracion de zinc,

donde se formo un solo grupo homogéneo.
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Tabla 3.14. Medias para los grupos en subconjuntos homogéneos para la concentracion

de zinc.
Grupos Tukey
Concentracién de zinc (mg.L™") Media 1
5 24.5 A
8 23.5 A
10 22.8 A

3.5. Analisis adicional: Microscopia Electronica de Barrido.

Mediante la tinciéon Gram y la observacion en el microscopio Optico realizados a

los consorcios microbianos M3 e 15, se pudieron encontrar levaduras y diferentes

bacilos Gram negativos (Figura 3.10 y Figura 3.11).

Figura 3.10. Fotografia en el microscopio optico (resolucion 100X) del consorcio

microbiano I5.
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Figura 3.11. Fotografia en el microscopio optico (resolucion 100X) del consorcio

microbiano M3.

Ademas, la observacion de los consorcios microbianos IS y M3 fue realizado
mediante micrografias (Figura 3.12 y Figura 3.13) obtenidas a través de Microscopia
Electrénica de Barrido (SEM), lo que permitid observar bacilos en los dos consorcios

microbianos.

Figura 3.12. Micrografia electronica de barrido del Consorcio 15

(Alexis Debut, Ph. D.). La escala muestra una longitud de Spm.
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Figura 3.13. Micrografia electronica de barrido del Consorcio M3

(Alexis Debut, Ph. D.). La escala muestra una longitud de 1pum.

CAPITULO 4: DISCUSION

El objetivo de este trabajo de investigacion fue evaluar la capacidad de remocién
de zinc en agua sintética usando los consorcios microbianos I5 y M3, para lo cual se
analizo el efecto de la concentracion del metal, el pH y la concentracion de glucosa en

el medio de cultivo.
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4.1. Activacion de los indculos microbianos nativos compuestos del cepario del
Laboratorio de Microbiologia con el fin de obtener la biomasa necesaria para

el proceso de remocion de zinc.

4.1.1. Remocion de 3 mg.L"' de zinc por accion de los consorcios
microbianos con agitacion en presencia de diferentes

concentraciones de glucosa.

La glucosa es una fuente de carbono que provee energia para el metabolismo de
las células y es primordial para la sintesis de macromoléculas, ademas de influir en la
remocion de metales pesados como el zinc. La mayoria de estudios sobre el efecto
toxico de los metales en microorganismos se han realizado empleando niveles de

glucosa de entre 5 a 10 g.L' (Brynhildsen et al., 1988).

Con los resultados obtenidos se puede decir que en la remocion de 3 mg. L' de
zinc, la presencia de glucosa incrementd la remocion del metal. Los mayores
porcentajes de remocion se obtuvieron al utilizar 9 g.L"' de glucosa y los menores con
5 g.L'" de glucosa (Figura 3.3 y Figura 3.4). La importancia del uso de glucosa para la
remocién de zinc es compartida por varios investigadores. Bucheder & Broda, 1974,
mostraron en su investigacion que al agregar 8 gL' de glucosa al medio con
0.65 mg.L" de zinc, la viabilidad de las células de Escherichia coli se redujo en un 50%.
Atribuyeron este hecho a que la glucosa estimuld la acumulacion de zinc dentro de la
bacteria dando lugar a concentraciones que alcanzaron niveles toxicos. Campbell y
colaboradores (2000) de igual manera, con E. coli pUCD607 evaluaron la toxicidad de
0-3.27 mg.L" de zinc en ausencia y presencia de 3.6 g.L' de glucosa. Notaron que la
adicion de glucosa incrementaba la toxicidad de zinc en esta bacteria y que los valores
de ECs se reducian 11 veces, comparados con los ensayos sin la adiciéon de glucosa,

debido a que la glucosa estimul6 los mecanismos de captacion de zinc.
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La acumulacion de zinc debido a la adicion de glucosa en el medio de cultivo no
solo se ha centrado en una bacteria especifica, también fue investigada por Donocik
et al., 1996 en Cytophaga johnsonae. La remocion del metal se incrementd cuando
se agrego glucosa al medio, sugiriendo una captacion activa del zinc por el proceso

de bioacumulacion.

4.1.2. Muestreo de agua contaminada en una industria textil como

referencia para la ejecucion del disefio experimental.

El muestreo en la empresa textil permitié conocer los efluentes de una industria
textil en nuestro pais, su pH, temperatura y el caudal de descarga. La informacion de las
concentraciones de zinc de esta industria y de lo que se pudo obtener de otras empresas
textiles ecuatorianas, se tom6 como referencia para establecer los intervalos de
concentracion de zinc evaluados en esta investigacion usando los consorcios

microbianos I5 y M3 para probar la remocion de zinc.

4.2. Ejecucién del disefio experimental para la remocién de 5, 8 y 10 mg.L™" de
zinc por accion de los consorcios microbianos IS y M3 con agitacion

utilizando 5 g.L! de glucosa en el medio de cultivo.

Cuando se utiliza biomasa viva, la remocion no puede ser expresada en términos
de metal acumulado por unidad de biomasa, ya que se encuentra en continua variacion
de crecimiento. La captacion del metal es dependiente del crecimiento de la biomasa,
que puede ser sensible a otros contaminantes presentes en el medio. El sistema con
biomasa viva funciona de una manera no definida y empirica, dificil de modelarla
matematicamente, en términos de prediccion (Macaskie, 1990). En este estudio al
plantear el disefio experimental se evalud la capacidad de remocion del zinc de acuerdo

al porcentaje de remocion obtenido con cada consorcio microbiano (Bayona, 2008).
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Con las concentraciones de zinc ensayadas, los dos consorcios fueron capaces de
remover el zinc, dando respuesta asi a la hipotesis planteada. Ademas, los consorcios
pudieron sobrevivir, manteniendo su tasa de crecimiento constante con una densidad
celular del orden de 10°. La diferencia en su capacidad de remocion podria deberse al
lugar de origen de cada uno de los consorcios microbianos (Marrero & Coto, 2005). El
consorcio M3 provino de suelo contaminado por agua residual textil (Ayala, 2010).
Debido a los constantes cambios originados en su medio habitual de donde fue aislado,
posiblemente debe poseer mecanismos que le permitieron hacer frente a estas continuas
alteraciones y se encuentren microorganismos adaptados a altas concentraciones de
zinc. El consorcio I5 al provenir de la exposicion al aire de medio de cultivo con
colorante (Moncayo, 2010) y al no haber estado en contacto anterior con el zinc,
probablemente desarrolld6 mecanismos para sobrevivir a estas concentraciones del metal.
Dichas probabilidades estan fundamentadas en el trabajo de Moraleda et al., 2005 quien
indica que los microorganismos pueden generar mecanismos de resistencia al zinc
mediante procesos inducibles. Se utiliza el término resistente a metales pesados para
describir la capacidad de un microorganismo de sobrevivir al efecto toxico de éstos
elementos, como resultado de un mecanismo de desintoxicacion generado por la
exposicion directa al metal (Garza, 2005). Estos mecanismos se producen cuando las
células han estado en presencia de una concentracion del metal suficientemente alta,
como las condiciones en que fue aislado el consorcio M3 y que ocasionaria la
generacion de los mecanismos mencionados. La posible resistencia no podria haber sido
inducida en el consorcio I5 debido a que no estuvo en contacto anterior con el metal

durante su proceso de aislamiento.

La toxicidad del zinc no so6lo puede determinarse mediante el estudio del
crecimiento microbiano. Orji et al., 2008, sefiala que la toxicidad del metal en los
microorganismos se puede medir mediante la cuantificacion de los cambios metabolicos
y de las actividades enzimdticas. Diversos estudios han demostrado en varios
microorganismos el efecto de la toxicidad del zinc. En Escherichia sp. PLKI,
concentraciones < 26 mg.L"! inhiben su actividad deshidrogenasa (Nweke et al., 2006),
mientras que para Arthrobacter sp. SED4, Bacillus sp. DISK1 y Escherichia DISK2, la
inhibicion enzimatica total se alcanza con 78.45 mg.L™", 52.3 mg.L™", 52.3 mg.L" de zinc

respectivamente (Nweke, 2009). Una concentracion de 100 mg.L™' es el limite de
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tolerancia para las bacterias: Bacillus sp, ZSB-O-1 y Pseudomonas sp. ZSB-S-2
(Vankatakrishnan et al., 2003). Para Pseudomonas aeruginosa, 654 mg.L"' de zinc no
afecta su sobrevivencia mientras que, en Bacillus cereus mejora su crecimiento (Babich
& Stotzky, 1978) y una concentracion de 22.88 mg.L™" de zinc inhibe completamente el
crecimiento de E. coli (Lee et al., 2005). Otras investigaciones reportan que 0.52 mg.L™
de zinc para Pseudomonas sp. DAF1 y 23.8 mg.L" de zinc para Proteus sp. PLK2 son
el limite de concentracion por encima de la cual se observan efectos toxicos (Nweke,
2009). Como se puede ver, las concentraciones de zinc que ocasionan efectos toxicos e
inhibitorios varian de un microorganismo a otro. En el caso de los consorcios
microbianos que se utilizaron en este estudio, al estar formados por una serie de
microorganismos que no han sido caracterizados aun, es dificil saber la concentracion

de zinc que les resulte toxico al consorcio en conjunto.

Es preciso aclarar que en esta investigacion no se utilizaron ecuaciones de
adsorcion, porque probablemente, la captacion del metal no fue estrictamente un
fenomeno de superficie, pues debido a que se utilizdé biomasa viva, cualquier actividad
metabodlica pudo haber actuado durante la captacion del zinc (Da Costa & Pereira,

2001).

4.2.1. Estudio del pH en la remocion de zinc con los consorcios microbianos IS y

Ma.

Este estudio se llevd a cabo en un intervalo de pH de 5.0 a 5.5 y segun lo
reportado por Adriano, 2001, en este rango, la especie predominante es Zn*".

El pH es un pardametro que influye en la remocion de los metales pesados ya que
afecta su solubilidad o la activacion de los grupos funcionales de la biomasa. Por lo
tanto, la interaccion de los cationes metalicos con los sitios de unién de la biomasa es

muy sensible a los valores de pH (Vazquez 2005, Torres y Juviiia 2005).
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En varias investigaciones sobre remocion de zinc, el rango de pH al que se
trabaja con diversos microorganismos es de 5 a 7. Campbell y colaboradores (2000)
estudiaron la toxicidad de zinc en E. coli pUCD607 a pH de 5.5 para prevenir el efecto
del mismo sobre la toxicidad de zinc. Venkatakrishmann er al., 2003, evaluaron el
limite de tolerancia de zinc en Bacillus sp. y Pseudomonas sp. a pH de 7, obteniendo el
valor de 100 mg.kg"' de zinc en cultivo in vitro. En la levadura Candida utilis, se

observo una disminucion en la remocion de zinc cuando el pH se incrementd de 4.8 a

8.2 (Failla et al., 1976).

Se sugiere que la remocién del metal se debe exclusivamente a la accidon
microbiana debido a que tanto el control de los consorcios (en ausencia del metal) como
las muestras con zinc e indculo microbiano, mostraron valores de pH en un rango de 5.0

as.hs.

4.3. Elaboracion de las curvas de crecimiento microbiano durante la remocion de

zinc.

4.3.1. Curva de crecimiento del consorcio M3 durante la remocion de zinc.

El consorcio microbiano M3 con concentraciones de zinc de 5y 8 mg.L™"! mostro
remociones del 10.8% y del 11.3% respectivamente, mientras que con una
concentracion de 10 mg.L" de zinc, la remocion fue del 52.5%. Con estas remociones
del metal, el consorcio microbiano present6d densidades celulares de 2.4x10°
células.mL™" para las concentraciones de 5 y 8 mg.L"' de zinc y de 4.6x10°
células.mL™" para 10 mg.L™" de zinc. Estos resultados muestran que mientras mayor fue
el crecimiento microbiano, los porcentajes de remocion aumentaron, lo que podria
explicarse debido a que a estas concentraciones el zinc no llegd a ser toxico para el
consorcio. Esta posibilidad se deriva del hecho de que estudios como el de Babich &
Stotzky, 1978, sefialan que uno de los factores para notar la toxicidad de un metal
pesado en los microorganismos se puede evidenciar mediante el crecimiento

microbiano. La muestra control (en ausencia de zinc) tuvo una densidad celular menor
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que las presentadas en las muestras con zinc, mostrando que este metal incrementd el
crecimiento del consorcio y le permitio resistir en un medio que contenia hasta

10 mg.L! de zinc.

4.3.2. Curva de crecimiento del consorcio I5 durante la remocion de zinc.

El consorcio microbiano I5 a diferencia del consorcio M3, con concentraciones
de zinc de 5, 8 y 10 mg.L"' mostr6 remociones del 24.5%, 23.5% y 22.8%
respectivamente, ubicando a estas tres concentraciones segun las pruebas Tukey en un
mismo grupo homogéneo. Estos porcentajes de remocion se obtuvieron con densidades
celulares de 2.5x10°, 2.0x10° y de 1.3x10° células.mL™" para las concentraciones de 5, 8
y 10 mg.L™" de zinc respectivamente. Estos resultados muestran que mientras las tasas
de crecimiento microbiano decrecieron (aunque no disminuyeron del orden de 10°), los
porcentajes de remocion disminuyeron. La explicacion para esto, puede atribuirse a que
las concentraciones ensayadas le comenzaron a resultar toxico para el consorcio 15 y
que a pesar de mantenerse con una densidad celular constante del orden de 10°, seglin se
observa en la Figura 3.6, el control (en ausencia del metal) tuvo una densidad celular

mayor que las muestras con zinc en el medio de cultivo.

4.4. Analisis estadistico de ambos consorcios microbianos para establecer el

consorcio microbiano éptimo para la remocion de zinc.

4.4.1. Analisis estadistico del consorcio microbiano M3
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La capacidad de remocion del metal por parte de este consorcio pudo haber sido
efecto de la selectividad del consorcio M3 como biosorbente. Rodriguez (2005) reporta
que los biosorbentes son selectivos y muestran su capacidad de absorber metales
pesados si las condiciones apropiadas estdn presentes, como temperatura, pH, tipo y
concentracion del metal pesado, edad fisiologica del microorganismo, actuando a ciertas
concentraciones especificas. Esto explicaria que a concentraciones de 5y 8 mg.L" de
zinc la remocion fue en promedio del 11.0% y aumentd a 52.5% con 10 mg.L™".
Resultados comparables con nuestros resultados son los que obtuvo Andersson, 1999,
quien expresa que el biosorbente requiere concentraciones altas del metal para que
pueda ocurrir la remocion. El autor presenta dos posibles explicaciones; primero: el
sorbente necesita una cantidad limite que active el mecanismo de absorcion; segundo:
niveles bajos del metal no serian suficientemente toxicos como para activar un

mecanismo de defensa.

Las remociones de zinc obtenidas con 5 y 8 mg.L"' estuvieron en un grupo
homogéneo, seglin las pruebas Tukey, mientras que la remocion con 10 mg.L™" de zinc
formo6 otro grupo. Esta diferencia en su capacidad de remocién puede atribuirse a que
segun lo explica Cervantes et al., 2006, un alto nivel de resistencia al metal no esta

relacionado directamente con una mayor capacidad de removerlo en un medio liquido.

Segun lo expuesto, parece ser que el proceso llevado a cabo por el consorcio M3
podria haber sido la bioacumulaciéon, un mecanismo ejecutado netamente por células
vivas. Considerando que el consorcio microbiano M3 estuvo formado por bacilos y
levaduras, De Nicola et al., 2009 ha comprobado que en ellas, cuando el zinc es
absorbido dentro de la célula, es utilizado para funciones metabolicas en el citoplasma y
varios organelos. Si los niveles de zinc exceden los requerimientos de la levadura,
varios mecanismos se activan para almacenarlo hasta que sea necesario. Segun lo
reporta Simm et al., 2007, llega a almacenar hasta 6.5 g.L"' de zinc en la vacuola,
pudiendo movilizarse eficazmente para satisfacer las necesidades de hasta ocho
generaciones de descendientes de las células en condiciones de inanicion de zinc.
Ademas, se estima que el zinc es requerido para el funcionamiento del proteoma de mas

del 3% de levaduras existentes (Eide, 1998). Por tal motivo, es posible que el zinc en la
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concentracion de 10 mg.L™" haya sido el aliciente necesario para que se obtenga la

mayor remocion de zinc a esta concentracion (Tabla 3.10).

Se conoce que el requerimiento de zinc para las bacterias es menor que para las
levaduras, hongos u otras células eucariotas (Hughes & Poole, 1989), siendo las
concentraciones requeridas de zinc para un crecimiento bacteriano de 0.5 a 1 uM (Lu et
al., 1997), por lo que seria dificil pensar que las bacterias estarian acumulando el metal.
Por esto se sugiere que las levaduras, habrian podido mantener la homeostasis de zinc a
través de la actividad reguladora de las proteinas de transporte que se encuentran en la
membrana plasmatica y las membranas de los compartimentos intracelulares, como

respuesta a los cambios en los niveles de zinc intracelular (MacDiarmid et al., 2003).

Ademas de la posible implicacion del proceso de bioacumulacion que se ha
explicado anteriormente, no se descarta la posibilidad de que haya habido bioadsorcion,
tanto por las caracteristicas de la pared celular de las bacterias Gram negativas presentes
en el consorcio, como de los grupos funcionales existentes en las levaduras. Es asi que
Da Costa & Pereira (2001) estudiaron la remocion de 1.2-57.5 mg.L"' de zinc con
biomasa viva de Bacillus sp. y otros bacilos atribuyendo la remociéon no soélo a las
interacciones de la superficie de estos microorganismos con el zinc, sino también a

posibles implicaciones metabdlicas.

4.4.2. Analisis estadistico del consorcio microbiano I5

La capacidad de remocion de zinc del consorcio IS pudo deberse a tres posibles

mecanismos: la accién de bacterias sulfato reductoras, probablemente presentes en el
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consorcio 15 y procesos de bioacumulacion y bioadsorcion por parte de los

microorganismos presentes en este consorcio microbiano.

Segun estudios anteriores realizados con este consorcio microbiano, Moncayo,
2010, sefiala que por la fuente de sulfato presente en el medio de cultivo de Jiang et al.,
2004 modificado, es probable la presencia de bacterias sulfato reductoras en este
consorcio. Esta bacterias son responsables de la produccion de sulfuro de hidrogeno
(H.S), que fue perceptible durante este estudio como producto del metabolismo de éstas
bacterias y que segun Dolla ef al., 2006 a menudo indica la actividad y la presencia de
microorganismos sulfato reductores que es utilizado para precipitar metales catidonicos
divalentes, formando sulfuro del metal que es estable y de baja solubilidad lo que

ocasiona su precipitacion.

Las bacterias sulfato reductoras han sido consideradas como anaerobias. Existen
pruebas suficientes de que algunas son aerotolerantes, lo que hay que considerar,
tomando en cuenta que ésta investigacion se llevd a cabo con agitacion constante.
Kjeldsen et al., 2004, estudiaron la tolerancia al oxigeno de bacterias sulfato reductoras.
La sulfato reducciéon no fue detectada en condiciones aerobias, pero se reanudd en
condiciones anodxicas. Sin embargo, se observd que mientras las bacterias fueron
aireadas por cinco dias, el nimero viable de bacterias sulfato reductoras se mantuvo en
un orden constante de 10° células.mL". Durante las nueve primeras horas, la actividad
de sulfato reduccion no se vio afectada, indicando que la exposicion al oxigeno da como

resultado una inactivacion metabdlica de las bacterias, pero no causa la muerte celular.

En otras investigaciones, Sigalevich y colaboradores, 2000, estudiaron la
transicion de las condiciones de crecimiento de anaerobiosis a condiciones aerdbicas
para la bacteria sulfato reductora Desulfovibrio oxyclinae. Se mostraron aglutinamientos
de las células como resultado de la falta de mecanismos para hacer frente a los radicales
del oxigeno. Esto provocé que se formara un espacio de anoxia en su interior,
observandose la reduccion de sulfato incluso en presencia de muy altas concentraciones

de oxigeno disuelto (0.7£0.5 uM). Con lo anterior expuesto, la sulfato reduccion pudo
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haberse llevado a cabo bajo las condiciones de agitacion en que se realizo el estudio.
Asi también, es posible, debido a la acidez que se mantuvo, con un rango de pH de 5.0 a

5.5, considerado optimo para el crecimiento de bacterias sulfato reductoras.

Ademas de las consideraciones tomadas en cuenta y que han sido expuestas para
la remocidn de zinc de este consorcio, al tratarse de un consorcio microbiano, la accion
de remocidn no solo puede atribuirse a las bacterias sulfato reductoras, sino también al
resto de microorganismos que forman parte del consorcio microbiano I5. A las
concentraciones de zinc ensayadas, a diferencia del consorcio M3, el consorcio 15
reacciond inmediatamente al estar en un ambiente con estrés ocasionado por el zinc,
cuya evidencia se reflejo con las remociones del metal desde la concentracion mds baja
utilizada (5 mg.L™"). El control (en ausencia de zinc) tuvo densidades celulares mayores
que las presentadas en las muestras con zinc, mostrando que a pesar de remover el

metal, provoco una disminucidn en su crecimiento.

En base a los resultados obtenidos, pareceria que los procesos llevados a cabo
por el consorcio I5 podrian haber sido ademds de la sulfato reduccion, la
bioacumulacién y la bioadsorcién. Este ultimo proceso se produciria gracias a las
caracteristicas que presentan las bacterias Gram negativas y las levaduras. Entre los
bacilos Gram negativos que se observaron, podrian estar bacilos del Género Bacillus.
Las especies de Bacillus son Gram positivos cuando se tifien a partir de cultivos jovenes
pero se tornan Gram variables o Gram negativos con el paso del tiempo. (Forbes,

2009).

Mediante espectros de infrarrojo, Linan et al., 2009, determind que levaduras
como Saccharomyces cerevisiae, presenta grupos funcionales amino y carboxilo por lo

que las levaduras habrian podido facilitar la remocion de zinc.

Se ha demostrado también que los grupos fosforilo de los lipopolisacaridos son

los constituyentes de la membrana externa de las bacterias Gram negativas, los que se
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unen a los iones metalicos, ademas de algunos grupos carboxilo que también interactian
con el metal (Sudrez & Reyes, 2002). Con esta informacion, se sugiere que las bacterias
Gram negativas presentes en los consorcios microbianos I5 y M3, tendrian una

membrana externa capaz de atraer al zinc y removerlo.

4.5. Analisis adicional: Microscopia Electronica de Barrido.

La microscopia electronica de barrido ha sido efectiva para observar en alta
resolucion estructuras biolodgicas y una alternativa para conocer las caracteristicas de
microorganismos. En este estudio se pudo observar bacilos en los dos consorcios
microbianos. Moore et al., 2009, mostr6 la eficiencia de tres tecnologias para la
visualizacion cualitativa de las interacciones metal-biomasa, entre ellas la microscopia
electronica de barrido con rayos X, mediante la cual se observo a la levadura

Saccharomyces cerevisiae una vez que removio platino del medio.

Otros autores también han destacado el uso de esta técnica para visualizar la
biomasa microbiana. Fude ef al., 1994, distingui6 los bacilos que formaban parte de un
consorcio bacteriano, causantes de la remocion del metal pesado en estudio. En el 2005,
Zolgharnein, mostré6 mediante microscopia electronica de barrido que las responsables
de la remocion de los metales pesados de aquel estudio fueron bacterias y que ademas,
podian acumular en su interior metales, demostrado mediante analisis de rayos X.
Sethuraman & Balasubramanian, 2010, utilizé esta técnica para estudiar la morfologia
de los biosorbentes: Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter cloacae
en la remocién de un metal pesado.

Como se ha podido ver, el microscopio electronico de barrido ademds de los
beneficios que ya se conocen debido a su alta resolucidon, hacen que se incremente su
importancia al tener incorporado rayos X, con el fin de verificar los procesos de
remocion que en realidad estarian ejecutando los microorganismos, ya sea a nivel
superficial o a nivel intracelular. En este estudio, las micrografias tomadas a los
consorcios microbianos 15 y M3 fueron realizadas sin rayos X, por lo que se pudo

observar unicamente la morfologia de los bacilos en ambos consorcios microbianos.
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES

» La activacion de los consorcios microbianos se evidencid por su capacidad de
remover zinc del medio liquido, la cual fue mejorada cuando al medio de cultivo se

agregd 9 g.L"' de glucosa.
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El consorcio microbiano M3 en un medio liquido con una concentracion microbiana
de 4.8x10° células.mL" fue capaz de remover tres concentraciones de zinc: 5, 8 y

10 mg.L™" en condiciones aerobias, con un promedio de 24.9%.

El consorcio microbiano I5 en un medio liquido con una concentracién microbiana
de 6.6x10° células.mL" fue capaz de remover tres concentraciones de zinc: 5, 8 y

10 mg.L™" en condiciones aerobias, con un promedio de 23.6%.

La remocion de zinc de los dos consorcios microbianos no presentd diferencias
estadisticas significativas, bajo las condiciones de experimentacion llevadas a cabo

en este estudio.
Los consorcios microbianos estudiados mostraron porcentajes de remocion

estadisticamente iguales con 5 mg.L" y 8 mg.L" de zinc, mientras que el porcentaje

de remocion fue diferente con 10 mg.L™" de zinc.

Los consorcios microbianos M3 e IS fueron capaces de sobrevivir al estar en

contacto con 5, 8 y 10 mg.L™" de zinc.

La remocién de zinc se realizd6 en agua sintética, mostrando que los consorcios
microbianos estudiados tendrian un potencial para ser aplicados en el tratamiento de

aguas residuales textiles ecuatorianas, luego del escalado correspondiente.

CAPITULO 6: RECOMENDACIONES

Caracterizar los consorcios microbianos para conocer su interaccion con el zinc.
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Ensayar técnicas de inmovilizacién y remocion de zinc en el medio liquido con los

consorcios microbianos.

Analizar la remocion de zinc con los dos consorcios microbianos a la vez para

evaluar su capacidad de remocion.

Determinar la concentracion de sulfatos en el medio de cultivo antes y después de la

remocion de zinc para verificar si existe sulfato reduccion.

Medir la actividad enzimatica microbiana como valoracion de la toxicidad del zinc.
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ANEXO A: Analisis de zinc por espectrofotometria de absorcion atémica de flama

Condiciones Instrumentales para el analisis de Zn (II) por Absorcidon Atémica:

Lampara de catodo hueco:
Modo de calibracion:
Modo del instrumento:
Unidades de Conc.
Longitud de onda:
Anchura de rendjija:
Corriente de ldmpara:
Combustible:

Oxidante:

Tipo de flama:

Zinc

Concentracion

Absorbancia
mg.L"
213.9 nm

I nm

5 mA
Acetileno
Aire

Oxidante

Preparacién de soluciones estdndar de calibracion:

+ Se utiliza una solucion stock certificada a una concentracién de 1000 mg.L™" de zinc.

* Se prepard una serie de diluciones a partir de la solucién stock para obtener

concentraciones que cubran el rango Optimo de concentracion y asi ser utilizados

como estandares de calibracion al momento del analisis de las muestras problema.

Desempeno del Método:

Rango 6ptimo de trabajo:

Limite de deteccion:

ANEXO B: Ordenanza Municipal del Distrito Metropolitano de Quito (2005) con los

0.05-1 mg.L" para longitud de onda de 213.9 nm.

<0.1 mg.L"

limites méximos permisibles por cuerpo receptor.

Parametros

Expresado como

Unidad

Limite Maximo Permisible

Alcantarillado | Cauce de Agua
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Aceites y grasas AyG mg.L"! 50 30
Aluminio Al mg.L"’ 5 5
Arsénico total As mg.L"! 0,1 0,1
Cadmio Cd mg.L"’ 0,02 0,02
1,5 veces el 4,5 dato
Caudal méximo - L.s' caudal (1) referencial
Cianuro CN- mg.L"! 1 0,1
Remocion >
Coliformes fecales MNP/100mL - 99% (2)
Cobre Cu mg.L"’ 1 1
Cromo hexavalente Cr't mg.L"! 0,5 0,5
Compuestos fendlicos Fenol mg.L"’ 0,2 0,2
Inapreciable en
unidades dilucion: 1/20
Color real color real de color - 3)
Fésforo total P mg.L"! 15 10
Hidrocarburos totales TPH mg.L"’ 20 20
Materia flotante Visible - Ausencia Ausencia
Manganeso Mn mg.L"’ 10 2
Mercurio (total) Hg mg.L"! 0,01 0,005
Niquel Ni mg.L"’ 2 2
Organoclorados totales | Concentracidén mg.L"’ 0,05 0,05
Organofosforados
totales Concentracioén mg.L"’ 0,1 0,1
Plomo Pb mg.L"! 0,5 0,2
Potencial de hidrégeno pH 5-9 5-9
Solidos sedimentables - mL.L" 10 1
Sulfuros S mg.L"’ 1 0,5
Sulfatos SO, mg.L"! 400 1000
Temperatura - °C <40 <35
Tensoactivos MBAS (4) mg.L"! 0,5 0,5
Zinc Zn mg.L"’ 2 2

(1) Caudal promedio horario del sistema de alcantarillado.

(2) Los regulados con descargas de coliformes fecales menores de 3000 quedan excentos de

tratamiento.

(3) La apreciacion del color se estima sobre 10 cm de muestra diluida.

(4) Sustancias activas al azul de metileno.
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