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RESUMEN

Los procesos de produccion relacionados a la
industria textil actualmente son unos de los ge-
neradores de vertimientos con mas altas con-
centraciones de carga organica en el mundo, ya
que los compuestos con los que tifien sus pro-
ductos contienen uno o mas grupos azo, aso-
ciados a elementos del grupo aromatico, lo que
incrementa su problematica en los efluentes,
puesto que pueden convertirse en fuentes toxi-
cas para la salud humana. Por lo cual, se plan-
tea para ello la remocién de un tipo de coloran-
te rojo iris a partir de biorremediacion, tenien-
do en cuenta condiciones Optimas para la adap-
tacion del organismo, a partir de diferentes
muestras y ensayos de adaptacion a la bacteria

Pseudomona fluerences.

PALABRAS CLAVES

Pseudomona fluorescens, aguas Residuales,
biorremediacion, cinética de degradacion,

industria textil.

INTRODUCCION

En los tultimos afios se ha demostrado que
anualmente el uso de colorantes a nivel
mundial por la industria textil es de aproxi-
madamente siete millones de toneladas, lo
cual genera grandes volumenes de agua resi-
dual durante sus procesos, provocando el
aumento de los niveles de carga contaminan-
te y materia organica que pueden variar de
100 a 500 mg/L (Robinson T, 2001), los vo-
limenes de agua a pesar de recircularse en
algunos de sus procesos de tefiido, estampa-
do de telas y limpieza de materias primas, en

su gran mayoria son depurados con sustan-
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cias adiciones tales como colorantes, grasas,
aceites, surfactantes y otros productos quimi-
cos (Kemmer, 1989).

Los colorantes frecuentemente empleados por
las empresas textiles son los azoicos; estos son
un tipo de tintes sintéticos que pueden contener
uno o mas grupos azo y cada enlace general-
mente se encuentra unido a dos grupos aroma-
ticos, usualmente aminas. La degradacion de
los tintes que presentan compuestos azo, se
realiza en dos pasos.

1. Rompimiento del enlace azo

2. Mineralizacion parcial o total de productos
intermediarios.

Tiene entonces gran importancia, debido a que
los productos intermediarios de la gran mayo-
ria de los tintes azo tales como Benzidina, 2-
naflitalamina y otras aminas aromaticas, son
agentes cancerigenos y toxicos para las pobla-
ciones. (Chacon, 2002),

Sin embargo, una opcion viable para tratar es-
tas aguas residuales de los procesos industria-
les, es la biodegradacion de colorantes a partir
de bacterias que reaccionen a enzimas con po-

der reductor y condiciones medioambientales
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especificas con temperaturas entre 30 a 40°C
y pH 7 a 8. Para esto, es importante tener en
cuenta la degradacion con bacilos Gram-
negativos, ya que estos tienen funcionamien-
tos Optimos de acuerdo a las caracteristicas

anteriormente descritas (Portillo, 2017).

Razon por la cual, esta investigacion se
desarrolla con el objeto de analizar los pro-
cesos de degradacion de un colorante tipo
azo en el agua, mediante la accion de la cepa
Pseudomonas fluorescens. Inicialmente de-
terminando la eficiencia de crecimiento de la
bacteria Pseudomonas fluorescens a concen-
traciones de 1.5, 3.0 y 9.0 ppm en colorante,
posteriormente a esto, se evalla la eficiencia
de degradacion de la bacteria teniendo en
cuenta los niveles de acidez y alcalinidad en
el medio, construyendo de esta manera las
curvas sintéticas de degradacion para cada
una de las concentraciones y finalmente
identificar asi las enzimas caracteristicas pa-
ra cada compuesto, de acuerdo a los meca-

nismos probables de degradacion.
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METODOS

La metodologia empleada se realizo a través de
dos fases, con la descripcion de los materiales

utilizados en esta (Barragan, 2006).

FASE I: SELECCION MEDIO IDEAL

1. Crecimiento microbiano: Inicia con la incu-

bacion en agar cetrimide s6lido para el acondi-
cionamiento del crecimiento de la bacteria
Speudomona fluoresences, durante 48 horas a
una temperatura constante de 25°C. (Razo-

Flores, 1997)

2. Pruebas durezas del medio: Se realiza tin-

ciéon de Gram, prueba oxidasa y medio so6lido

Cetrimide.

3. Medios de crecimiento: Los ensayos en me-

dio liquido se llevaron a cabo para cuantificar
el porcentaje de biodegradabilidad del coloran-
te rojo iris y su efecto sobre la degradacion,
con el fin de conocer el perfil de crecimiento y
consumo de sustrato. Estas pruebas se realiza-
ron teniendo en cuenta las siguientes especifi-
caciones del medio: 50ml de medio sales mini-

mas + 0.1% peptona + 1.5ppm colorante rojo
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iris. (Aksu, 2003)

A partir de este medio, se modificaron varia-
bles de pH a 5, 7 y 9 y concentraciones del
colorante rojo iris a 1.5, 3 y 9 ppm; cabe
mencionar que cada muestra se realizd por
duplicado, comparandola con una muestra

control (Garzén Jiménez, 2009).

Adicionalmente, para el control de la acidez
y/o basicidad del medio, se emplea el papel
indicador de pH, mientras que para evaluar
la concentracion Optima de degradacion, se
toman muestras a las tres concentraciones
anteriormente descritas, definiendo asi a la
concentracion optima la de 1.5, a partir de
los resultados dados en ensayos espectrofo-

tomeétricos.

4. Conteo celular: Se realiz6 a partir de 2uLL
de la muestra inoculada extraida con una
pipeta de SuL y posteriormente es vertida en
la placa de cristal de la camara de Neubauer
recubierta por un cristal de cuarzo, finalmen-
te se realiza el conteo por cuadrantes y se
obtiene el calculo final mediante la siguiente

ecuacion. (Moeller, 2016)
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niuners de célulns:25:16: 10,000

Concentracion = numero de cuadrados

FASE II: CINETICAS DE REMOCION

1. Adaptacién en birreactor: A partir de las

condiciones de pH y concentraciéon Optimas
evaluadas anteriormente, se realiza la cinética
de remocion en el fermentador. El ensayo se
evalu6 sobre un medio de 1700ml de medio de
sales minimas + peptona 0.1% + 55ppm colo-
rante rojo iris + adicion de 10ml medio previa-

mente inoculado. (Moeller, 2016)

Posteriormente se incuba a una temperatura de
25°C, y se realiza la lectura cada hora en el es-
pectrofotometro a 450nm durante seis horas
continuas. Para la lectura, se extraec 2ml del
medio contenido en el birreactor y se vierte en
un tubo de Nayen, seguidamente se depositan
en un agitador a 4000rpm durante 20 minutos
determinando asi en cada una de las muestras
la absorbancia y porcentaje de decoloracion
para cada muestra, teniendo en cuenta la si-

guiente ecuacion.
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Cabe mencionar que el fermentador utiliza-
do realiza mezcla completa, el cual se en-
contraba equipado de un agitador con veloci-
dad de agitacion de la muestra de 115rpm y

temperatura media de 27°C.

Por otra parte, para determinar la cantidad de
volumen necesario en el fermentador, se em-
pleo la ecuacion volumétrica.

C,*V,=0C*,
Donde

Vi: Volumen a inocular del pre-cultivo

C,: Concentracion de células en el pre-
Cultivo

V,: Volumen del reactor

C,: Concentracion de células en el biorreac-

tor

(1,4E8 cel/ml) + (1700 mli)

Vi(ml) = .
(ml) (1,5 ppm Colorante)

Obteniendo finalmente que el volumen ino-
culado del cultivo original durante un perio-
do de 48 horas debia de ser 10 ml aproxima-
damente, con el fin de verter al medio en
condiciones ideales, teniendo en cuenta las
condiciones anteriormente descritas en la

degradacion del sustrato (Colorante).
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RESULTADO

. para cada uno de los ensayos realizados en
FASE I: SELECCION MEDIO IDEAL

pH y concentracion del colorante

A continuacion, se presentan los valores dados

Tabla 1 evaluacion de parametros (pH y ppm).

pH Absorbancia Remocion
5 0,057 56,818
7 0,022 83,333
9 0,027 79,545
Concentracion Inicial (ppm) 0.132
Longitud de Onda (nm) 450
Concentracién Absorbancia Remocion
(ppm)
0.5 0,056 56,250
1.5 0,037 71,093
9 0,091 28,906
Concentracion Inicial (ppm) 0.128
Longitud (nm) 450

Fuente: autores

Por otra parte, los resultados obtenidos por ca- fermentador, con el fin de demostrar la re-
da hora de acuerdo a las condiciones éptlmas mocion del colorante a partir de la cepa de

de acondicionamiento del cultivo dentro del estudio.
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Tabla 2 conteo celular y concentracion de OD en relacion con la remocion del colorante

Concentra- Concentra- Porcenta-

Tiempo (H) Cel /ml oD Hora cion Inicial cion Final je Remo-
(ppm) (ppm) cion
08:30:00 a. m. 140000000 91 0 50 47,695 2.305
08:35:00 a. m. 140000000 87,04 2 47,695 42,351 5.344
09:35:00 a. m. 14500000 84,2 4 42,351 36,06 6.291
10:35:00 a. m. 160000 81,52 6 36,06 28,848 7.212
11:35:00 a. m. 150000 72 8 28,848 24,655 4.193
12:35:00 p. m. 120000 60,6 10 24,655 21,548 3.107

01:35:00 p. m. 110000 46,7 12 21,548 18,548 3
Fuente: autores
DISCUSION

absorcion registrada se encuentra en el rango

El uso de la Pseudomonas fluorescens en el
de 1,5 ppm, debido a que la absorbancia Vs.

caldo colorante permite comprender el com-
tiempo ofrece el mejor resultado.

portamiento mediante un medio en pH neutro,
La decoloracion durante la cinética realiza-

generando un porcentaje del 83,3% con una
da, se dio principalmente durante las prime-

absorbancia final del 0,022 frente a una inicial
ras 2 horas. Estos datos concuerdan con los

de 0,132, esto se debe a que la Sp. Fluorecens
reportados por Blanquez y colaboradores

reacciona mejor a condiciones de pH neutro
(2002) Guo y colaboradores (2008), podria

(Castro, 2015). Es decir, posee una estructura
ser atribuida a la accidén de las enzimas oxi-

quimica del colorante rojo azoico, viéndose
dativas como la Lacasa producidas por la

afectado por el pH del medio, influyendo sig-
bacteria, difundida al medio. Estas enzimas

nificativamente sobre las cargas superficiales
permiten la degradacion de compuestos aro-

del absorbente generando influencias sobre la
maticos complejos, entre ellos los colorantes

adsorcion del colorante.

debido a los cortos procesos de 6xido reduc-
Al realizar las pruebas en el caldo colorante a

cioén en poco tiempo; sin embargo, son libe-
diferentes concentraciones (1,5; 3 y 9 ppm), se

radas al medio permitiendo un proceso ex-
determina que la mayor capacidad de
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tracelular.

El crecimiento de células dentro del biorreac-
tor se observa que comienza a descender dras-
ticamente a partir de la tercera hora desde una
poblacion de 1,4E8 a 1,45E7; Sin embargo,
luego se observa que a partir de la hora tres
(3) el crecimiento es constante en relacion a
cada 1,0E1 cel/ml esto se atribuye a que al dis-
minuir la concentracion de peptona que actiia
como fuente de carbono en el caldo, la pobla-
cion bacteriana inicia su proceso de lisis celu-
lar.

Finalmente, se deberia comparar para estudios
proximos la diferencia entre la variacion de los
niveles de absorbancia establecidos(450nm y
60nm) para medir el porcentaje de concentra-

cion para los colorantes.

CONCLUSIONES

La remocion de colorante rojo iris es dptima a
condiciones establecidas a partir de las diferen-
tes comparaciones entre muestras estandares y
muestra patron; sin embargo, para futuras ré-

plicas y/o mejoramientos de la presente inves-
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tigacion, se debe reconsiderar otros pardme-
tros donde el microorganismo tenga que
adaptarse para evaluar su crecimiento y
desarrollo de manera Optima, teniendo en
cuenta parametros como mayores concentra-
ciones de sustrato y acondicionamiento del

medio.
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