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Introduccion

1.1 La industria textil y su impacto en el deterioro del ambiente

La contaminacion de los ambientes acudticos es una de las problematicas
ambientales mas relevantes y preocupantes de nuestra época. La industria textil es una de
las que mas contribuye a este impacto, ya que resulta ser una de las principales fuentes de
contaminacion de reservorios de aguas subterraneas y superficiales, el 17-20% de la
contaminacion del agua es producto del manejo inadecuado de los efluentes textiles
(Sharma et al., 2021). Ademas, la industria textil produce cerca del 10% de las emisiones
de dioxido de carbono (CO-) a nivel global, contribuye a la contaminacidén ocednica por
microplasticos, y a su vez consume 1,5 trillones de litros de agua al afno (Kirsi Niiniméki

et al., 2020).

En la industria textil el proceso de manufactura de las telas consume y a su vez,
desecha grandes volimenes de agua. Por cada 8000 kg de tela, se utilizan alrededor de
1,6 millones de litros de agua cada dia (Mansour ef al.; 2012; Sharma et al., 2021). Una
consecuencia del excesivo consumo de agua por parte de esta industria ha sido por
ejemplo la desaparicion del “Mar Aral” (Figura 1), una laguna ubicada entre el norte de
Kazajistan y el sur de Uzbekistan. Este grave dafio ambiental surgié como resultado del
uso indiscriminado de este cuerpo de agua con el objetivo de irrigar campos de algodon

(Benkhaya et al., 2020).



Agosto 2014

Figura 1: Imagen satelital de la sequia antropogénica del Mar Aral. Fuente: Earth Observatory, National
Aeronautics and Space Administration (NASA).

La produccion textil per cépita se ha exacerbado en el periodo comprendido entre
los afios 1975 a 2018 como producto del consumo excesivo de indumentaria, dando un
aumento de 5,9 kg a 13 kg de prendas por persona. De esta manera, los desechos textiles
alcanzan los 92 millones de toneladas al afio. Este fenémeno de aumento de la produccion
textil se ha denominado como fast fashion, término acufiado para describir la compra
recurrente ¢ impulsiva de productos textiles. De esta manera, el incremento de la
velocidad de produccidn, la alta demanda, la baja en la calidad textil, la precarizacion
laboral y legislaciones laxas en materia ambiental, son factores que contribuyen
diariamente a que los precios de la indumentaria sean bajos, potenciando atin mas este
fenémeno donde se utilizan mas prendas con menos frecuencia (Kirsi Niiniméki et al.,
2020), sumado a ello, gran parte la produccion es descartada sin uso y termina en
vertederos o es incinerada, lo que representa un enorme gasto de recursos y consecuencias
catastroficas para el ambiente y sus habitantes. Como consecuencia, por un lado
observamos basurales clandestinos a cielo abierto, como el situado en el desierto de
Atacama (Chile) (Figura 2) que resulta ser el destino final de alrededor de 59.000
toneladas de prendas, que son depositadas alli cada ano (National Geographic, 2022). Por
otro lado, la grave contaminacién del mar y suelos de la region del Mercado de
Kantamanto en la ciudad de Acra (Ghana). Alli, llegan alrededor de 15 millones de
prendas usadas desde China, Estados Unidos o Europa, que intentan ser aprovechadas por
la poblacion como productos para revender, la problemadtica radica en su baja calidad o

incluso ya se encuentran deterioradas siendo descartadas en enormes basurales a cielo
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abierto, como puede verse en la Figura 3 (BBC, 2021). Asi, el impacto ambiental
generado por la produccion textil se ve reflejado en mayor medida en paises en vias de
desarrollo, donde se asientan estas industrias que operan para los paises desarrollados

(Kirsi Niiniméki et al., 2020).

Figura 2: a. Fotografia del basural de desechos textiles localizado en el desierto de Atacama (Chile). b.
Fotografia aérea del mismo. ¢ y d. Fotografias de prendas sin uso que atn llevan etiquetas. Fuentes:
National Geographic, Diario El Perfil, Diario El Planeta Urbano.

Figura 3: Fotografias de residuos textiles en las ciudades ghanesas de Acra y Kpone respectivamente.
Fuente: EcoAge, The Or Fundation.



De la mano de la problematica ambiental, existe una problematica social alrededor
de la industria textil a nivel mundial. El caso de Bangladesh es uno de los mas
emblematicos. Este pais es uno de los mayores productores textiles del mundo, después
de China, sin embargo, los trabajadores de este rubro perciben menos del salario minimo
fijado por el gobierno bengali. Es por este motivo que la produccion textil se lleva
adelante principalmente en estos paises, pues la mano de obra es muy barata en
comparacion con paises que también son grandes productores como México o Estados
Unidos (BrandedJoy, 2022). Ademas, se han registrado trabajadores que han perdido su
trabajo por negarse realizar horas de labor extra (Mehta, 2020). A nivel regional, en
Argentina el 80% de la produccion de indumentaria de la ciudad y provincia de Buenos
Aires se realiza talleres irregulares tercerizados, con mano de obra en su mayoria

migrante, en condiciones de ilegalidad o informalidad laboral (Caggiano S. 2014).

1.2. Etapas del proceso textil y naturaleza quimica de los colorantes

Existen una serie de pasos previos al proceso de tefiido que tienen como objetivo
preparar las fibras textiles para una mejor absorcion de los colorantes y eliminar
impurezas y colores indeseados en las telas. Estos pasos preparativos fueron descritos por

Carmen et al. (2012) y Kishor et al., (2021), pueden ordenarse de la siguiente manera:

e Encolado: En esta primera etapa se afiaden a las fibras quimicos como el alcohol
polivinilico (PVA), carboximetilcelulosa, almidon, agentes humectantes y
pectinas. Estos agregados tienen la funcion de proveer fuerza a las fibras textiles
y minimizan las roturas que pueden darse en las telas durante todo el proceso de
tratamiento. Estos agregados resultan en un aumento en la demanda quimica y
bioquimica de oxigeno, demanda quimica de oxigeno (DQO) y demanda
biologica de oxigeno (DBO) respectivamente.

e Desencolado: Se remueven los productos agregados en la etapa de encolado. Este
paso es importante para potenciar la capacidad de absorcion de la fibra textil.

e Desencrudado: Aqui se quiere remover impurezas de las fibras textiles usando
soluciones basicas, como el hidroxido de sodio, glicerol, éteres y detergentes con
el objetivo de romper aceites naturales, grasas, ceras y surfactantes y emulsionar

y suspender dichas impurezas.
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e Blanqueado: En este paso se remueven colores indeseados de la fibra usando
quimicos como hipoclorito de sodio, peréxido de hidrogeno, asi también como
cloro, acidos, surfactantes y fosfato de sodio. Estos agentes aumentan la
alcalinidad y las sustancias sélidas en las aguas de desecho.

e Mercerizado: Es un proceso quimico utilizado para aumentar la capacidad de
tefiido, el brillo y la apariencia de las fibras textiles. En este paso, se utilizan
soluciones alcalinas concentradas y luego soluciones acidas.

e Teiiido: En esta etapa se afiaden los colorantes disueltos en un gran volumen de
agua. Dependiendo del proceso de teniido pueden ser agregados agentes quimicos
para mejorar la absorcion del colorante en la tela, tales como metales, sales,
surfactantes, acido acético, urea, almidones, coadyuvante organico, sulfuro y
formaldehido. Durante el enjuague de las telas es donde se produce la pérdida de
colorantes que terminaran en las aguas de desecho produciendo aguas altamente
coloreadas y un aumento de la DBO.

e Acabado: Es el ultimo paso de produccion donde se utilizan diferentes tipos de
quimicos, orgéanicos e inorganicos con el objetivo de proteger la fibra textil de
agresiones fisicas, humedad, luz ultravioleta y actividad microbiana. Algunos de

estos quimicos son suavizantes, retardantes de llama y biocidas.

Con respecto al origen de los colorantes, éste puede ser natural o sintético.
Aquellos que tienen su origen en plantas, animales o minerales se denominan colorantes
naturales, mientras que los colorantes sintéticos son compuestos aromaticos producidos
por sintesis quimica que pueden clasificarse segiin su aplicacion y estructura quimica.
Dichos colorantes contienen en su estructura grupos funcionales capaces de absorber
energia electromagnética dentro del rango visible (400-800 nm), llamados cromoforos,
los cuales son responsables de conferir el color gracias a su estructura cromégeno-
cromoéfora aceptora de electrones. El grupo cromogeno estd constituido por grupos
alifaticos o estructuras aromaticas como anillos de benceno, naftaleno y antraceno. Estos
grupos cumplen un rol importante en la intensidad del color y las diferentes tonalidades,
pero también le dan cardcter de contaminantes recalcitrantes, lo que dificulta su
biodegradacion y requiere que la misma cumpla ciertos pardmetros de pH o ambiente
reductor. Por ejemplo, la anilina se ha descubierto que puede degradarse bajo condiciones

anoxicas. Ademas, el grupo cromdgeno, posee en su estructura grupos capaces de formar
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enlaces covalentes con la fibra textil (Sharma et al., 2021; Benkhaya et al., 2020; De
Almeida et al., 2021). El grupo cromdgeno se une la estructura cromofora, la cual
presenta los dobles enlaces conjugados con electrones deslocalizados. Dichas estructuras
cromoforas poseen configuraciones representadas por grupos azo (-N=N-), etileno
(=C=C=), metino (-CH=), carbonilo (=C=0), carbono- nitrégeno (=C=NH; -CH=N-),
carbono- azufre (=C=S; =CS-S-C=), nitro (-NOy; -NO-OH), nitroso (-N=0; =N-OH) o
quinonas. La presencia de sustituyentes sulfonados contribuyen a la resistencia, a la
degradacion y decoloracion. Otro grupo funcional de gran importancia en los colorantes
sintéticos es el grupo auxocromo, capaz de ionizarse y donar electrones, otorgando al
colorante la capacidad de adhesion y contribuyendo a la intensidad de tefiido de la fibra
textil. Estos grupos auxocromo pueden comprender en su estructura los siguientes grupos:
-NH2 (amino), -COOH (carboxilo), -SO3H (sulfonato) y -OH (hidroxilo) (Chequer et al.,
2013; Carmen et al., 2011; Mehra et al., 2021; Kapoor et al., 2021; De Almeida et al.,
2021).

En particular, en los colorantes sintéticos azo, como se ha mencionado
anteriormente, su principal caracteristica es la presencia del grupo funcional azo (-N=N-
) que une dos radicales que pueden ser arilo o alquilo, simétricos o asimétricos (Sharma
et al.,2021). Estos colorantes resultan ser los mas cominmente hallados en los efluentes
textiles ya que son uno de los mas utilizados y producidos a nivel mundial
(aproximadamente un 70% de los colorantes son azoicos) (B. Montafiez-Barragan et al.,
2019; Benkhaya et al., 2020). Su amplio uso se debe a su bajo costo, comparado con los
pigmentos naturales, y a su diversidad estructural, variedad de colores, su alto coeficiente
de extincion molar, estabilidad, resistencia a la luz y la humedad. Este tipo de colorantes
son aplicados tanto en la industria textil, papelera, farmacéutica y cosmética como
también en aplicaciones de alta tecnologia como pueden ser sistemas Opticos, impresoras
por transferencia térmica, celdas de combustible, celdas solares, terapia fotodinamica e
indicadores metalcromicos. Sumado a ello, debido a su estabilidad fisicoquimica y sus
propiedades Opticas pueden ser usados en cristales liquidos y nanotubos (Chequer ef al.,

2013; Kapoor et al., 2021; Benkhaya et al., 2020).

1.3. Sintesis y clasificacion de colorantes azoicos
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La sintesis de los colorantes azoicos puede ser llevada adelante por medio de la
reduccién de derivados nitroaromaticos en medio alcalino, reduccion de grupos nitrosos
con hidruro de litio y aluminio (AlLiH4), oxidacién de aminas primarias, condensacion
de hidrazinas y quinonas y condensacion de aminas primarias con derivados nitrosos. El
método mas comun de sintesis es la diazotizacion de una amina aromatica primaria, luego
la sal de diazonio obtenida es acoplada a algun nucledfilo como son los grupos amino o

hidroxilo (Benkhaya et al., 2020).

La clasificacion de estos colorantes depende del numero de enlaces azo presentes
en su estructura molecular, monoazo es aquella molécula con la presencia de un solo
enlace azo, luego estan los diazo con dos grupos azo y por ultimo los poliazo, que poseen
tres 0 mas enlaces azo en su molécula (Benkhaya et al., 2020). Un colorante perteneciente
a los monoazo es el Colorante Naranja 5, usado para tefiir acetato de celulosa, poliamidas,
poliéster y poliacrilonitrilo o el Amarillo Acido 17 utilizado para tefiir fibras de lana y
nylon. También, en esta clasificacion se encuentra el Negro Mordiente 17 (Figura 4), un
colorante aromatico mono sulfonado usado a gran escala para tefiir poliamida, un
polimero termoplastico con un grupo amida (-CONH) en su estructura principal. Las

poliamidas alifaticas son mas conocidas como nylon (Benkhaya ef al., 2020; Kausar et

al., 2022).

NH

HO

Figura 4: Estructura molecular del colorante Negro Mordiente 17 (Fuente: Fisher Scientific).

Por un lado, los colorantes diazo a su vez se clasifican en primarios y

secundarios. Para formar un diazo primario se lleva a cabo una reaccion de acoplamiento
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de dos moléculas de acido azoico. Un ejemplo de este tipo de colorantes es el Azul Directo
1 (Figura 5). Por otro lado, los colorantes azoicos secundarios, pueden ser simétricos o
asimétricos, los simétricos suelen sintetizarse como producto de una diazotizacién doble
de una diamina y se acopla a dos grupos idénticos, mientras que los asimétricos, se
sintetizan por acoplamiento de un 4cido aminoazoico y un acoplador fendlico. Como

ejemplo de estos colorantes hallamos el Naranja Directo (Figura 6) (Benkhaya et al.,

2020).
NaO; OCH; H,N  SOsNa
=N H O
N N
o H N=
NaO; NH; HsC Na

Figura 5: Estructura molecular del colorante diazo Azul Directo 1. (Fuente: World Dye Variety).

OH
Ol
Oe NH-CO—QHN—NT\rcoaH
N
HO" N

HO4S

Figura 6: Estructura molecular del colorante Naranja Directo (Fuente: ResearchGate).

Finalmente, los colorantes poliazo suelen caracterizarse por presentar tonalidades
intensas y son usados ampliamente para el tefiido de cuero. Un ejemplo de colorante
poliazo es el Azul Directo 71 (Benkhaya et al., 2020), en la Figura 7 se muestra su

estructura molecular.

Figura 7: Estructura molecular del colorante diazo Azul Directo 71 (Fuente: ResearchGate).
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1.4. Impacto ambiental de los colorantes textiles

Alrededor de 200.000 toneladas de colorantes textiles se descargan en los
efluentes cada afo al no adherirse correctamente a las telas, persistiendo en el ambiente
debido a su alta estabilidad frente a la luz, la temperatura y diversos agentes quimicos.
Ademas, la utilizacioén de agentes resistentes a la degradacion bioldgica en la confeccion
de textiles, especialmente para fibras naturales como el algodon, dificulta ain mas la
biodegradacioén en el ambiente en el cual son dispuestos finalmente dichos efluentes

(Chequer et.al., 2013).

Los efluentes textiles se caracterizan por tener una composicion compleja,
contienen principalmente compuestos orgéanicos recalcitrantes, como los colorantes,
compuestos clorados y productos afiadidos durante el proceso de tefiido como bases y
sales. Estas tltimas se utilizan para potenciar la fijacion de los colorantes a la fibra textil,
resultando en un efluente que puede contener una concentracion de alrededor de 40-100
g/L de NaCl. Estas altas concentraciones salinas contenidas en los efluentes son uno de
los motivos de la inhibicidon del crecimiento microbiano en las mismas. (B. Montafiez-
Barragén et al., 2019; Tian, F ef al., 2021). Como se mencion6 previamente, las aguas
residuales tienen alta DBO, este parametro determina la cantidad de oxigeno requerida
para que se lleve a cabo la degradacion de materia organica por parte de microorganismos.
La DBO aumenta proporcionalmente con la cantidad de materia a degradar disuelta en el
agua de desecho. De esta forma, estas aguas con altas DBO al ser vertidas en los cuerpos
de agua causan contaminacion ya que disminuyen los niveles de oxigeno disuelto, el cual
es utilizado por los microorganismos aerobicos para llevar a cabo sus actividades
metabolicas. También, los efluentes presentan alta DQO, la cual se define como la medida
de todas las sustancias oxidables presentes en las aguas, sean biodegradables o no. Tanto
la DBO como la DQO, cuando son altas se traducen en una disminucion critica de la
concentracion de oxigeno disuelto generando ambientes privados de oxigeno o
anaerobios e impactando en todas las formas de vida aerdbicas en estos ecosistemas
(Rabbi et al., 2018). Otra caracteristica de los efluentes textiles son los altos niveles de
solidos en suspension (SS) y solidos disueltos totales (TDS), parametros que miden la

concentracion de las sales inorganicas, de la materia organica y otros materiales disueltos
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en agua que causan aumentos en la salinidad y la composicion i6nica (Mehra et al., 2021;

Rabbi et al., 2018; D.A. Yaseen et al., 2019).

Ademés, los colorantes son considerados como micro contaminantes ya que se
liberan a muy bajas concentraciones, como lo puede ser una concentracion de 1 ppm
(Sharma et al., 2021). La presencia de colorantes textiles en cuerpos de agua reduce la
penetracion de la luz solar, afectando asi a los organismos fotosintéticos presentes en el
ambiente acuatico. Esto produce la consiguiente deficiencia de oxigeno, asi como la
eutrofizacion por aporte excesivo de compuestos nitrogenados y fosforados, turbidez y
malos olores. Observamos en la Figura 8 la contaminacion provocada por presencia de

colorante rojo de origen textil:

Figura 8: Contaminacion de origen textil en rio de la provincia de Zhejiang, China. (Fuente: Fane, B.

Wastl, 2022. Fotografia: CPF)

Los colorantes al ser compuestos recalcitrantes permanecen intactos en el
ambiente por largos periodos de tiempo, pudiendo llegar a ser transportados hasta
regiones alejadas del sitio donde se produjo el vertido del efluente (Sharma et al., 2021;
Przysta$ et al., 2012; Kapoor et al., 2021) y acumuldndose en sedimentos, resultando
perjudiciales para las comunidades microbianas y vegetales. Los colorantes y sus
productos de degradacion pueden ingresar a las cadenas alimenticias generando una
biomagnificacién tal que los animales en niveles troficos elevados sufren un mayor nivel
de contaminacion comparado con aquellos animales en posiciones inferiores de la cadena

trofica. En este caso, los humanos se ven afectados indirecta o directamente por la
16



acumulacion de los colorantes en el ambiente. Directamente, por ejemplo, al consumir
especies acuaticas contaminadas o plantaciones contaminadas, debido a la irrigaciéon de

suelos de cultivo con aguas contaminadas (Mehra et al., 2021).

Asimismo, se ha reportado que los efluentes textiles tienen efectos toxicos en
plantas, las cuales cumplen un rol muy importante a nivel ecolégico como lo es proveer
un habitat para la vida salvaje, proteger a los suelos de la erosion y proveer de la materia
organica tan necesaria para la fertilidad del suelo (Ogugbue et al., 2011). El impacto de
los colorantes puede ser monitoreado mediante el uso de indicadores naturales como lo
son los organismos fotosintéticos. Usando una serie de especies de algas y plantas
acuaticas que incluyen angiospermas, liquenes y charales, es posible evaluar la
fitotoxicidad de los colorantes y el riesgo ecoldgico que representan. Estos organismos,
son altamente sensibles a los cambios del ambiente en el que estan insertos y al que se
introducen los colorantes, pudiendo reflejar dichos cambios en como se ve afectado su
corto ciclo de vida. Al mismo tiempo, estas especies vegetales son cruciales para el ciclo
de nutrientes, la oxigenacion del agua, proveen refugio y hébitat para otros organismos
acuaticos. Al mismo tiempo, se hallan en diversos habitats, haciendo que este analisis sea

representativo de diferentes ambientes acuaticos (Sharma ef al., 2021).

En esa misma linea, otros organismos afectados por los colorantes son el
fitoplancton, microalgas, microalgas epifitas y bénticas. Estas ltimas; las microalgas,
resultan ser un eslabon de suma importancia ecoldégicamente hablando ya que son las
productoras primarias de los ecosistemas acudticos. La contaminacion, generada por los
colorantes, provoca una alteracion de varios parametros del desarrollo de las microalgas
tales como; la generacion de pigmentos y proteinas, la tasa de crecimiento y el peso seco
de la planta, el nimero de frondas y su contenido de clorofila, un desbalance en la
transferencia trofica de energia y nutrientes. Algunos colorantes azo como Rojo Directo
2, Azul directo 15 y Rojo Congo causan mutaciones a la flora y fauna acuética (Sharma
et al, 2021). Asimismo, se han visto efectos en parametros bioquimicos, fisiologicos e
histologicos de peces. En ellos, se registraron dafios en el ADN y fluctuaciones en el
conteo de células sanguineas, inhibicion quimica de la respiracion y cambios en el

comportamiento (Mehra et al., 2021).

Como se ha descrito, los colorantes azoicos representan un alto riesgo para la salud

ya que estas moléculas o sus productos de degradacion pueden ser toxicos y
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carcinogénicos (Montafiez-Barragan et al., 2019). El 48% de los colorantes azoicos
conocidos generan aminas aromaticas (Benkhaya et al., 2020), las cuales son compuestos
no coloreados generados como producto de la rotura del enlace azo y son conocidas por
ser toxicas y potencialmente carcinogénicas, por lo menos uno de cada ocho agentes
sospechados de provocar cancer en humanos, son aminas aromaticas o compuestos que
derivan en las mismas (Akceylan et al., 2009; Wang et al., 2019). Se cree que las aminas
aromaticas, por accién de enzimas que catalizan reacciones de oxidacion y conjugacion,
dan como productos moléculas electrofilicas que se unen covalentemente a la molécula
de ADN y causan mutaciones y carcinogénesis quimica (Wang et al., 2019). La Union
Europea ha clasificado a 22 las aminas aromadticas conocidas hasta la fecha, como
carcinogénicas de tipo 1A! o B, asi también como agentes mutagénicos de tipo 1B o0 2°
(Cretazz et al., 2019). En ciertos paises se ha llegado a prohibir cerca del 7-8% de los

colorantes azo por su capacidad de desprender aminas aromaticas (Sharma et al., 2021).

De esta forma, si estos colorantes son ingeridos, pueden ser metabolizados a
aminas aromaticas por los microorganismos presentes en la flora intestinal. El higado de
mamiferos produce enzimas que también pueden catalizar la reduccion del enlace azo,
dando como resultado N-hidroxilaminas que pueden provocar dafios al ADN, teniendo
como consecuencia tumores malignos. Los sustituyentes donores de electrones en
posiciones orto y para, aumentan este potencial carcinogénico. Algunos de los colorantes
azoicos mas conocidos y sus productos de degradacion pueden inducir cancer en humanos
y animales, como son la bencidina, el pigmento Negro Mordiente 38, las nitrosaminas,

dimetilaminas y varias anilinas (Carmen ef al., 2011; Chequer ef al., 2013).

En particular, el uso de colorantes de tipo azo ha sido prohibido por la Unién
Europea debido a su relacion con diferentes tipos de cancer y anormalidades
cromosdmicas. Por ejemplo, el colorante Rojo Disperso 1 tiene efectos mutagénicos asi

también como el Rojo Basico 9, que es potencialmente carcindgeno en humanos y es

! Categoria 1: Sustancias de las que se sabe o se considera que inducen mutaciones hereditarias en las
células germinales humanas.
Categoria 1A: Sustancias que se sabe que inducen mutaciones hereditarias en las células germinales
humanas.
2 Categoria 1B: Sustancias de las que se considera que inducen mutaciones hereditarias en las células
germinales humanas.
3 Categoria 2: Sustancias que son motivo de preocupacion porque pueden inducir mutaciones hereditarias
en células germinales humanas.
(Fuente: Instituto Nacional de Salud y Trabajo, Madrid, Espaia)
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ampliamente utilizado en la industria textil, papelera y productora de colorantes (Kapoor

etal., 2021).

1.5 Tratamiento de efluentes textiles

Se ha reportado que muchos microorganismos remueven exitosamente colorantes
azoicos en efluentes sintéticos simulados. Sin embargo, varios estudios se han llevado a
cabo en condiciones no salinas, lo que dista de las caracteristicas reales de un efluente
textil (B. Montanez-Barragan et al., 2019), que como se ha mencionado, posee una

concentracion salina de por lo menos 40 g/L.

Para el tratamiento de estas aguas de desecho son ampliamente utilizados los
métodos fisicoquimicos, como la aplicacion de ozono, perdxido de hidrégeno, luz
ultravioleta, o una combinacion de varios métodos, asi como también, métodos de
adsorcion con carbon activado, electrocoagulacion, floculacion, intercambio i6nico,
filtracion por membrana, y 6smosis reversa. No obstante, son métodos costosos, de
limitada aplicacion, que generan contaminacion secundaria y producen desechos dificiles
de descartar (Mansour et al., 2012; Przysta$ et al., 2012; Forgacs et al, 2004). Por
ejemplo, los soportes de carbon son excelentes adsorbentes pero su preparacion es muy
costosa energéticamente y se ve reflejado en su precio. Ademas, se necesitan grandes
cantidades de adsorbente de carbon para la remocion de colorantes en grandes volumenes
de efluentes. Otro método muy utilizado para la adsorcion de colorantes, son los soportes
inorganicos y organicos, siendo estos ultimos mas beneficiosos ya que, suelen provenir
de fuentes renovables y son desechos sin valor comercial, producto de otros procesos
industriales. Sin embargo, este tipo de adsorcion es inespecifica y otros componentes de
las aguas de residuos son captadas compitiendo con los colorantes por los sitios de
adsorcion. Sumado a ello, el colorante solo es adsorbido en la superficie del soporte sin
que cambie su estructura quimica siendo un problema posterior el descarte adecuado del
colorante una vez que el soporte es regenerado (Forgacs ef al., 2004). Por este motivo, se
ha puesto atencion a los métodos bioldgicos por su bajo costo, por ser una soluciéon mas
sustentable ya que se produce menor cantidad de lodos y de productos secundarios toxicos

(Kapoor et al., 2021).
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Existen tres fendmenos por los cuales se produce la remocién de colorantes por
medios biologicos: por biosorcion en la biomasa, por bioacumulacion o por
biodegradacion. En el caso de la biosorcidon y la bioacumulacion, los colorantes son
atrapados en la matriz del adsorbente, es decir, en la biomasa, de forma pasiva y activa,
respectivamente. En estos casos no se produce una transformacion de la molécula.
Mientras que en la biodegradacion se produce la rotura enzimatica de la estructura
molecular del colorante, resultando en la decoloracion del medio acuoso. Si esta
biodegradacion tiene como productos compuestos de bajo peso molecular como agua
(H20), CO2 y amoniaco (NH3), el proceso es conocido como mineralizacion. La
biodegradacion puede considerarse como el mas eficaz en comparacion al primero,
teniendo en cuenta que no es necesario aplicar un tratamiento posterior de desorcion de

los colorantes o disposicion de la biomasa (Przystas ef al., 2012; Ruscasso et al., 2020).

En el caso de la degradacion de los colorantes azoicos, existen diferentes
microorganismos capaces de llevarla a citados en Kappor et al. (2021), tales como los

hongos, bacterias y levaduras que se detallaran a continuacion.

Los hongos son uno de los microorganismos seleccionados para el tratamiento de
efluentes textiles, el mecanismo de remocion de los colorantes es por biosorciéon o
biodegradacion. Estos organismos tienen estabilidad quimica frente a condiciones acidas
o alcalinas, buena estabilidad estructural y, ademas, los hongos macroscopicos tienen una
estructura rigida que potencia las propiedades de biosorcion. Ciertas especies de hongos
microscopicos han probado ser mas eficientes en la remocion de colorantes que el carbon
activado y hasta pueden llevar a cabo la completa mineralizacion de este. Los hongos
filamentosos producen enzimas oxidantes que pueden degradar los colorantes azoicos.
Sin embargo, el proceso se lleva a cabo en fase estacionaria precisando largos tiempos de
tratamiento, aumentando la probabilidad de contaminaciéon. Dos ejemplos de hongos

utilizados son: Cunninghamella elegans y Trametes versicolor (Kappor et al.,2021).

También se han reportado bacterias adaptadas a variaciones de diversos
parametros ambientales como son concentracion de oxigeno (O2), pH y temperatura, que
son capaces de degradar colorantes azoicos y su eficiencia varia si las condiciones son
aerobias o anaerobias. Algunas cepas reportadas son Geobacillus stearothemophilus,
Pseudomonas luteola y Sphingomonas paucimobilis. También, se ha reportado a

Pseudomonas putida la cual pudo decolorar aguas de desecho textil hasta en un 68,6%
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luego de 24h de incubacion en condiciones aerdbicas. Siendo comparable este resultado,
con los procesos de tratamiento convencionales que llegan a reducir el color sélo en un
34,5% (Mansour et al., 2012). Los consorcios de bacterias han llevado a la completa
degradacion o alta mineralizacion de colorantes comparandolas con tratamientos de un
solo microorganismo, ya que las reacciones enzimaticas combinadas aumentan la
eficiencia de degradacion. Ademas, los consorcios se adaptan a las condiciones de
tratamiento y metabolizan compuestos toxicos en compuestos menos peligrosos (Kappor

et al.,2021).

Las levaduras son ampliamente utilizadas para la remocion de colorantes azoicos.
Estos microorganismos pueden decolorar soluciones contaminadas con colorantes ya sea
por adsorcion o degradacion enzimatica asociada al crecimiento. Tal es el caso de
Candida tropicalis, que presentd una bioacumulacion del 94% del pigmento Azul de
Remazol 718 y 44% para el pigmento Rojo Reactivo 701 (G. Dénmez et al., 2002); y a
Trichosporon akiyoshidainum que alcanz6 una adsorcion del 63% para el colorante Azul
de Remazol 199 y un 90% para Rojo Reactivo 168 (H.F. Pajot et al., 2007). Otras
levaduras que presentaron buenos resultados de remocion fueron Candida sake 41E,
Leucosporidium muscorum F20A y Cystofilobasidium infirmominiatum F13E, estudiadas
por Ruscasso ef al. (2022), donde una serie de levaduras adaptadas al frio aisladas de la
isla King George, Antartida, obtuvieron porcentajes de remocion de un 81% del colorante

RB-5 y un 56% para el colorante NR-16.

De este modo, las levaduras presentan ciertas ventajas frente a los hongos
filamentosos y las bacterias, por su velocidad de crecimiento comparable a las bacterias
y su capacidad de resistir condiciones desfavorables de crecimiento como lo logran los

hongos (Ruscasso et al., 2022).

El uso de microorganismos modificados genéticamente es otra opcion viable para
el tratamiento de colorantes, ya que algunos de éstos suelen ser resistentes a la
degradacion natural por medio de métodos biologicos. Sumado a esto, algunas enzimas
bacterianas son inactivadas por ciertas moléculas de los colorantes azo. De esta manera,
las modificaciones genéticas permiten una mayor tasa de degradacion y estabilidad. Asi,
por ejemplo, el gen de la azoreductasa azoK aislado de la bacteria Klebsiella pneumoniae
que luego fue expresado en Escherichia coli DH5a y finalmente se us6 una cepa E. coli

recombinante para degradar el colorante Naranja de Metilo (Kapoor et al., 2021).
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Por ultimo, el método de inmovilizacion de células ha sido aplicado para la
remocion de colorantes. Este método se basa en la adhesion de los microorganismos a la
superficie de un material poroso. Una ventaja de los soportes de células es que proveen
un ambiente mas seguro frente a las alteraciones de temperatura, pH o la exposicion a
quimicos toxicos dandole a los cultivos mas estabilidad que aquellos cultivos de células
libres. También las enzimas pueden ser inmovilizadas, una técnica altamente amigable
con el ambiente. Se ha reportado la remocién de hasta un 77% del colorante Negro Acido
172 por parte de lacasas inmovilizada de Trametes pubescens y un 96% para el colorante

Rojo Congo por parte de lacasas de T. versicolor (Kapoor et al., 2021).

En conclusion, existen diversos métodos bioldgicos como alternativas posibles
para el tratamiento de efluentes textiles, la ventaja de esta diversidad radica en la
posibilidad de evaluar qué tipo de organismo es idoneo para adaptarse a las diferentes

caracteristicas de los efluentes que se quieran tratar.

1.6. Posibles mecanismos de degradacion de los colorantes azoicos

El mecanismo por el cual se inicia la degradacion de los colorantes azoicos es la
ruptura del enlace -N=N-, la cual puede llevarse a cabo por enzimas producidas por
microorganismos como la azoreductasa, lacasa, peroxidasa u oxidasa (Kapoor et al.,
2021). Dicha actividad enzimatica, en el caso de las azoreductasas por ejemplo, puede
efectuarse si la enzima entra en contacto directamente con la molécula del colorante o
indirectamente gracias a la asistencia de cofactores e intermediarios como son las
coenzimas dinucle6tido de flavina y adenina (FADH), nicotinamida adenina dinucle6tido
(NADPH) y Nicotinamida-Adenina Dinucledtido fosfato (NADH) que llevan a cabo la
transferencia de dos electrones desde la enzima hacia el enlace azo presente en la
molécula del colorante. De esta forma, las coenzimas cumplen el rol de intermediarios,
facilitando y acelerando la transferencia de electrones. En su forma oxidada (NAD",
NADP" y FAD) reciben los electrones de la azoreductasa, reduciéndose. Luego estos
electrones son transferidos al enlace de la molécula del colorante de manera que las
coenzimas son reoxidadas. En la Figura 9, se describe esquematicamente el mecanismo
por el cual se produce la rotura del enlace azo por accion de las azoreductasas bacterianas

(Lellis et al., 2019; Kapoor et al., 2021).
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Donor de e- Deshidrogenasa oxidacion

Figura 9: Esquema en el que se observa como las coenzimas en su forma oxidada aceptan los electrones
desde la azoreductasa y pasan a su forma reducida, las cuales son luego reoxidadas cuando donan esos
electrones aceptados a las moléculas del colorante, donde atacaran nucleofilicamente el enlace azo (Lellis

et al., 2019; Kapoor et al., 2021).

Las azoreductasas provenientes de microorganismos anaerobios son sensibles al
oxigeno. Cuando la enzima se encuentra en presencia de oxigeno, éste compite con la
molécula del colorante provocando que la coenzima sea oxidada en lugar del enlace
azoico, interrumpiendo asi la transferencia de electrones hacia el enlace azo y, por lo
tanto, impidiendo también la ruptura reductiva del mismo. De esta manera, como las
azoreductasas de los microorganismos aerobicos son resistentes al oxigeno, su actividad
no se ve afectada. A partir de la transferencia de electrones al enlace -N=N- del colorante,
¢éste se debilita hasta romperse. Producto de esta ruptura, se forman aminas aromaticas
carentes de color que podrian ser metabolizadas posteriormente por procesos aerobicos o

microaerdfilos (Lellis et al., 2019; Kapoor et al., 2021; Misal et al., 2018).

Asimismo, la enzima lacasa es producida principalmente por cultivos fungicos y

vegetales. El mecanismo por el cual las lacasas degradan los colorantes azoicos se
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compone de una cadena de pasos: en primer lugar, se produce la oxidacién del grupo
fenolico del colorante azoico dando el radical fenoxilo que es oxidado consecutivamente
al ion carbonilo. Luego, este ion es atacado nucleofilicamente por el ion hidroxilo (OH")
para producir nitrohidrazinas y naftoquinonas que posteriormente, por accion de radicales
libres del oxigeno, se remueve el N> de la nitrohidrazina dando como producto
nitrobenceno. Este ultimo compuesto es hidrolizado para formar nitrobenceno y

nitrofenol (Kapoor et al., 2021).

1.7 Un analisis cientifico y social

Si bien la gestion inadecuada de efluentes textiles ha tenido y tiene grandes
consecuencias en el ambiente y también generan efectos negativos a nivel social cuando
se vulneran los derechos de los trabajadores de este rubro, la industria textil puede ser
profundamente enriquecida si se llevaran adelante practicas responsables en materia

ambiental y laboral.

El objetivo del presente trabajo es el desarrollo de una alternativa viable frente a
un desafio existente, como lo es el tratamiento de colorantes textiles, pero también es de
suma importancia tener en cuenta que la tarea cientifica no solo radica en desarrollar
soluciones sino también en realizar un andlisis social y una contextualizacion de las

problemadticas ambientales.
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Objetivos

2.1 Objetivos Generales:

El presente trabajo tiene como objetivo el desarrollo de una estrategia de
tratamiento bioldgico para efluentes textiles como una alternativa sustentable frente a los
tratamientos fisicoquimicos, que sea amigable con el medio ambiente y suponga un bajo

costo econdomico.

2.2 Objetivos Especificos:
e Analizar la remocion de los colorantes textiles Violeta Reactivo 5 y Naranja
Reactivo 16 por parte de la levadura antartica Leucosporidium muscorum F20A.
e Analizar la cinética de remocion de los colorantes a escala Erlenmeyer.
e Analizar la cinética de remocion de los colorantes a escala biorreactores tipo
tanque agitado.
e Realizar un ensayo de fitotoxicidad con los productos de remocion presentes en

el medio de cultivo.
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Materiales y métodos

3.1 Microorganismo

Leuscoporidium muscorum F20A (KU659533) es una levadura de origen antartico
que, en estudios previos de bioprospeccion, demostro la capacidad de remover colorantes
azoicos de placas con el medio de cultivo Normal decolorization media (NDM) (Tabla
1) (Ruscasso et al., 2022) suplementado con 100 ppm de diferentes colorantes: Negro
Reactivo 5, Naranja Reactivo 16, Azul Reactivo 19 y Azul Acido 74. L. muscorum F20A
es objeto de estudio en el presente trabajo. La cepa se encuentra formando parte de la
coleccion de levaduras adaptadas al frio del Centro de Investigacion y Desarrollo en
Fermentaciones Industriales (CINDEFI), conservada a -20°C en glicerol. Para cada
ensayo se procedera a su activacion mediante la realizacion de un cultivo liquido en

medio NDM por 72 h.

Tabla 1: Composicion quimica del medio de cultivo Normal Decolorization Media (Ruscasso et al., 2021).

Normal Decolorization Media
Sustrato Concentracion (g/L)
KH>PO, 5
MgSO4 0,5
CaCl, 0,13
Extracto de Levadura 2,5
Urea 2,25
Glucosa 20

3.2 Colorantes textiles

Se utilizaron los colorantes modelos: Rojo Reactivo 141 (RR-141), Amarillo
Reactivo 84 (AR-84), Verde Reactivol9 (VR-19), Naranja Reactivo 16 (NR-16) y
Violeta Reactivo 5 (VR-5). En la tabla 2 se encuentran detallados para cada colorante el
peso molecular, la longitud de onda de absorbancia maxima y la clasificacion
fisicoquimica. Estos colorantes fueron gentilmente donados por la empresa ALCONIC
SRL.

Ademas, se utiliz6 una muestra de efluente textil real, donada por una industria
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textil ubicada en la localidad de Lujan (provincia de Buenos Aires). La cual vierte sus

efluentes tratados por un sistema de lodos convencional al rio Lujan, perteneciente a la

cuenca del Plata.

Tabla 2: Tabla informativa de colorantes utilizados en el presente trabajo. (PubChem; ResearchGate;

Senasu et al., 2017; Barka et al., 2011: Razali et al., 2018; Sane et al., 2018; Gomes et al., 2011; Cabansag
etal., 2013)

A maxima
Colorante Clasificacion de Peso Molecular
absorbancia
o N N N:LN o
T .
ws. . b ; - Diazo 543 nm 1774,19 g/mol
Rojo Reactivo 141 (RR-141)
SO,Na
SO,Na X
oG

O sona NHCONH, T Monoazo 226nm 1628,22 g/mol

' . : Cl

Amarillo Reactivo 84 (AR-84)

H 0y ONa NaO_ H 3
(IYNY)— 5§9 on \6_, .\\E,_\Y
w? Y YT Yoo
T g i jsse “\@/5\‘0 Diazo 640nm 1418,84 g/mol
0 NaO & ToNa
Verde Reactivo 19 (VR-19)
H
N—COCH,
HO =
D s—@-r&’N Monoazo 495nm 617,54 g/mol
3 2LHL02 NaO.S

Naranja Reactivo- 16 (NR-16)
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Violeta Reactivo-5 (VR-5)

3.3 Decoloracion en medio liquido
3.3.1 Ensayo de Screening en medio liquido

El objetivo de este ensayo fue estudiar la capacidad de remover colorantes azo por
parte de la levadura en estudio utilizando tres concentraciones de glucosa: 20, 30, 40 g/L,
con el fin de evaluar la concentracion 6ptima de la fuente de carbono. El ensayo se llevo
a cabo utilizando Erlenmeyers de 100 ml con 20 ml de medio de cultivo NDM a pH 6,
con una concentracion de cada colorante de 100 ppm, inoculados con un cultivo overnight
de L. muscorum F20A. A modo control, se realizo un cultivo bidtico conteniendo el medio
NDM y el inoculo de levadura, sin la adicion de colorante. Este control permitié comparar
cualitativamente los cultivos decolorados con el cultivo sin adicion de colorante. Los

cultivos fueron incubados a 20 + 2 °C de temperatura y con una agitacion de 150 rpm.

3.3.2 Ensayo de Cinética de remocion de los colorantes VR-5, NR-16 y una mezcla
de ambos

Con el objetivo de estudiar la cinética de remocién de los colorantes se realizd un
cultivo en medio liquido utilizando Erlenmeyers de 250 ml conteniendo 50 ml de medio
NDM, a pH 6 y con una concentracion final de 100 ppm del colorante VR-5, el NR-16 o
la mezcla de ambos. Para dar inicio al ensayo se inocul6 el medio de cultivo estéril con
la levadura proveniente de un inodculo overnight y se incubd a 20 + 2 °C de temperatura
y a 150 rpm por 48 h. Adicionalmente, se realizd el control bidtico, para analizar el
crecimiento de la levadura sin el agregado del colorante textil, y un control abiotico,
conteniendo medio de cultivo y colorante sin el agregado de la levadura, con el objetivo
de asegurar que la decoloracion del medio de cultivo es producto del metabolismo de la

levadura y no intervienen factores fisicoquimicos.
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Se tomaron muestras diarias con intervalos de 2h entre ellas, en condiciones de
esterilidad. Se coloco una alicuota de la muestra en un Eppendorf de 1 ml y se centrifugd
durante 10 min a 13000 rpm. De esta manera, todos los restos celulares quedan retenidos
en forma de pellet, pudiendo separar asi el sobrenadante por trasvasado. Este
posteriormente se coloca en la cubeta del espectrofotometro y se mide la absorbancia a la
longitud de onda méaxima de los colorantes en estudio, 560nm para el colorante VR-5,
440nm y 495nm para NR-16 y para la mezcla se ambos se midi6 la absorbancia a las 3
longitudes de onda mencionadas. El porcentaje de remocion fue calculado con la
siguiente ecuacion:

(A, — A) x 100
Ag

% remocion =

Ecuacion 1: Formula utilizada para determinar el porcentaje de remocion en el medio de cultivo
(Manogaran et al., 2021).

Donde Ao es la absorbancia inicial del medio suplementado con el colorante y A
es la absorbancia a cierto tiempo (t), correspondiente al tiempo en que se ha tomado la
muestra. Se utilizé un espectrofotometro UV-visible (T60, PG instruments UK, Figura
10) para llevar a cabo un analisis espectral de cada muestra y obtener las absorbancias
anteriormente nombradas que permitieron calcular la desaparicion del colorante en el

medio de cultivo.

Figura 10: Espectrofotometro de UV-visible utilizado en la experiencia.

Ademas del porcentaje de remocion, con el dato de la absorbancia determinamos
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la concentracion de colorante remanente en cada muestra tomada. Para realizar este
calculo se debe armar una curva de calibracion que relacione la concentracion del
colorante con su correspondiente medida de absorbancia teniendo en cuenta la
contribucion de la absorbancia del medio de cultivo a la longitud de onda que absorbe el
colorante estudiado. Considerando que la curva de calibracion es una ecuacion lineal, de
la forma “y=a+bx”, y que tanto la pendiente (a) y la ordenada al origen (b) formaran parte
de la ecuacion que permite realizar este calculo. De esta forma, podemos representar la
ecuacion que determina la concentracion remanente de colorante a cualquier tiempo “t”

de la siguiente manera:

(Amuestra - Abiético)
pendiente

ppm = — ordenada al origen

Ecuacion 2: Concentracion de colorante remanente en cada muestra (Harris, D.C. 2003)

Por ultimo, se llevo a cabo un barrido espectral en un rango de absorbancias desde
200-800 nm a distintos tiempos de decoloracion (tiempo inicial, intermedio y final) con
el objetivo de detectar, por un lado, la aparicion de aminas aromaticas, las cuales
presentan absorcion en la region ultravioleta y, por otro lado, la desaparicion del pico de
absorbancia en el rango visible correspondiente a la desaparicion del colorante textil

(Manu et al., 2002).

A continuacién, se muestra un esquema del protocolo seguido en las

determinaciones espectrofotométricas mencionadas (Figura 11).
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I I \ II‘
Toma de Centrifugacién de Sobrenadante se somete
muestra en la muestra 10 min a espectrofotometria de
esterilidad a 13000rpm UW-visible

k440, 495 para NR-16
A560 para VR-5

Figura 11: Esquema que representa el protocolo seguido para la determinacion de la absorbancia de NR-
16 y VR-5 y de la mezcla de ambos colorantes. mencionar

Para llevar a cabo un monitoreo del crecimiento de L. muscorum F20A se midi6
la densidad optica a 600 nm (DOeoo) a las muestras tomadas (Al-Tohamy et al., 2020).
Con estos datos se realizaron curvas de crecimiento representando DOsoo en funcion del
tiempo. Sumado a ello, para determinar la concentracion de biomasa formada se utilizd
el método gravimétrico de peso seco (Rosu et al.,2018), en el cual se tomaron 10 ml de
muestra y se centrifugaron durante 10 min a 12000 rpm. Luego, el pellet de células
obtenido se resuspendid en un minimo volumen de agua destilada y trasvasé a un frasco
pesado previamente y fue llevado a estufa a 105°C con el objetivo de eliminar por
evaporacion el contenido liquido hasta peso constante. Por diferencia gravimétrica del
peso del frasco secado en estufa menos el peso del frasco previo al agregado de la
disolucion resuspendida, se determind la concentracion de biomasa en g/L utilizando la

siguiente ecuacion:

1L

Biomasa(g/L) = (Peso Frascogiomasa — P€So Frascoygcio)x (m)

Ecuacion 3: Expresion para la determinacion de biomasa en g/L por método gravimétrico de peso seco.

En la Figura 12 se esquematiza el protocolo seguido para cuantificar el
crecimiento microbiano:
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Centrifugacién Resuspension Secado en estufa para la
10min de precipitado determinacién de peso seco
12000rpm

Figura 12: Esquema que representa el protocolo seguido para la determinacion de biomasa por métodos
opticos y métodos gravimétricos de peso seco

Finalmente, a partir de los datos de densidad optica (DO) o el calculo de
concentracion de biomasa (g/L), se pudo determinar la velocidad méaxima de crecimiento
(umax, ). Dicha velocidad de crecimiento fue calculada a partir de la ecuacion 4, la cual
representa el cambio instantdneo del numero de células durante el crecimiento

microbiano, reflejado en la DO (Hall et al., 2013):

dN

dt
Ecuaciéon 4: Donde N es el nimero de c€lulas en un tiempo “t” y p representa la tasa constante de
crecimiento.

uN

De esta manera, operando algebraicamente e integrando desde un tiempo t=0 a
cierto tiempo t, se obtiene la ecuacion 5 que representa graficamente el crecimiento

microbiano durante la fase exponencial esquematizada en la Figura 13 (Hall et al., 2013).

o (t — t0)
n—= -

No  *
Ecuacién 5: Ecuacion lineal que representa el crecimiento microbiano.

En la clésica curva de crecimiento microbiano se identifican tres fases: Fase de
latencia o Fase Lag donde las células no se replican, sino que se adaptan al nuevo
ambiente y se caracteriza por una velocidad de crecimiento nula (u=0), luego, esta fase
es seguida por la fase exponencial donde p toma un valor constante mayor a cero y la
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poblacion microbiana aumenta exponencialmente con el tiempo. Posteriormente, se
alcanza la fase estacionaria donde la tasa de crecimiento es nula, es decir p=0 nuevamente,
ya sea por agotamiento de recursos o acumulacion de metabolitos de desecho (Buchanan

etal., 1997; Hall et al., 2013).

Fase estacionaria

\ Fase de muerte

ln X, l—m—m—m—m—mM—mM— M— — —

Fase exponencial

Ln X

Fase lag
Ln X,

L tiempo

Figura 13: a. Grafica que describe el crecimiento microbiano a partir de la medida de DO en funcion del
tiempo, (Buchanan ef al 1997; Hall et al., 2013; Ruscasso, 2018).

3.3.3 Influencia del NaCl en el proceso de remocion

Tal como se menciond en la introduccion, los efluentes textiles presentan altas
concentraciones salinas, por lo que se estudio si una concentracion de 10 g/L de NaCl
afecta a la remocion de los colorantes NR-16, VR-5 y su mezcla en el medio NDM. Con
el objetivo de determinar si el crecimiento de la levadura se ve afectado por la
concentracion de NaCl, se utilizé el mismo protocolo para realizar los cultivos y toma de

muestras.
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3.3.4 Estudio de la cinética de remocion con otras fuentes de carbono y energia

Con la finalidad de analizar otras fuentes de carbono que pueda usar la levadura
se realizé un ensayo de remocion de los colorantes NR-16, VR-5 y una mezcla de ambos
con el medio NDM con NaCL suplementado con 40g/L de glicerol o 20g/L de almidon

como reemplazo de la glucosa.

Se aplicaron los protocolos de analisis detallados en las Figuras 11 y 12, para el

estudio de la decoloracion y el crecimiento microbiano respectivamente.

3.3.5 Ensayo de Cinética de Remocion del Efluente Textil

Se puso en practica la capacidad de L. muscorum F20A para llevar a cabo la
remocion de un efluente textil real que cuenta con una composicion mixta de colorantes
y demas quimicos que puedan encontrarse en condiciones normales en aguas de desecho

textiles.

En esta experiencia se adiciono, a la muestra de efluente real, las sales del medio
NDM vy sé filtr6é la muestra con filtro de 0,22 um. Luego, se agreg6 la solucion liquida
estéril de urea y se analiz6 el crecimiento microbiano mediante la toma de muestras con
el procedimiento antes mencionado. El andlisis de la remocion se realizd por
espectroscopia UV-visible aplicada a muestras de diferentes tiempos de cultivo: inicial,
intermedio y final; donde se observo la disminucion en la intensidad o desaparicion de la
absorbancia en el rango visible del espectro, correspondiente a la remocion de los

colorantes presentes en el efluente textil.

3.4 Escalado del estudio de remocion de los colorantes textiles

La cinética de remocion se llevd a cabo en un biorreactor BIOFLO® 310 tipo
tanque agitado de volumen ttil de 1.3L (Figura 14), utilizando como medio de cultivo el
medio NDM, con una concentracion total de 100 ppm de los colorantes NR-16 y VR-5

en partes iguales, es decir, 50 ppm de cada uno.
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Figura 14: Fotografia del biorreactor BIOFLO® 310 utilizado en la experiencia de escalado.

La toma de muestras se realizd en intervalos de tiempo definidos donde se
monitored el pH del cultivo, la temperatura, la velocidad de agitacion (rpm), la
concentracion de los colorantes, el crecimiento de L. muscorum F20A, el flujo de aire que
egresa del biorreactor, el consumo de O, la produccion de CO; y el consumo de glucosa.
Finalmente, parte del sobrenadante colectado fue conservado a -20°C de temperatura para

luego realizar el ensayo de fitotoxicidad.

El tratamiento de las muestras liquidas fue analogo al realizado en la cinética de
remocion a escala Erlenmeyer. Tanto para la determinacion de la concentracion de
colorante en el sobrenadante de la muestra centrifugada como para el analisis del
crecimiento microbiano se utilizd espectrofotometria de UV-Visible y el método

gravimétrico de peso seco.

El ensayo de consumo de glucosa fue llevado a cabo con el Kit Glicemia Wiener
Lab®. El fundamento de esta técnica esta basado en la reaccion de glucosa con oxigeno

Oz y H2O catalizada por la enzima glucosa oxidasa (GOD) para dar 4cido gluconico y
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H>0> que posteriormente reacciona con 4-aminofenazona (4-AF) y 4-hidroxibenzoato,
en una reaccion catalizada por la enzima peroxidasa para dar quinonimina roja que posee
un caracteristico color rosado, el cual evidencia la presencia de glucosa (Visvanathan et
al., 2020). Este ensayo consta de una etapa de construccion de una curva de calibracion
utilizando un patron de glucosa de una concentracion de 1g/L, y un reactivo de glicemia
necesario para llevar a cabo la deteccion de glucosa. Se detallan en la Figura 15, las
reacciones involucradas en la determinacion del consumo de glucosa y en la Figura 16 un

esquema del procedimiento para la construccion de la curva de calibracion:

GOD
glucosa + O, + H,O —————= 4&cido glucénico + H,0
POD
2 H,0, + 4-AF + 4-hidroxibenzoato ——= quinonimina roja

2

Figura 15: Reacciones que se llevan a cabo en el ensayo de consumo de glucosa.

Curva de calibracion

Dilucién 1g/L  0.75g/L 05¢/L 0.25g/L 0g/L

H.0 180pl  185pl  190pl  195upl 200l
Patrén Glucosa 20yl 15pl 10ul Spl Opl
(1g/L)
Reactivo 800ul 800l 800ul  800pl 800pl
Glicemia

Figura 16: Esquema representando las diluciones y volimenes de reactivos en la construccion de la curva
de calibracion.

Luego, se midieron las muestras del biorreactor. Se tomaron 20ul de muestra con
la dilucion correspondiente y se le agregaron 180ul de H,O y 800ul de reactivo de

glicemia, dando inicio de esta manera a la reaccion en un bano a 37°C durante 10 min.
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Posteriormente, se tomaron 300ul de cada muestra para llevarlas a una placa de ELISA y
medir absorbancia en espectrofotometro a 505 nm de longitud de onda. En la Figura 17,

se representa el tratamiento se la muestra para determinar el consumo de glucosa:

+« 180pl de H.0 Bano de Agua a 37°C Lectura por

+ 20pl de Muestra durante10min espectrofotémetro en placa

« 800yl de Reacivo de ELISA a 505nm
Glicemia

Figura 17: Esquema que representa el tratamiento de la muestra en el ensayo de determinacion de consumo
de glucosa.

A partir de la ecuacion de la recta obtenida de la curva de calibracion puede

calcularse la concentracion de glucosa en cada muestra, con la siguiente ecuacion:

Absorbancia — ordenada al origen

Concentracion de Glucosa (%) = pendiente

Ecuacion 6: Ecuacion utilizada para determinar la concentracion de glucosa haciendo uso de la curva de
calibracion y los datos de absorbancia arrojados como resultado del analisis de cada muestra.

Para llevar a cabo la toma de muestras gaseosas se analiz6 el flujo o caudal de aire
que ingreso6 al biorreactor, asi también como la composicion de Oz y CO2 que ingresan y

salen del reactor.

En principio, se midi6 el caudal de aire que ingresé al biorreactor con un
caudalimetro de burbuja (Figura 18), para esto se conectd el caudalimetro con la
manguera de salida de gases del biorreactor. De esta manera, se cronometro el tiempo que

una burbuja de aire tarda en recorrer el volumen conocido del caudalimetro, esta medida
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se realizd por duplicado. Finalmente, teniendo los datos de tanto el tiempo como el

volumen recorrido, se determind el flujo de aire con la ecuacion 7:

Figura 18: Fotografia del caudalimetro de burbuja utilizado.

. (cm3 60 seg x 198.2 cm3
Flujo ( - ) = - -
min tiempo medido

Ecuacion 7: Ecuacion utilizada para determinar el flujo de aire de salida del biorreactor.

Luego, se midi6 la composicion gaseosa a la entrada y salida del biorreactor
utilizando un detector paramagnético de Oz Servomex® Series 1100, mientras que para
cuantificar el CO; se utiliz6 un detector infrarrojo Horiba® Pir 2000 de CO2. Ambos

equipos se pueden ver en las Figuras 19 y 20 respectivamente:
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Figura 20: Detector infrarrojo de CO> Horiba® Pir 2000.

De esta manera, conociendo los porcentajes de O» de entrada y de salida del
biorreactor, se determind la velocidad volumétrica de consumo de oxigeno (rO2) con la

siguiente ecuacion:
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r02 =

F x (XN2)x PT x 60 ( %02 in %02 out )

VLXxRxT 100 - % 02 in 100—-%02 out —%CO02 out

Ecuacion 8: Formula para determinar la velocidad de consumo de O2 conociendo los porcentajes de
salida y entrada de dicho gas del biorreactor. Con XN»=0.79.

Mientras que, conociendo el porcentaje de CO> de salida del biorreactor se pudo
determinar la velocidad de produccion de didxido de carbono (rCO.) utilizando la

ecuacion:

o2 = Fx (XN2)xPTx 60 %CO02 out
rLbe = VLx RxT *\100 = %02 out — % COZ out

Ecuacion 9: Ecuacion que permite calcular la velocidad de produccion de CO2 conociendo el porcentaje
de salida del mismo. Con XN,=0.79.

3.5 Bioensayo de toxicidad con semillas de Lactuca sativa L.

Con el objetivo de evaluar el efecto fitotdxico de los productos generados durante
las cinéticas de degradacion, se realizd un bioensayo estatico de toxicidad aguda en
semillas de L. sativa L. Para realizar esta experiencia se tomaron muestras de las
diferentes etapas del proceso de tratamiento de los colorantes estudiados. Se siguieron los
protocolos reportados por Castillo Morales, G. (2004). Las semillas utilizadas deben
encontrarse libres de pesticidas y fungicidas y poseer un alto poder germinativo, alrededor
de un 90% de germinacion. Ademads, es deseable que las semillas elegidas presentaran

baja variabilidad de elongacion.

En el estudio citado también se menciona que, si bien la especie utilizada no es
representativa de ambientes acuaticos, los resultados del ensayo de fitotoxicidad
obtenidos pueden brindar informacion sobre el potencial efecto contaminante de las
muestras en especies vegetales cercanas a cuerpos de agua contaminados o de semillas y
plantulas en general, ya que el desarrollo primordial de diversas especies de plantas suele
ser similar. En conclusidn, el ensayo llevado a cabo es 1til para evaluar la toxicidad de
compuestos puros o mezclas complejas sobre la germinacion de semillas y el desarrollo
de las plantulas, ya que estos agentes toxicos pueden causar efectos en las primeras fases

de desarrollo vegetal como lo es la inhibicion de la germinacion o tanto inhibir como
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retardar la elongacion de la radicula y el hipocotilo (Figura 21).

Cotiledones

7

Hipocétilo

Radicula

Figura 21: Esquema representativo de los diferentes tejidos de la plantula de L. sativa L.

Para el ensayo se prepararon una serie de placas de Petri de 9 cm de didmetro con
doble papel de filtro Whatman n°1, el mismo se impregno6 con 5 ml de los sobrenadantes
obtenidos en los distintos pasos del proceso de remocién: a tiempo inicial, tiempo
intermedio y tiempo final. Los cuales se utilizaron al 100% y en diluciones de 50%, 25%
y 10%, hechas con agua dura reconstituida y por cuadruplicado. Como control negativo
de toxicidad se utilizé agua reconstituida y como control positivo una soluciéon de ZnSO4
de 500mg/L de concentracion. Luego, se colocaron 20 semillas de L. sativa L. en cada
placa distribuidas uniformemente y se incubaron en oscuridad a 24 + 2°C durante 120 h.
Una vez cumplido ese tiempo, se cuantificaron las semillas germinadas a fin de calcular
el porcentaje de germinacion y se examinaron las caracteristicas generales de las plantulas
que hayan brotado. Se tuvieron en cuenta caracteristicas como ser oscurecimiento o
tonalidades marrones en el tejido vegetal, rasgos atribuidos principalmente a tejidos
necrosados y también modificaciones en vellosidades absorbentes de la radicula y

desarrollo y coloracion de cotiledones.

Posteriormente a la observacion exhaustiva de las plantulas se procedio6 a congelar
las placas de Petri con el objetivo principal de que los brotes adquieran una consistencia
blanda y mas facilmente manipulable a la hora de medirlos. De esta manera, se midio la
longitud de las radiculas e hipocdtilos de cada una de las plantulas y se registraron estas
medidas para un posterior andlisis estadistico realizado por el método Student T-test con
un p< 0.05. En la Figura 22, se esquematiza el protocolo seguido para el ensayo de

fitotoxicidad realizado.
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Tiempo Inicial Tiempo Intermedio Tiempo Final

e ::-*1 - e ww
| sasee g gl
\_\_!_‘_~_‘_}__ - ww LA EE R
Dilucidn: Dilucién: Dilucidn:
« 10% « 10% « 10%
+ 25% = 25% + 25%
4 x4 4
. 50% X . 50% . 50% X
« 100% « 100% « 100%
amaww : : --w
Secen x4 ss3ss
Agua Reconstituida Soluciéon de ZnS0,
Control Negativo de Inhibicion o Controlpositivo de Inhibicién
Blanco
L I
N

Observacion de Plantulas
Medida de elongacion de hipocotilos y radiculas
Célculo del porcentaje de Inhibicién
Calculo de IC50
Calculo del %Gl
Célculo del RGI

Figura 22: Esquema general del ensayo de fitotoxicidad realizado.

Una vez obtenidas las medidas correspondientes, se llevd a cabo el calculo del
promedio y la desviacion estandar de los resultados de cada medida de hipocotilo y
radicula de cada muestra, porcentaje de inhibicion del crecimiento de la radicula

calculado utilizando la ecuacion 10.

%Inhibicion
(media de elongacién radiculag; snco — media de elongacion radiculax>
= ; v P X
media de elongacion radiculag;snco

Ecuacion 10: Formula utilizada para el calculo del porcentaje de inhibicion del crecimiento de radicula de
un ensayo X.

Teniendo los porcentajes de inhibicidn se construy6 una curva de %Inhibicion en
funcioén del logaritmo decimal de la Concentracion de colorante en milimoles (mM). De

modo que a partir de esta curva se pudo determinar el valor de la concentracidon que causo
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el 50% de inhibicidn, es decir, la concentracion inhibitoria que impidié la elongacion de
la radicula en un 50% de las plantulas de L. sativa L (ICso). A su vez, se calcularon el
indice de germinacion (GI%) y el indice de crecimiento relativo (RGI) con las siguientes

formulas (Young et al., 2011; Ruscasso et. al, 2021):

Clop (RLS x GSSx 100)
®~ T RLCxGSC

Ecuacién 11: Formula para calcular el indice de germinacion %GI, donde:
*RLC es la longitud de la radicula del control.

*RLS la diferencia entre la longitud radicular de las muestras y el control.
*GSC: niimero de semillas germinadas del control.

*GSS: nimero de semillas germinadas de las muestras.

RGI RLS
"~ RLC

Ecuacion 12: Formula para calcular el indice de crecimiento relativo.
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Resultados y Discusion

L. muscorum F20A (KU659533) es una levadura psicrotolerante que puede
encontrarse en muestras acuaticas provenientes de glaciares de Noruega, Argentina, el
Archipiélago Artico y la Antartida. Este tipo de levaduras psicrofilas o psicrotolerantes
pueden ser utilizadas en tratamientos a temperatura ambiente sin necesidad de invertir
energia en el termostatizacion del cultivo lo que representa una ventaja frente a otros

métodos de tratamientos mas costosos energéticamente (Ruscasso et al., 2022).

En el trabajo realizado por Ruscasso et al. (2022), se estudid la capacidad de
degradar colorantes textiles por parte de una coleccion de 61 levaduras antarticas de
diferentes muestras terrestres y marinas del suelo de la Isla King George, Antartida. Las
levaduras fueron aisladas y crecidas en el Medio Yeast Extract Peptone Dextrose e
identificadas por Martinez et al. (2016). Dentro de esta coleccion se estudio L. muscorum
F20A, a raiz de estos estudios se pudo confirmar la ausencia de actividad enzimatica
oxidativa en medio s6lido. Sin embargo, se consider6 la posibilidad de que la rotura del
enlace azo se lleve a cabo por enzimas reductasas. Cabe sefialar que la levadura no es
capaz de usar a los colorantes como fuente de carbono, sino que el proceso de remocion
depende de la adicion de una fuente de carbono que la levadura pueda oxidar. Es decir,
la asimilacion de una fuente de carbono provee a la célula del poder reductor necesario

para llevar a cabo la degradacion del colorante textil.

4.1 Resultados de los ensayos en medio liquido

4.1.1 Ensayo de Screening en medio liquido

A partir del ensayo de screening realizado con 100 ppm de diversos colorantes
textiles, la levadura L. muscorum F20A fue capaz de decolorar total o parcialmente en
todos los medios al cabo de 20 horas de cultivo (Figura 23). Como resultado de esta
experiencia, se determind el uso de los colorantes modelos NR-16 y VR-5 para los
estudios posteriores, y el uso de una concentracion de fuente de carbono de 20 g/L, ya
que en dichas condiciones para ambos colorantes se observaron buenos resultados

cualitativos frente a los otros colorantes ensayados.
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Tiempo Inicial 20 horas de cultivo

Figura 23: Fotografia comparativa de los cultivos al tiempo inicial (izquierda), luego de 20h de cultivo
(derecha) y el control compuesto de medio de cultivo NDM e in6culo de levadura. En la presente figura se
visualizan los colorantes: AR-84, NR-16, RR-141 VR-5 y VR-19 (de arriba hacia abajo).

En la literatura, se hallaron reportes de procesos de remocion de los colorantes
estudiados por parte de otros microorganismos. Por ejemplo, podemos mencionar para el
colorante VR-5, el trabajo de Moosvi et al. (2005), donde reportaron la capacidad de un
consorcio bacteriano de decolorar hasta un 94% de 100 ppm iniciales del colorante
después de 37h de cultivo, utilizando 1g/L de glucosa como fuente de carbono. La mayor
eficiencia de remocion se llevo a cabo en condiciones anaerobias y la temperatura 6ptima
fue a los 30°C y un pH de 7 a 8,5. Mientras que, Sayahi et al., (2016) se reportaron un
12% de remocion de 25ppm de VR-5 después de 24h de tratamiento con lacasas
provenientes del hongo Trametes Trogii, al cual, para alcanzar un porcentaje de remocion

mayor en menos tiempo, fue necesario adicionar un sustrato especial como el colorante
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de antraquinona RBBR que suele encontrarse en los efluentes industriales y el 1-
hidroxibenzotriazol (HBT). Tanto el 1- hidroxibenzotriazol (HBT) y la RBBR funcionan
como mediadores redox que facilitan la degradacion de colorantes por parte de las

enzimas lacasas, y potencian la especificidad de dichas enzimas hacia los colorantes.

Por otra parte, para el colorante NR-16, podemos encontrar un trabajo donde
reportaron la capacidad de Pseudomonas aeruginosa de lograr hasta un 87% de remocion
de 50 ppm iniciales luego de 48h de cultivo (Mishra et al., 2020). Por otro lado, en el
trabajo realizado por Rosu et al., (2018) se estudid la remocion del NR-16, utilizando un
cultivo de Pichia kudriavzevii y 30g/L de glucosa como fuente de carbono. En dicho
estudio se reportd un 100% de remocion en 24h de cultivo con una concentracion inicial
de colorante de 50ppm, mientras que al aumentar la concentracion a 400ppm se obtuvo

un 95% de remocion luego de 72h.

Para los demds colorantes utilizados, podemos mencionar el trabajo de do
Nascimento et al., (2013) donde reportaron que Candida rugosa INCQS 71011 removid
100ppm del colorante RR-141 en un 75,60% luego de un tratamiento de 24h. Mientras
que para AR-84, Galactomyces geotrichum MTCC 1360 removio en un 86% dicho
colorante en una concentracion de 50ppm luego de 30h de cultivo (Govindwar et al.,
2014). Finalmente, un estudio reportd para la remocion del colorante VR-19 llevada a
cabo por un consorcio de bacterias obteniendo un 97% de remocion después de 24h de
cultivo a 30°C, un pH de 8,3 y una concentracion inicial del colorante de 100ppm (Das
etal.,2017). En otro estudio realizado por Ruscasso ef al. (2022), se obtuvieron resultados
similares al presente trabajo. Se utilizaron un conjunto de levaduras antarticas para
evaluar la remocion del colorante azo Negro Reactivo-5, teniendo como resultado que al
cabo de 24h de cultivo se registraron porcentajes de remocion de 99,5% para la levadura
Candida sake 41E, 93,6% para Cystofilobasidium infirmominiatum F13E y 93,5% para

Leucosporidium muscorum F20A.

Estos resultados reportados pueden compararse con el desempeio de L. muscorum
F20A obtenido en este ensayo realizado, al coincidir con el alto porcentaje de remocion
alcanzado luego de las 20 horas de cultivo. Ademas, se destacan los beneficios de trabajar
con esta cepa, ya que en el proceso no se encontro la necesidad de termostatizar el cultivo

ni trabajar en condiciones de anaerobiosis.
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4.1.2 Ensayo de Cinética de remocion de los colorantes VR-5, NR-16 y una mezcla
de ambos

4.1.2.1 Remocion VR-5

Se realiz6 la cinética de remocion del colorante VR-5 a fin de determinar el
porcentaje de remocion alcanzado a cada tiempo de cultivo, y la concentracion de
biomasa correspondiente. También, se obtuvo la velocidad méxima de crecimiento de L.

muscorum F20A en dichas condiciones.

Luego de 31h de cultivo se alcanz6 alrededor de un 95% de remocidon con biomasa
final de 12,63 g/L, la velocidad méaxima de crecimiento obtenida fue de p= 0,14 + 0,02h"
I, Aparte, el cultivo bidtico presentd una velocidad de crecimiento de p= 0,15 £ 0,003h!,
lo que sugiere que el crecimiento de L. muscorum F20A no se vio afectado por la
presencia del colorante VR-5 ya que no se encontrd una diferencia significativa entre

ambos valores (ver Figura 24).
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Figura 24: Grafica de DO en funcion del tiempo del cultivo con agregado de VR-5 y el cultivo bidtico.

A partir de la medida de DO y el célculo del porcentaje de remocion en funcion
del tiempo se construyd la curva de la Figura 25, donde se esquematizd como el
porcentaje de remocion aumenté a medida que la levadura creci6. Al igual que lo

mencionado en la seccion anterior, se observé que gran parte de la remocion ocurrid
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durante la fase exponencial, pudiendo suponer que estd ligada al metabolismo de L.
muscorum F20A. Esto ya ha sido previamente reportado, cabe mencionar el trabajo de
Ali, S. et al., (2021) donde estudiaron la remocién del colorante Naranja Acido 7 (NA-7)
por un consorcio de levaduras conformado por Meyerozyma caribbica, M. guilliermondii,
Debaryomyces hansenii y Vanrija humicola, observando que las fuentes de carbono
proveyeron el poder reductor necesario para la rotura del enlace azo presente en los
colorantes; ya que la adicion de glucosa al medio de cultivo mejoro la eficacia de la
degradacion de NA-7 en un 94,18%. Resultados similares se vieron en el trabajo realizado
por Guo, G. et al. (2019), donde encontraron un efecto positivo en la remocion del
colorante acido escarlata GR luego del aumento de la concentracion de glucosa de 0-7g/L
a un cultivo de Galactomyces geotrichum. Asimismo, los resultados reportados por
Rania Al-Tohamy (2023) coinciden con lo mencionado, los autores reportaron que
durante la remocion de colorantes azo suele ser necesario el agregado de fuentes de
carbono como glucosa, fructosa, peptona, extracto de levadura y extracto de malta, o bien
la remocidn se ve potenciada por el agregado de estas. En este ultimo estudio, se reportod
que la maxima remocion del colorante NR-5 fue alcanzada utilizando glucosa de entre las
fuentes de carbono mencionadas. También, se sefala la importancia de los equivalentes
reductores que se originan a partir del metabolismo de las diferentes fuentes de carbono,
dichos equivalentes seran transferidos al colorante para llevar a cabo su reduccion.
Estudios anteriores reportaron resultados similares a los obtenidos en el presente trabajo
para concentraciones de colorantes dentro del rango 100-200 ppm y utilizando glucosa
como fuente de carbono. Lucas et al. (2006), reportd un 100% de porcentaje de remocion
del colorante NR-5 en una concentracion de 200ppm iniciales en 24h, utilizando un
cultivo batch de Candida oleophila en condiciones aerobias. Y, tal como se ha visto para
L. muscorum F20A, la remocion llevada a cabo por C. oleophila fue durante la fase

exponencial del crecimiento de dicho microrganismo.

Asimismo, se han reportado estudios en donde la incorporaciéon de fuentes
organicas de nitrogeno como peptona, extracto de carne, urea y extracto de levadura
ayudan a regenerar a la coenzima NADH, la cual es clave como donor de electrones
durante la reduccion del enlace azo y la consecuente decoloracion del medio (Saravanan

etal., 2022).
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Figura 25: Curva de crecimiento L. muscorum F20A y porcentaje de decoloracion del colorante VR-5.

Ademas, en el presente trabajo se realizé un barrido espectral (Figura 26a), donde
se pudo visualizar la disminucion del pico de absorbancia a 560nm de longitud de onda
como consecuencia de la ruptura del grupo cromdforo, es decir, el enlace azo; dicho pico
corresponde a la longitud maxima de absorcion del colorante VR-5, (sefialada en el
grafico con una flecha en la region visible). Por otro lado, entre las longitudes de onda
comprendidas entre los 200-300nm, se observo la presencia de picos que se atribuyen a
la presencia de benceno sustituido (Ruscasso ef al, 2021), dichos picos no disminuyeron
su intensidad. Por lo tanto, puede suponerse que no ocurri6 una mineralizacion completa
de la molécula del colorante VR-5. A modo comparativo, se observa el barrido espectral
realizado para el cultivo biotico de la Figura 26a, donde los picos comprendidos entre los

200-300nm tienen menor intensidad que en el cultivo con agregado de VR-5.
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Figura 26: a. Barrido espectral de VR-5 tratado con L. muscorum F20A b. Fotografia de las muestras a
diferentes tiempos de cultivo: tiempo inicial (0 horas de cultivo), intermedio (13 horas de cultivo), y final
(15 horas de cultivo), de izquierda a derecha.

4.1.2.2 Remocion NR-16

Por otra parte, de la cinética de remocion del colorante NR-16 se registrdo un
99,66% de remocion a las 23h de cultivo, con una velocidad de crecimiento maxima de
p= 0,16 h'' y una biomasa final de 12,53g/L. En la Figura 27, apreciamos la curva de
crecimiento de la levadura y el porcentaje de remocion a cada tiempo de cultivo y como
esta estuvo ligada al crecimiento de la levadura, tal como se mencion6 previamente. Al
comparar las velocidades de crecimiento del cultivo con agregado del colorante y el
cultivo biotico, se supone que el colorante NR-16, al igual que para el VR-5, no afecto al
crecimiento de la levadura. El cultivo bidtico presentd una velocidad de crecimiento de

u=0,150 + 0,003h "
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Figura 27: Curvas del crecimiento de L. muscorum F20A y porcentaje de remocion del colorante NR-16
en funcion del tiempo.

Por un lado, del barrido UV-Vis realizado, se pudo visualizar la disminucién de
la absorbancia en la longitud de onda méxima de absorcion del colorante NR-16, es decir
a495nm (Figura 28a). La decoloracion del medio de cultivo (Figura 28b) es consecuencia
de la rotura del enlace azo, fendmeno que pudimos observar a través de la disminucion
de la absorbancia en el visible. Por otro lado, visualizamos un pico de absorbancia en la
region de los 388nm que no se visualizdé en el espectro del colorante VR-5, dicha
absorbancia se corresponde a la presencia de anillos aromaticos unidos al grupo azo
(Ruscasso et al., 2021). La disminuciéon en la intensidad de estos picos sugiere la
reduccion de la aromaticidad. A diferencia de los resultados presentados para el colorante
VR-5, pudo verse una disminucion en los picos correspondientes al rango entre los 200-
300nm, lo cual sugiere la reduccion de grupos benceno hasta un valor cercano al barrido
espectral del cultivo biodtico. En el estudio realizado por Rosu ef al. 2018, se reportd que
los picos detectados a 250nm no disminuyeron, lo cual sugeria que la mineralizacion del
colorante no fue completa. Sin embargo, en este trabajo puede verse dicha disminucion
por lo que puede suponerse una mineralizacion, en principio parcial, del colorante NR-
16. Por otro lado, el trabajo realizado por Madhuri ef al., (2019) en donde utilizaron un
cultivo de Enterococcus faecalis, alcanzando un 97,24% de porcentaje de remocion del
NR-16 a las 3,5h a una concentracion inicial de 50ppm, en condiciones estaticas a 37°C,

detectaron la desaparicion total del pico de absorbancia a 495nm y la aparicion de un pico
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a 302nm, que podria indicar la produccion de aminas aromadticas producto de la

biodegradacion del colorante (Ong et al., 2012).
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Figura 28: Barrido espectral de NR-16 tratado con L. muscorum F20A4 b. Fotografia de las muestras a
diferentes tiempos de cultivo: tiempo inicial, intermedio y final, de izquierda a derecha.

4.1.2.3 Remocion de la mezcla de VR-5 y NR-16

Con el objetivo de recrear un entorno similar a un efluente textil, se puso a prueba
el crecimiento de L. muscorum F20A en un cultivo con el agregado de una mezcla de los
colorantes VR-5 y NR-16. Asi, se obtuvo remocién simultanea de ambos colorantes por
parte de la levadura, como se muestra en ambas graficas del porcentaje de remocion en
funcién del tiempo (Figura 29). Alcanzando valores de 96,27% y 96,48%, para los
colorantes NR-16 y VR-5 respectivamente, a las 25,25h de cultivo y una biomasa final
de 14,26 g/L. En la Figura 30, se notan las curvas de crecimiento de L. muscorum F20A
con el agregado de la mezcla de NR-16 y VR-5 y la curva de crecimiento del cultivo
bidtico, la velocidad de crecimiento obtenida para el cultivo con agregado de la mezcla
fue umax=0,16 h'!, valor similar al pmax obtenido para el cultivo bidtico (0,15 £ 0,003 hh),
por lo que se puede decir que la presencia simultdnea de los colorantes no afecto el

crecimiento de la levadura ni dificultd la decoloracion del medio.
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Figura 29: Porcentajes de remocion de los colorantes NR-16 y VR-5 en funcion del tiempo, calculada a

partir de absorbancias medidas a 495nm y 560nm.
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Figura 30: Curva de crecimiento de L muscorum F20A en cultivo bidtico y con el agregado de VR-5'y

NR-16.

La Figura 31a muestra el espectro UV-Vis obtenido, en donde se ve la

disminucion en la absorbancia maxima de ambos colorantes, en 560nm para VR-5 y

495nm para NR-16, asi como la disminucién en la region de los 388nm. La decoloracion

progresiva del medio a través del tiempo puede observarse en la Figura 31b.
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Figura 31: a. Barrido espectral de la mezcla de los colorantes VR-5 y NR-16 tratados con L. muscorum
F204 b. Fotografia de las muestras a diferentes tiempos de cultivo: tiempo inicial, intermedios y final, de
izquierda a derecha.

4.1.3 Remocion de NR-16 y VR-5 en condiciones salinas

Como se menciond previamente, una caracteristica de los efluentes textiles es su
alta concentracion de sales. Por lo tanto, se puso a prueba el crecimiento y la capacidad
de remocion de colorantes por parte de la levadura L muscorum F20A en condiciones
salinas, agregando 10g/L de NaCl a los medios de cultivo. Los resultados obtenidos a
partir de este experimento, se obtuvo un porcentaje de remocion del colorante NR-16 de
98,87% a las 23,25h, alcanzando una concentracion de biomasa final de 12,14g/L.
Mientras que para el colorante VR-5 se obtuvo una remocion total a las 23h de cultivo,
una biomasa final de 13,71g/L. En las Figuras 32 y 33 puede visualizarse el crecimiento
de la levadura en condiciones salinas y el porcentaje de remocién obtenido a lo largo del

crecimiento.
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Figura 32: Curva de crecimiento de L. muscorum F20A y porcentaje de remocion de NR-16 en funcion
del tiempo, con el agregado de 1g/L de NaCl.
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Figura 33: Curva de crecimiento de L.muscorum F20A y porcentaje de remocion de VR-5 en funcion del
tiempo, con el agregado de 1g/L de NaCl.

Adicionalmente, al comparar el crecimiento de L. muscorum F20A en condiciones
salinas o0 no salinas y con o sin colorantes, se pudo destacar que el crecimiento de la
levadura no fue afectado con el agregado de NaCl o por el agregado simultaneo del
colorante y de NaCl. Asi, en la Figura 34, se representan las curvas de crecimiento de L.
muscorum F20A4 cony sin el agregado de NaCl, donde las velocidades de crecimiento del
cultivo Biético + NaCl fue de 0,17 + 0,02 h'! y de 0.16+ 0,02 h™! para el cultivo Biotico

sin NaCl. También se representan en el mismo grafico, los cultivos de NR-16 + NaCl y
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de VR-5 + NaCl, para los cuales las velocidades de crecimiento fueron de pmax= 0,14 £

0,03 h'ly de pmax= 0,16 £ 0,01 h™! respectivamente.
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Figura 34: Curva de crecimiento de L muscorum F20A en cultivo bidtico con NaCl y sin NaCl, también
se representa la curva de crecimiento de la levadura con el agregado de los colorantes NR-16 y VR-5, en
condiciones salinas (10g/L de NaCl).

En un estudio realizado por Mishra et al. (2019), se reportaron resultados similares
con un cultivo de P. aeruginosa tolerante al NaCl (6g/L), donde reportaron un 98,9% de
remocion del colorante NR-16 en una concentracion inicial de 50ppm. Otros estudios
como el llevado a cabo por Kalia, S. et al. (2023), alcanzaron porcentajes menores a los
obtenidos con L. muscorum F20A, alrededor de un 85,00% para el colorante Azul
Reactivo 13 en concentraciones de 100ppm a 200ppm en 48h, para un cultivo de
Trichoderma reesei. Igualmente, Jafari N., ef al. (2013) reportd un 85,70% de remocion
de 200ppm con el colorante azo NR-5 para un cultivo de Candida palmioleophila JKS4
luego de 24h.

4.1.4 Remocion de NR-16, VR-5 y una mezcla de ambos usando Glicerol como
fuente alternativa de carbono

Con el objetivo de analizar la utilizacién de fuentes alternativas de carbono y
energia, se utilizo el glicerol como opcién mas econdmica frente al uso de glucosa. Los
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resultados para el colorante NR-16 dieron un porcentaje maximo de remocion del 94,56%
a las 29h de cultivo y una biomasa final de 6,87 g/L. A partir de la medida de DO se pudo
calcular la velocidad maxima de crecimiento, la misma fue pmax=0,10 h™!. Para el caso del
colorante VR-5 el porcentaje maximo de remocion fue de 97,01% a las 48h de cultivo y
una biomasa final de 6,92 g/L.. Mientras que la velocidad méxima de crecimiento fue de
u=0,12h"!. En las Figuras 35, 36 y 37, se aprecia como la levadura puede crecer utilizando
glicerol como fuente de carbono y a su vez llevar a cabo una decoloracion efectiva de

medios suplementados con los colorantes estudiados.
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Figura 35: Porcentaje de remocion de los colorantes individuales, NR-16 y VR-5, en funcién del tiempo,
utilizando glicerol como fuente de carbono.

Luego, se estudio la mezcla de los colorantes VR-5 y NR-16 utilizando al glicerol
como fuente de carbono y energia, en este caso se obtuvo un porcentaje maximo de
remocion a 560nm de 93,86%, mientras que a 495nm fue de un 94,82% a las 48h de
cultivo (Figura 36). Se generd una biomasa final de 7,79 g/L y la velocidad maxima de

crecimiento fue de pmax=0,11 hl.
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Figura 36: Curva de crecimiento de L. muscorum F20A y porcentaje de remocion de la mezcla de VR-5
y NR-16 en funcién del tiempo, utilizando glicerol como fuente de carbono.
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Figura 37: Curva de crecimiento de L muscorum F20A en cultivo biotico, cultivo con el agregado de VR-
5y NR-16 y una mezcla de ambos colorantes, utilizando glicerol como fuente de carbono.

Finalmente, en la Figura 38, se visualiza la decoloracion de NR-16, VR-5 y la
mezcla de ambos colorantes, luego de 24h y 48h de cultivo.
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Figura 38: Foto comparativa de los cultivos utilizando glicerol como fuente de carbono a las 24 h (a) y 48
h (b) de cultivo.

4.1.5 Crecimiento de L. muscorum F20A utilizando Almidon como fuente
alternativa de carbono

Como ya se ha mencionado, el almidon es un componente habitual de los efluentes
textiles ampliamente utilizado en las etapas preparativas de las telas previamente al
tefiido. Esto supone una alternativa frente al uso de glucosa como fuente de carbono ya
que al utilizar el mismo almidén proveniente de los efluentes no es necesario el agregado
de una fuente de carbono adicional, siendo esta alternativa una interesante ventaja

econdmica.

Al comparar los cultivos de L. muscorum F20A, utilizando diferentes fuentes de
carbono: glucosa, almidon y glicerol encontramos que la levadura no puede crecer a base
de almidon (ver Figura 39). Estos resultados se deben a que L. muscorum F20A no tiene
la capacidad de degradar el almidon, ya que carece de actividad amilolitica (Martinez et

al,, 2016).
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Figura 39: Curvas de crecimiento de L. muscorum F20A con diferentes fuentes de carbono.

De esta manera, con los resultados obtenidos se podria decir que, si bien el
almidon no podria utilizarse en un cultivo de la levadura de estudio, ya que, esta carece
de las enzimas necesarias para el metabolismo de dicha fuente de carbono, el uso de
glicerol como fuente alternativa arroj6é buenos resultados. Sin embargo, se pudo ver una
diferencia entre las velocidades de crecimiento comparando los cultivos suplementados
con glucosa y con glicerol, siendo esta ultima velocidad menor. En resumen, se han
alcanzado porcentajes altos de remocion de los colorantes utilizando glicerol, pero a
tiempos de cultivo mayores que aquellos cultivos crecidos con glucosa como fuente de

carbono y energia.

4.1.5 Cinética de remocion de muestra de efluente real

Los efluentes textiles, son una mezcla compleja de compuestos quimicos
organicos e inorganicos. La importancia de este ensayo radica en la oportunidad de
evaluar el crecimiento de la levadura de estudio y la remocioén generada por la misma

frente a un efluente textil real de composicion compleja.

L. muscorum F20A logré crecer a una velocidad maxima de pmax= 0,13 h'!l y se

alcanz6 un 85,92% de remocion a las 24h de tratamiento, generando una biomasa final
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de 12,62 g/L. En la Figura 40, contemplamos el crecimiento de la levadura durante la

remocion del efluente real.
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Figura 40: Curva de crecimiento de L. muscorum F20A en el efluente real.

En el barrido espectral, puede observarse el descenso de los picos de absorbancia
al cabo de las 48h, correspondiente a la degradacion de los grupos cromoéforos de los
colorantes presentes en la muestra de efluente textil (Figura 41a). También, puede verse
un aumento en la absorbancia en el rango de los 260nm a las 24h de cultivo, esto se
corresponde con la produccion de aminas aromaticas; luego, a las 48h se pudo observar
una disminuciéon en la intensidad de dicho pico de absorbancia, probablemente
relacionado con la degradacion de las aminas generadas (Ruscasso et al, 2021). El
proceso de remocion llevado a cabo por L. muscorum F20A se ve reflejado en las Figuras

41b donde se visualiza la decoloracion del medio de cultivo.
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Figura 41: a. Barrido espectral de la mezcla de la muestra de efluente real tratada con L. muscorum F20A
b. Fotografia de las muestras a diferentes tiempos de cultivo.

En estudios anteriores, se obtuvieron resultados similares para mezclas de
colorantes a modo de simulacion de efluentes textiles. Ali, N et al. (2009), llevaron a cabo
la simulacién de un efluente utilizando diversas sales y 20ppm de colorante Rojo Acido
151 y Naranja 2, los cuales arrojaron porcentajes de remocioén del 98% y 84%
respectivamente. Estos efluentes simulados fueron tratados durante 24h con un cultivo de
A. niger. Por otro lado, en el trabajo de Anastasi, A., et al. (2011), reportaron hasta un
96% de remocion de efluentes textiles simulados, donde utilizaron sales y colorantes para
simular la composicion de aguas residuales del tefiido de lana, cuero y algoddn; se utilizo

un cultivo del hongo Bjerkandera adusta durante 7 dias.

Al comparar el desempefio de L muscorum F20A con trabajos que utilizaron con
la misma concentracion inicial de colorante, se encontraron tiempos de cultivo mas
prolongados. Es asi el caso del trabajo de Salem, S. S. et al. (2019), donde reportaron un
98,62% y un 92,42% de remocion para los colorantes Amarillo Reactivo y Rojo Reactivo
respectivamente, luego de ser tratados durante 7 dias con un cultivo de Aspergillus niger.
Cabe mencionar la ventaja que representa trabajar con microorganismos que lleven a cabo
una remocion de los colorantes en fase exponencial como lo es L. muscorum F20A ya

que se acortan los tiempos de cultivo con respecto al uso de hongos filamentosos ya que
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estos ultimos realizan el proceso en fase estacionaria (Kapoor et al., 2021), esto puede
verse en los trabajos realizados por Wong Y. et al., (1999) y Porri, A. et al., (2011). Otros
estudios, presentaron resultados cercanos a los obtenidos con L. muscorum F20A, pero
utilizando menores concentraciones de colorante, lo que posiciona a la cepa utilizada en
términos favorables de rendimiento de operacion. El trabajo de Al-Tohamy et al. (2020),
mostré6 una remocién mayor al 93% entre las 12-21h de cultivo de NR-5 con una
concentracion inicial de 50 ppm. Se utilizé un cultivo de Sterigmatomyces halophilus
SSA-1575 y se propuso que la remocion se llevo a cabo via adsorcion o la combinacion
de biodegradacion y adsorcion. En adicidn, se encontrd una correlacion negativa entre la
agitacion del cultivo y la remocion de los colorantes, probablemente debido a la
competencia generada entre el Oz y de la enzima azoreductasa. Esta tltima correlacion
no se estudié durante las cinéticas realizadas con L. muscorum F20A, sin embargo, se
obtuvieron buenos resultados con la agitacion del cultivo utilizada. Por otro lado,
Deivasigamani et al., (2013), reportaron para un cultivo de Candida krusei una remocion
total del colorante Violeta Bésico 3 en 24h. La concentracion utilizada fue de solo 10ppm

y se utilizd bagazo de cafa de azicar como Unica fuente de nutrientes.

4.1.2 Escalado de la cinética de remocion en biorreactor tipo tanque agitado

A partir de la experiencia de escalado de remocion de los colorantes en
Erlenmeyer a un biorreactor tipo tanque agitado, se pudieron determinar diferentes
parametros cinéticos y estequiométricos de la levadura estudiada, tales como el pmax y el

tiempo de duplicacion (g) de acuerdo con la ecuacion 13:

Ln(2)
Umax

tiempo de duplicacion =

Ecuacion 13: Formula utilizada para el calculo del tiempo de duplicacion. (Prescott, LM, 2002)

Conjuntamente, se pudo calcular la tasa volumétrica de consumo de oxigeno
(rO2), de generacion de didxido de carbono (rCO») y, a partir del area bajo la curva
construida a partir de la tasa de consumo de O2 y produccion de CO; en funcion del tiempo

los mmoles de oxigeno totales consumidos durante el proceso y los mmoles de CO>

63



producidos. Asi, se determiné el rendimiento de biomasa (Yx/s) y el rendimiento de

produccion de dioxido de carbono (Ycous), haciendo uso de las ecuaciones 14 y 15:

dX Xi—Xf
PS5 T Sposi

Ecuacion 14: Formula utilizada para el calculo del rendimiento de biomasa formada (X), respecto al
sustrato consumido (S), siendo Xi y Si las condiciones iniciales y Xf'y Sf las finales (Pirt, S. J.,1975).

moles de CO2 producidos

Yco2 /s = SF—Si

Ecuacién 15: Férmula utilizada para el calculo del rendimiento de produccion de CO, (Mignone, C. et al.,
1994).

A continuacidn, en la Figura 42, puede visualizarse el crecimiento de L. muscorum
F20A en el biorreactor tipo tanque agitado, a partir de la cual se determind un pmax= 0,12
h™'y un tiempo de duplicacién de 5,78 h y de manera andloga a las cinéticas realizadas a
escala de Erlenmeyer, se pudo detectar un aumento en el porcentaje de remocidén para

ambos colorantes a medida que L. muscorum F20A ingresaba a la fase exponencial de su

crecimiento.
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Figura 42: Curva de crecimiento de L. muscorum F20A y porcentaje de remocion para los colorantes VR-
5y NR-16.
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Los porcentajes maximos de remocion, a las 38h de cultivo, fueron un 95,82% y
un 96,32% para VR-5 y NR-16 respectivamente, con una biomasa final de 12,34g/L.. En
la Figura 43, se puede ver la progresiva decoloracion del medio de cultivo, desde el
tiempo inicial hasta alcanzar el porcentaje de decoloracion maximo luego de 38h.
También en la Figura 44, puede verse el barrido espectral de muestras tomadas del
biorreactor correspondientes a los tiempos inicial, intermedio y final. En dicho barrido,
se registra la desaparicion de los colorantes al disminuir el pico entre las longitudes de
onda a 495-560nm y puede verse la presencia de picos entre los 200-300nm
correspondiente a la formacion de aminas aromadticas y grupos benceno sustituidos como
producto de la degradacion de los colorantes, pero hacia el tiempo final puede notarse una

disminucidn.

23 Hs 38Hs

Figura 43: Fotografia del biorreactor utilizado en la experiencia de remocion de la mezcla de colorantes

NR-16y VR-5.
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Figura 44: Barrido espectral de la mezcla de los colorantes NR-16 y VR-5 tratada con L. muscorum F20A.

Como se mencion6 anteriormente, fue posible determinar:

Cmol x
Yxis=0,33
X8 > Ccmol S
mol CO2
Y =0,15——
Co2/5~ 1 cmol S

De esta manera, a partir de estos datos determinamos si existio la formacion de
producto en el proceso de remocion de la mezcla de colorantes utilizando el balance de

carbono (ecuacidn 16), donde Ypssrepresenta el rendimiento de la formacion de producto:

1=Yx/s +Y co2/s+Yp/s

Ecuacién 16: Balance de carbono de los compuestos involucrados en la cinética estudiada (Mignone, C. et

al., 1994).

Teniendo en cuenta este balance, se han formado productos ya que la suma de los

valores de Yx/s y de Ycozss, resulta ser menor a la unidad. Por lo tanto, el rendimiento de

Cmol P
Ccmol S’

la formacion de producto resultd ser de Y pis= 0,52
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Ademas, es posible determinar el grado de reduccion del producto (y), que se
define como el niumero de electrones disponibles que se transfieren de un compuesto
reducido, por cada 1gr de d&tomo de carbono de dicho compuesto (Doran, PM, 1995). Para

conocer el grado de reduccion del producto formado se plantea el siguiente balance de v:

Ysustraro — 4.b = Y probucro-Yp/s + ¥ Biomasa - Yx/s

Ecuacion 17: Balance del grado de reduccion (y) del producto formado durante el proceso de remocion
(Doran, PM, 1995).

Siendo b el coeficiente del oxigeno en la reaccion de combustion del producto, y
usando como estado de referencia, NH3, CO2 y H2O, para los grados de reduccion de la
biomasa y el sustrato. Por lo tanto, se obtiene que el ygiomasa es igual a 4,2 y ysusTrATO,

es decir, glucosa, es igual a 4. De esta manera, despejamos el yp, en la siguiente expresion:

(4— Yx.4,2 .b)
Y = y
PRODUCTO YP

S

Ecuacion 18: Ecuacion utilizada para la determinacion del grado de reduccion del producto generado

durante el proceso de decoloracion.

Finalmente, result6 ser yprobucto= 3,84. De acuerdo con este valor, el producto
obtenido podria ser un &cido organico, como el 4cido gluconico y=3,67, el &cido succinico
v=3,50 o al acido acético o acido lactico ambos con y=4 (Atkinson, B. et al., 1982). De
esta manera, estos resultados coinciden con la suposicién de que los colorantes tratados
no fueron completamente mineralizados por parte de L. muscorum F20A, tal como se
observo en los barridos espectrales realizados, donde se pudo visualizar la presencia de

picos correspondientes a moléculas organicas complejas en el UV.

Estudios similares en biorreactor, como el de Laraib, Q., et al., (2020) obtuvieron
los siguientes resultados con el hongo Aspergillus terreus QMS-1. Dicha cepa del hongo
fue inmovilizada en Luffa cylindrica (esponja vegetal) y mostrd una remocion del 97%
de 100ppm del colorante Rojo Congo al cabo de 12h de cultivo en biorreactor tipo tanque
agitado, y una remocion total luego de 48h. Como medio de cultivo se utilizé un efluente

simulado, diferentes sales y acido acético. En otro estudio realizado por Sari et al. (2015),
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se reportaron resultados de células inmovilizadas, en este caso de 7. versicolor U97. Se
logr6é decolorar 100ppm del colorante VR-19 en un 82%, en 72h de cultivo en un
biorreactor de 4L de volumen util. Sin embargo, reportaron dificultades en la aireacion
como resultado del crecimiento de micelios y concluyeron que se necesitaba un

biorreactor de al menos 24m> de volumen para alcanzar un 80% de decoloracién.

En el estudio realizado por Ruscasso et al. (2021), se estudio la decoloracion del
colorante NR-16 por la levadura C. sake 41E en biorreactor tipo tanque agitado y se
obtuvo un porcentaje de remocion del 94,3% luego de 48h. Estos resultados fueron
similares a los obtenidos en el presente trabajo y utilizando la misma concentracion de
colorante inicial (100ppm). En otro estudio realizado por Yang, Q., et al. (2009), se utilizd
un efluente simulado para el cual se reportd un porcentaje de 50% a 70% de remocion de
30 ppm del colorante NR-5, luego de 12h de ser tratados con un consorcio de hongos y
bacterias (andlisis de biologia molecular determinaron que un 70% de los
microorganismos que conformaban el consorcio eran del género Candida). Si bien este
estudio presentd una remocion considerable a las 12h, la concentracion de colorante fue

menor que la utilizada con L. muscorum F20A.

4.2 Resultados de los ensayos de fitotoxicidad utilizando semillas de L. sativa L

Con el objetivo de evaluar la toxicidad de los metabolitos involucrados en la
degradacion de la mezcla de los colorantes VR-5 y NR-16, se llevo a cabo el bioensayo
de fitotoxicidad utilizando semillas de L. sativa L y muestras de medio de cultivo
representativas de los tiempos inicial, intermedio y final. Siendo éstas a las 0 h, 27 h 'y 38

h, respectivamente.

Luego de la observacion de las placas de Petri, se pudo ver que todas aquellas que
corresponden a las placas control negativo de toxicidad tuvieron mas del 90% de
germinacion, las plantulas presentaron tallo blanco, radicula blanca con vellosidades y

cotiledones verdes como puede verse en la Figura 45.
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Figura 45: Fotografia de placa de Petri conteniendo brotes de L. sativa L de la muestra control.

A continuacion, se detallaran las observaciones de los germinados de L. sativa L

crecidos con el agregado de muestras los diferentes tiempos de cultivo y las diferentes

diluciones aplicadas a dichas muestras:

Para las placas correspondientes al tiempo inicial con un 10% de dilucion,
se observo disminucion de vellosidades en la radicula y oscurecimiento de
éstas. También, hubo disminucion en el largo del tallo y germinacion
retrasada con respecto a las muestras control. Sin embargo, se observo el
desarrollo de cotiledones teniendo éstos una coloracion verde (Figura
46a).

En la dilucion del 25%, se notaron las radiculas amarronadas y cotiledones
palidos, algunas sin vellosidades, mientras que algunos brotes presentaron
disminucion considerable del largo del tallo y germinacion
significativamente retrasada con respecto al blanco (Figura 46b).

Al examinar la dilucion al 50% correspondiente al tiempo inicial, se
observaron radiculas amarronadas, sin formacioén de vellosidades y su
longitud considerablemente disminuida con respecto al control. Se registrd
una disminucién de la germinacién y color en los cotiledones, algunos sin
desarrollo de éstos, asi como el largo de tallo fue significativamente menor

al largo del tallo de las muestras control (Figura 46¢). En esta dilucion, se
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registré una germinacion menor al 90%. Para las placas conteniendo

muestras de cultivo al 100%, se registr6 ausencia total de germinacion.

Tiempo inicial

Blanco : Blanco Tiempo inicial
e 25%Dil
C
Blanco Tiempo Inicial
50% Dil

Figura 46: Fotografia comparativa de los brotes correspondientes a la muestra control y de la muestra de
tiempo inicial para las diluciones de a. 10%, b. 25%, ¢. 50%.

De las placas con el agregado del sobrenadante del proceso de remocion
de la mezcla a un tiempo intermedio, se pudo observar, para una dilucion
de un 10% de la misma, un desarrollo de tallo y radicula similar al blanco.
Sin embargo, se not6 una disminucion en las vellosidades de las radiculas
(Figura 47a).

En el caso de la dilucion al 25% hubo un retraso de la germinacion con
respecto al blanco, disminucion del largo del tallo y radicula y éstas
ultimas presentaron menos vellosidades que en la muestra blanco (Figura
470).

Mientras que para la dilucion al 50%, se observd una disminucion
considerable del largo de los tallos y radicula al ser comparados con la
muestra control o blanco, las radiculas presentaban una coloraciéon marrén

y hubo una disminucion en el desarrollo de los cotiledones y aquellos que
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si se desarrollaron se encontraban una coloracion palida al ser comparados
con la muestra blanco (Figura 47c). En todas las diluciones
correspondientes al tiempo intermedio hubo un porcentaje de germinacion

menor al 90%.

A B
Tiempo Tiempo
Blanco Intermedio Blanco Intermedio
10% Dil 25% Dl
C
Tiempo
Bl Intermedio
2l 50% Dil

Figura 47: Fotografia comparativa de los brotes correspondientes a la muestra control y de la muestra de
tiempo intermedio para las diluciones de a. 10%, b. 25%, ¢. 50%.

Para las placas analizadas del tiempo final, se detectd en todas las
diluciones una germinacion menor al 90%. En principio, para la dilucion
al 10% el largo de los tallos y desarrollo de cotiledones fue similar a los
del blanco, pero se aprecido una disminucion en las vellosidades de las
radiculas (Figura 48a).

Para la dilucion al 25%, el largo de los tallos y radiculas resulto ser similar
a la muestra control, también se observo disminucion en las vellosidades,
asi también como menor coloracion y desarrollo de cotiledones (Figura
48b). No obstante, hubo mayor desarrollo comparado con las demas

diluciones al 25% de otros tiempos.
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e Por tltimo, para la dilucion al 50% se registrd una disminucion casi total
del largo de los tallos, ausencia de cotiledones y en la mayoria de las
plantulas se observo una germinacion retrasada respecto de la muestra

control (Figura 48c).

A B
: . Tiempo Final
Blanco Tiempo F.mal Blanco 50%Dil
50%Dil
C
-
Blanco Tiempo Final
50%Dil

Figura 48: Fotografia comparativa de los brotes correspondientes a la muestra control y de la muestra de
tiempo inicial para las diluciones de a. 10%, b. 25%, ¢. 50%.

Finalmente, cabe mencionar que en todos los tres tiempos de cultivo todas las
diluciones al 100% de concentracion presentaron ausencia de germinacion, esto se

observa en las Figuras 49d, 50d y 51d.
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Tiempo Inicial
50% Dil

: Tiempo Inicial

Figura 49: Fotografia de las placas conteniendo las muestras del tiempo inicial del cultivo y sus
correspondientes diluciones, a. 10%, b. 25%, ¢. 50% y d. 100%.
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Figura 50: Fotografia de las placas conteniendo las muestras del tiempo intermedio del cultivo y sus
correspondientes diluciones, a. 10%, b. 25%, ¢. 50% y d. 100%.
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Figura 51: Fotografia de las placas conteniendo las muestras del tiempo final del cultivo y sus
correspondientes diluciones, a. 10%, b. 25%, ¢. 50% y d. 100%.

Adicionalmente, se realizaron las medidas, a las plantulas de L. sativa L

obteniendo los siguientes parametros: (RGI), (GI%) y (ICso), en este ultimo se realizo6 el
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analisis por separado para cada uno de los colorantes utilizados en la mezcla (NR-16 y
VR-5). De esta manera, en las tablas 3 y 4 se presentan los resultados obtenidos del ensayo
de fitotoxicidad para cada tiempo de cultivo y sus respectivas diluciones, mientras que en
la tabla 5 se presentan los resultados obtenidos para ICso en los diferentes tiempos de

cultivo para cada colorante.

Tabla 3: Tabla conteniendo los resultados obtenidos para el indice de crecimiento relativo (RGI).

Porcentaje de Dilucion - — p RGI . . .
Tiempo Inicial Tiempo Intermedio Tiempo Final
100 0 0 0
50 0,109 0,068 0,042
25 0,208 0,172 0,106
10 0,523 0,356 0,218

En la tabla 4, se han registrado mayores valores para el RGI en la dilucion del
10% y a su vez, se ve como este valor disminuye a medida que avanza el tiempo de
tratamiento. En el trabajo realizado por Young et al. (2012), se describieron tres
categorias en los que se agrupan los valores de RGI en cuanto al efecto toxico las

sustancias estudiadas, donde x representa al valor de RGI:
-Inhibicion de la elongacion de raiz (I): 0<x>0,8
-Sin efectos significativos (NSE): 0,8 <x>1,2
-Estimulacion en la elongacion de raiz (S): x>1,2

Teniendo en cuenta estos valores, a partir de los resultados obtenidos para el RGI,
hubo una inhibicién de la elongacion de raiz en todos los tiempos de cultivo y en todas

las diluciones realizadas.

Tabla 4: Tabla conteniendo los resultados obtenidos para el indice de germinacién (GI1%).

Porcentaje de Dilucién GI%
Tiempo Inicial Tiempo Intermedio Tiempo Final
100 0 0 0
50 9,079 3,620 17,297
25 20,819 16,521 35,737
10 50,850 33,588 50,932
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Para el GI%, en la tabla 5 se observa que, la germinacién aumenta a medida que
se diluye la muestra. Ademas, se registr6 un menor GI% para el tiempo intermedio de

cultivo al compararlo con los otros tiempos de tratamiento.

Tabla 5: Tabla conteniendo los resultados obtenidos de los colorantes VR-5 y NR-16 para la concentracion
inhibitoria IC50.

IC50 (mg/L)
Tiempo de Cultivo Colorante VR-5 Colorante NR-16
Inicial 9,130 9,128
Intermedio 0,316 0,225
Final 0,269 0,301

En esta tltima determinacion, tanto para el colorante VR-5 como el NR-16 el IC50
de las plantulas de L. sativa L disminuye con el avance del tiempo del cultivo. Por lo
tanto, al inicio como al final de tratamiento el crecimiento se ve inhibido por sustancias
que afectan el desarrollo de las plantulas de L. sativa L., esto puede deberse en principio
al caracter toxico de los colorantes presentes al principio del tratamiento y a los productos
generados luego del tratamiento. Si se analizan los resultados para la ICso, vemos que
para el colorante NR-16 no es recomendable cortar el tratamiento durante el tiempo
intermedio de cultivo, el cual en este caso fue alrededor de las 30 h. Luego, este parametro
aumenta hacia el final del tratamiento, por lo tanto, se supone que aquellos metabolitos
toxicos que se encontraban presentes durante las horas intermedias de cultivo pueden ser
degradados cerca de los tiempos finales e incluso podria afiadirse mas fuente de carbono,
con el objetivo de generar poder reductor adicional que promueva la reduccion de dichas

sustancias toxicas.

En estudios anteriores, se registraron resultados similares a los presentados en este
trabajo, como el realizado por Ruscasso et al. (2021), donde se utilizaron semillas de L.
sativa L. para llevar a cabo un ensayo de fitotoxicidad al cultivo resultante del tratamiento
del colorante NR-16 con Candida sake 41E. Dichas semillas fueron expuestas a dos
tiempos de tratamiento, a las 48 h'y 72 h de cultivo, de esta manera se obtuvo el resultado
de que los compuestos intermediarios generaron un aumento de la toxicidad, ya que se
registré un 50% de inhibicion en la elongacion de radicula luego de exponer las semillas
a una muestra de cultivo correspondiente a 48 h de tratamiento. Luego de las 48 h, se

registrd un descenso en la toxicidad y no se vio afectada la elongacion de la raiz. Sin
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embargo, a las 72 h se registro incremento en la toxicidad e inhibicion en el desarrollo de
la raiz en todas las concentraciones testeadas que se atribuy6 a la acumulacion de aminas
aromaticas resultantes del tratamiento del colorante NR-16. Un aumento similar en la
inhibicién de la elongacion de la radicula de L. sativa L. fue observado en el trabajo de

Almeida y Corso (2014), donde se trat6 el colorante rojo MX-5B con Aspergillus terreus.

En otro estudio presentado por Ruscasso et al. (2022), utilizando la misma
levadura del presente trabajo L. muscorum F20A, se alcanzo una decoloracion efectiva
del colorante NR-5. Sin embargo, frente a las pruebas de fitotoxicidad realizadas con
diluciones en un 10, 25, 50 y 100% de muestras recolectadas a las 24, 48 72 y 144h de
cultivo, se registr6 la inhibicion de elongacion de raiz en un 50% de las plantulas de L.
sativa L., y, sumado a ello hubo un aumento de la toxicidad para todos los tiempos de
cultivo analizados. También, reportaron resultados obtenidos para ICso, donde este
pardmetro indicd el aumento de toxicidad a medida que avanza el tratamiento del
colorante. Es decir, los metabolitos presentes en solucidon eran aun mas toxicos que el
colorante en condiciones previas al tratamiento. Estos resultados coinciden con los
obtenidos en el presente trabajo, ya que se detectd toxicidad a lo largo de todo el

tratamiento.

En otros trabajos, se obtuvieron resultados similares utilizando semillas de L.
sativa L. pero con otros colorantes azoicos, como es el presentado por de Almeida et al.
(2021), donde se utiliz6 un cultivo de Phanerochaete chrysosporium ME-446 para tratar
los colorantes Amarillo Directo- 27 (DY27), NR-5 y Rojo Reactivo-120. En este estudio,
se observd que los tratamientos con mayor remocion de colorantes presentaron menores
indices de germinacion y elongacion de radicula que los presentados en el control. El
aumento en la concentracion del colorante también causé mayor toxicidad, tal y como se
obtuvo en el presente trabajo, para ambos colorantes NR-16 y VR-5, donde se visualizd
ausencia de germinacion en las soluciones sin diluir. Sin embargo, en el estudio realizado
por Almeida et al. (2014), registr6 un aumento de la germinacion comparando los
efluentes no tratados con aquellos tratados, obteniendo una mayor germinacion en estos
ultimos. Pero, al analizar el efecto de los productos de la remocion del colorante RR-120
por parte de P. chrysosporium, se evidencié menor germinacioén que en aquellas semillas
tratadas directamente con el colorante, teniendo como resultado que el tratamiento generd

productos mas toxicos que el colorante en si.
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A su vez, se han registrado resultados positivos. El estudio de Young et al., (2012),
utiliz6 semillas de L. Sativa L. para a analizar la toxicidad de los productos de tratamiento
de un efluente textil con un consorcio de microorganismos extraidos de feedlots. El
equipo utilizado fue un biorreactor anaerobio conformado por un circuito de diferentes
compartimentos, donde tomaron muestras en tres puntos del tratamiento, los puntos
iniciales del circuito del biorreactor presentaron mas toxicidad, ya que se registré necrosis
e inhibicién de la elongacion de la radicula de L. sativa L. en todas las diluciones.
Mientras que aquellas muestras tomadas hacia el final del circuito, luego de 14 semanas
de tratamiento, el crecimiento de las plantulas analizadas no se vio afectado. Otro trabajo
que presentd6 muy buenos resultados fue el de Ayed et al. (2016), donde se utilizaron un
consorcio bacteriano conformado por Staphylococcus aureus, S. aureus y S. aureus
ATCC 25923 para remover el colorante VR-5, se analizo la toxicidad de los metabolitos
resultantes semillas de Triticum turgidum ssp durum. Se registré un porcentaje maximo
de germinacion del 94,30% correspondiente al tratamiento con S. aureus ATCC como
microorganismo predominante en el consorcio. De esta manera, concluyeron que el

consorcio bacteriano pudo reducir la toxicidad del colorante.
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Conclusiones

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo, se concluye que la levadura
L. muscorum F20A fue capaz de decolorar exitosamente los colorantes azo estudiados,
tanto en condiciones no salinas como con un suplemento de 10 g/L de NaCl. Asimismo,
la levadura pudo decolorar una muestra de un efluente real y crecer dentro de dicho
entorno. Se encontré que la glucosa fue la fuente de carbono mas eficiente para el
crecimiento y decoloracién de los medios en comparacion con el glicerol. Ademas, se

evidenci6 que el almidon no pudo ser metabolizado como fuente de carbono.

A su vez, fue posible escalar el proceso a un biorreactor tipo tanque agitado, sin
embargo, al analizar las diferentes etapas del tratamiento se encontraron efectos toxicos
que pueden deberse a la presencia de metabolitos formados durante la remocion de los
colorantes por parte de la levadura de estudio. De esta manera, se podria plantear como
estrategia el acoplamiento de un tratamiento posterior para la degradacion de aquellos
metabolitos que permanecen luego de la decoloracion del medio de cultivo. Por lo tanto,
teniendo en cuenta que durante el tratamiento de los colorantes sdlo se adiciond fuente de
carbono en el inicio de los cultivos y esta no es renovada, una posible perspectiva a futuro
podrian ser tratamientos mas prolongados con L. muscorum F20A que involucren el
agregado de fuente de carbono adicional y, por lo tanto, la generacidon de poder reductor
adicional. Asi, se abre la posibilidad de aprovechar la eficiencia en la decoloracion que
ha presentado esta levadura y estudiar la reduccion de aquellos productos generados luego

de la rotura del enlace azo presentes en los colorantes.

Finalmente, en los estudios anteriormente mencionados en el presente trabajo
demuestran que, el tratamiento biologico de colorantes textiles puede ser una alternativa
viable y amigable con el medioambiente frente a otros tratamientos que suponen mayor

costo y complejidad.
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