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Resumen

El siguiente estudio tuvo como objetivo aislar seis diferentes cepas bacterianas provenientes de las descargas de agua
utilizadas en la tintura de hilo con colorante indigo, que tuviesen capacidad de degradacién de compuestos organicos del
tinte indigo y tres surfactantes de tipo no idnicos. Igualmente, se evaluaron diferentes medios de soporte para inmovilizar
las cepas seleccionadas. Las cepas con mejor capacidad de decoloracion se combinaron para conformar cuatro consor-
cios (I, 11, 11, y IV) con el fin de potenciar el proceso de decoloracién, considerando que la sinergia y el complemento de
actividades metabdlicas de cultivos mixtos dentro de una comunidad microbiana incrementan la eficiencia de remocién de
carga orgdnica. Los porcentajes de remocion que se alcanzaron fueron 64, 73, 76 y 59 %, respectivamente. Los cultivos
individuales no presentaron porcentajes de remocion superiores a los reportados por los consorcios, lo que permite pensar

en su utilizacién para la remocién de tintes indigos en aguas residuales.

Palabras claves: aislamiento, biodegradacion, indigo, surfactantes no i6nicos, consorcio bacteriano.

Abstract

The aim of this study was isolate six different bacterial strains from water discharges used in dyeing yarn with indigo, capa-
ble of degradation of organic compounds with indigo dye and three type nonionic surfactants. Similarly, various supporting
media were evaluated for immobilizing the selected strains. Strains with better capacity were combined to form four con-
sortia (I, Il, 1, and 1V) in order to enhance the bleaching process, whereas synergy and complement metabolic activities
of mixed cultures within a community increase microbial removal efficiency of organic load. Removal percentages were
achieved which were 64, 73, 76 and 59%, respectively. Individual cultures showed no higher than rates reported by con-
sortia removal, which suggests in its use for the removal of indigo dyes in wastewater.
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Introduccién de alto riesgo para los cuerpos de agua receptores (Mi-

La industria textil es uno de los sectores que mas con-
tribuye en la contaminacion medio ambiental, pues
maneja grandes volimenes de agua por unidad de pro-
ducto, asi como una composiciéon quimica y organica

nisterio del Medio Ambiente, 2002). Los principales
contaminantes quimicos presentes en aguas residua-
les textiles son los tintes que contienen aminas can-
cerigenas, metales pesados toxicos, pentaclorofenol,
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blanqueadores con cloro, compuestos organicos ha-
logenados absorbibles (AOX), surfactantes, formaldehi-
do libre, biocidas, retardantes de fuego, suavizante no
neutros y sales (Correia et al., 1994).

Esta industria emplea una gran variedad de tintes entre
los que se encuentran los de tipo tina, usados amplia-
mente para tefir tejidos de algodon (particularmente
el indigo es el tinte cominmente usado para la manu-
factura del denim). Para este tipo de tintes se estima
que queda sin fijarse entre el 5y el 20% de ellos en las
tinas y son desechados. Algunos de estos tintes y sub-
productos son carcinégenos y mutagénicos, deterioran
estéticamente los cuerpos de agua e impactan negati-
vamente la flora y la fauna (Robinson et al., 2002). Nu-
merosos estudios se han enfocado en el tratamiento
de los efluentes textiles centrdndose principalmente
en el desarrollo de un proceso de degradacién efi-
ciente y rentable. Los métodos actualmente utilizados
incluyen procesos fisicos, quimicos y biologicos. Para
el tratamiento de aguas residuales contaminadas con
colorantes se ha empleado una amplia gama de proce-
sos como son adsorcion, neutralizacion, coagulacion,
degradacion quimica, y degradacion fotocatalitica,
ozonacion, filtracion por membrana e intercambio i6-
nico (Forgacs et al., 2004). Sin embargo, en la mayoria
de las ocasiones estos tratamientos tienen problemas
operacionales, generan grandes cantidades de lodo y
poseen altos costos, ademas de generar subproductos
que pueden llegar a ser mas téxicos que el contami-
nante inicial (Robinson et al., 2001).

Los tratamientos biolégicos han sido reconocidos
como métodos efectivos para el proceso de decolora-
cion y degradacion de colorantes en aguas residuales
industriales altamente contaminadas. Adicionalmente,
se consideran muy efectivos ya que son tratamientos
amigables con el medio ambiente, de baja produccién
de lodos y competitivos con relacion a los costos re-
queridos (Banat et al., 1996). Entre las diversas técni-
cas, la biodegradaciéon es considerada actualmente la
alternativa menos costosa para transformar contami-
nantes presentes en diversos ecosistemas, teniendo en
cuenta que gran variedad de bacterias cuentan con la
maquinaria enzimatica para transformar los compues-
tos xenobidticos persistentes, y éstas pueden ser aisla-
das de lugares donde ha existido previa exposicion al
contaminante (Tony et al., 2009). Actualmente, para la
decoloracién y mineralizacion de los colorantes pre-
sentes en dichas aguas, son usados sistemas aerobios,
anaerobios y combinados (Shaw et al., 2002), con
hongos (Prigione et al., 2008; Kaushik y Malik, 2009)
y bacterias (Jadhav et al., 2010). Se han reportado es-
tudios en donde se emplean bacterias capaces de re-
mover tintes, ya sea en cultivos puros o en consorcios
(Pearce et al., 2003; Khehra et al., 2005). La utilizacion
de consorcios microbianos ofrece considerables ven-
tajas sobre el uso de cultivos puros en la degradacion
de tintes sintéticos (Moosvi et al., 2006). Las distintas
cepas pueden atacar la molécula de colorante en dife-

rentes posiciones, o pueden utilizar los productos de la
descomposicion de la molécula del tinte (Kuhad et al.,
2004). En investigaciones realizadas con un tratamiento
aerobio se logré la remocion de 80 - 96 % de co-
lor para tintes tipo azo con glucosa como co-sustrato a
una concentracion de 1.3 g/l empleando un consorcio
bacteriano proveniente de una planta de tratamiento
de agua industrial textil (Tony et al., 2009). Khehra et
al. (2005) logaron la decoloracién de tintes tipo azo
sin la utilizacion de co-sustratos alcanzando hasta 99%
de remocion de color. Se han empleado tratamientos
anaerobios, donde se alcanza la decoloracion total del
efluente con indigo carmin en un periodo de 18 dias,
empleando una poblacién mixta de bacterias y usando
como co-sustrato acetato, un aditivo que es frecuente-
mente usado en la industria textil (Fisher-Colbrie et al.,
2005). En la busqueda del escalado del proceso tam-
bién se ha estudiado el proceso a nivel piloto, donde se
utilizé un sistema combinado que consta de un reactor
aerobio de tanque agitado continuo y un biorreactor
de pelicula fija alimentado con indigo (C.l.Vat Blue 1),
los biorreactores fueron inoculados por un consorcio
microbiano aclimatado; este sistema alcanzo el 97,5 %
de remocion de color (Khelifi et al., 2008).

Materiales y métodos

En este trabajo se determinaron los parametros mas
importantes para la decoloraciéon de un efluente textil
simulado, empleando un consorcio bacteriano para
potenciar la remocion de color del efluente, el cual
es considerado un medio de alta complejidad quimi-
ca ya que los métodos para fijar el color indigo son
mecanismos de 6xido reduccién dificiles debido a la
insolubilidad del indigo en agua. El indigo puede ser
reducido por agentes reductores fuertes como el ditio-
nito de sodio (llamado también hidrosulfito de sodio
- NaxS$:04) usado para la preparacién del agua sintética
(Prideaux, 2003). La reduccion se da en presencia de
un medio alcalino alto (pH 11-14) por hidréxido de
sodio, sales metdlicas, y solucion de potasio. Se utili-
zaron surfactantes no iénicos etoxilados para mante-
ner soluble el indigo en agua. Para la simulacién del
efluente utilizado en este trabajo se emplearon tres
tensoactivos no iénicos: surfactante A, surfactante B y
surfactante 1, los que se denominaron disp. A, disp. B
y disp. 1, respectivamente.

Este estudio incluye, ademas, el andlisis de los parame-
tros fisicos y quimicos del proceso de decoloracion.
Para lo cual se realizaron diferentes ensayos de deco-
loracion, empleando seis cepas aisladas de un efluente
textil real, que fueron posteriormente cultivadas en un
efluente simulado y de alli se seleccionaron las cepas
con mayor porcentaje de remocion en cultivo indivi-
dual. A continuacién, se combinaron para seleccio-
nar el consorcio que alcanzara el mejor porcentaje de
remocién, con el objetivo de llevarlo a un siguiente
tratamiento en una planta piloto de un sistema trifasico
llevado a caben un biorreactor de lecho fluidizado.
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Colorantes y quimicos

« Tinte: C.l.Vat Blue 1, color indigo, de férmula quimica
C16HT0ON202 y estructura molecular presentada en
la figura 1, C.I. No. 73000, CAS No. 482-89-3; fabri-
cado por INDIGO_ASH_PACIFIC y proporcionado por
la industria textilera Fabricato (Medellin, Colombia).

« Surfactantes: Surfactante A: Alcohol ceto esteari-
lico de 23 moles de 6xido de etileno, de férmula
quimica C34H7202. Surfactante B: Alcohol tridesi-
lico de 6 moles de 6xido de etileno. Surfactante 1:
NOVASINTEX DS SS. Los tres surfactantes fueron pro-
porcionados generosamente por Colorquimica S.A.
(Medellin, Colombia). En la tabla 1 se presentan las
caracteristicas de cada uno de ellos.

- Ditionito de Sodio: Producido y adquirido en Qui-
micos JM, (Medellin, Colombia).

+ Los componentes del medio de cultivo fueron cedi-
dos gentilmente por el Laboratorio de Microbiolo-
gia Industrial, Universidad Nacional, Sede Medellin.

Medio de cultivo

Se preparé el medio de crecimiento BH (Bushnell Haas
Broth) (pH 7.0 a 25°C) con los siguientes reactivos en
g/l: MgSO,, 0.2; K;HPO,, 1.0; CaCly, 0.02; FeCls, 0.05;
(NH4):NO3, 1.0. Dado que el medio no contiene fuen-
te de carbono organica, se adicioné el color indigo
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Figura 1. Estructura molecular del color indigo

Tabla 1. Caracteristicas de los tensoactivos empleados

(contaminante) como fuente de carbono y energia al
1% y 10% V/V. Este medio se prepar6 en forma sélida
y liquida. El indigo y el medio suplementado fueron
esterilizados a 121°C y 15 psi durante 15 minutos y
luego inoculados con la muestra del efluente.

Bacterias para decoloracion de efluente textil

Para desarrollar el consorcio microbiano nativo capaz
de decolorar tinte indigo, se tomaron muestras de Ii-
quido y sedimento del efluente de una planta de te-
nido de indigo. Las muestras fueron conservadas en
glicerol al 20% en una proporcién 1:1 a una tempe-
ratura de -20°C. Se realizaron diluciones seriadas de
dichas muestras hasta 10° en medio BH suplementado
al 1%y 10% V/V con indigo y a dos pH diferentes, 7,9
y 11, ajustado con hidroxido de sodio. El tinte indigo
fue adicionado posteriormente al medio, luego de su
esterilizacion a través de un filtro de tamafo de poro
de 0.22 micras esterilizada a 120°C y 15 psi por 15
minutos. Estas muestras fueron mantenidas en medio
aerobio a una agitacién constante de 130 rpm y a una
temperatura de 30°C por dos semanas. Los tubos se
examinaron diariamente y fueron comparados con un
blanco que no contenia el in6culo de la muestra de
agua. Las diluciones 10" y 10? fueron cultivadas por
dispersion en medio solido BH alrededor de 10 dias
utilizando 20% de agar para la siembra en placa. Este
procedimiento se realizd por triplicado y se monito-
red el crecimiento a las 48 y 72 horas. A partir de las
placas se inocul6 por el método de siembra de dis-
persién 2 ml/placa y se realiz6 una siembra en placa
para lograr disminucion de densidad y diferenciacion
morfologica.

Aislamiento y caracterizacién

Con los cultivos primarios obtenidos, se realizé el aisla-
miento bacteriano a partir del crecimiento en placa de
cuatro cepas a pH 7 suplementado con indigo filtrado.
Se tomaron las colonias aisladas para aumentar su den-
sidad poblacional y realizar caracterizacién morfol6gi-

Nombre tensoactivos

Caracteristicas

A Alcohol ceto estearilico de
23 moles de 6xido de etileno

Alcohol lineal etoxilado, férmula
general RO(CH2»-CH>-O)N-H

B Alcohol tridesilico de 6
moles de 6xido de etileno

HON o NN
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o

C NOVASINTEX DS SS

Es un producto auxiliar de tintura con
propiedades de coloide protector, dispersante

y secuestrante de iones calcio en tinturas con
colorantes directos, dispersos, sulfurosos, tinas, etc.

Consorcio microbiano nativo con actividad catalitica para remocién de indigo 179



ca a través del test tincion de Gram. Las cepas aisladas
fueron guardadas en glicerol al 20%.

Ensayos de decoloracion

Las cepas aisladas fueron crecidas en los medios vy las
condiciones de cultivo descritos anteriormente, por
periodos de tiempo establecidos. Los ensayos se desa-
rrollaron centrifugando las muestras durante 15min a
8000g y colectando el sobrenadante. La lectura de la
absorbancia se realizé usando un espectrofotémetro a
una longitud de onda maxima de 650nm sugerida para
el color indigo, utilizando agua destilada como blanco
y empleando una curva de calibracién construida con
el agua residual sintética de concentracion conocida.

Evaluacién del consorcio

Medio de cultivo

Se utilizo el medio de cultivo BH (Bushnell Haas Broth)
(pH 7.0 a 25°C) adicionando como fuente de carbono
el color indigo sintético preparado en bafo de tina y
tres surfactantes. Las concentraciones de los compo-
nentes en el efluente sintético variaron en los expe-
rimentos realizados. Las relaciones 6ptimas utilizadas
en los dltimos ensayos que cumplian con las carac-
teristicas del efluente real fueron: Na,S,O4, 150 mg/I,
surfactante A sélido 16 mg/l, surfactante B liquido 12
mg/l, surfactante 1, dispersion 12 mg/l e indigo a 50
mg/l. El efluente sintético fue utilizado en los experi-
mentos en medio sélido y medio liquido. El efluente y
el medio suplementado fueron esterilizados a 121°Cy
15 psi durante 15 minutos.

Seleccion de cepas con mejor actividad
de decoloracion

Los aislamientos seleccionados fueron reactivados en
medio solido Luria-Bertani (LB) durante un periodo de
24 a 48 horas. Se tom6 muestra de cada una de las
cepas y se realizé siembra en 15 ml de medio BH en-
riquecido con indigo a 50 mg/I, los viales se incubaron
a 30°y 130 rpm. El nimero de viales que se incubaron
fue igual al nimero de muestras tomadas, de forma
que cada vial se abri6é una sola vez. El control no ino-
culado se incub6 también para comprobar la decolo-
racion abiética del medio de contraste.

La eficiencia de decoloracion de los aislamientos

La longitud de onda de absorcién maxima del tinte in-
digo, 670 nm, fue espectrofotométricamente medida
rastreando el espectro visible entre 400 y 700 nm vy
utilizando agua destilada como blanco, con el espec-
trofotémetro DR 2700 marca HACH. Los experimentos
de decoloracion con las cepas aisladas fueron lleva-
dos a cabo en cultivo discontinuo por 21 dias de tra-

tamiento. En este procedimiento solo se tomaron dos
mediciones a cada una de las cepas, al inicio y al final
del proceso. La eficiencia de decoloraciéon de las dife-
rentes cepas se determind por la siguiente ecuacion
(Robinson et al., 2002).

(I-h)

Decoloracion (%) = —I x100
Donde

I: absorbancia inicial
F: absorbancia del medio decolorado (final)

Desarrollo del consorcio

A partir del ensayo anterior, se seleccionaron los aisla-
mientos que presentaron los mayores porcentajes de
remocion de color, los cuales se nombraron C1, C2,
C3, C4, C5y Cob, y se utilizaron para el desarrollo del
consorcio. Cada uno de los aislamientos se cultivd en
caldo LB durante 48h con el fin de tener una alta con-
centracion celular en menor tiempo, se ajusté la con-
centracion celular del inoculo a 1.0 (DO) leida a 540
nm. En la tabla 2 se presentan las combinaciones de
cepas para la construccion del consorcio. Se sembré
1 ml de cada una de las cepas en un volumen final de
30 ml de caldo BH enriquecido con indigo a 50 mg/I.
Posteriormente, se incub6 a 30°C y 130 rpm. De esta
prueba se seleccioné el consorcio que pudiese alcan-
zar el mas alto porcentaje de remocion de color.

Tabla 2. Combinacién de cepas para el desarrollo del

consorcio.
Consorcio Cepas
| C1, C5, Co
1l C1,C4,C5
1 C1,C2,C5, C6
\Y C5, C6

Ensayo de biodegradabilidad de los surfactantes
en el efluente sintético

Los surfactantes presentes en la solucion, por su natura-
leza organica, representan otra fuente de carbono para
las bacterias. Por esta razén se realizé el siguiente en-
sayo: se sembré cada una de las cepas en medio BH
enriquecido con cada uno de los surfactantes y en una
mezcla de estos, en medio solido, a las mismas con-
centraciones de la preparacion del efluente simulado,
surfactante (A) sélido 16 mg/l, surfactante (B) liquido 12
mg/l, surfactante (1), dispersion 12 mg/l. La medicion
de crecimiento se realizé de manera cualitativa por un
periodo de 12 dias a temperatura ambiente (25°C).
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Evaluacion de material de soporte

Se evalué el comportamiento bacteriano de los si-
guientes materiales propuestos para ser utilizados
en el reactor biolégico de lecho fluidizado. Vidrio
residual (poliestireno cristal de alta densidad, transpa-
rente, homopolimero obtenido directamente de la po-
limerizacion del estireno, figura 2), plastico reciclado
(de colores y de baja densidad), plastico reciclado (co-
lor negro, baja densidad y poroso) y carboén antracita.

El poliestireno cristal (vidrio residual) y los plasticos fue-
ron esterilizados a 120°C y 15 psi por 15 min. Dos tipos
de experimentos fueron llevados a cabo. El primero de
los ensayos se desarrollé impregnando sobre el mate-
rial de soporte dispuesto sobre un medio sélido un pre
inoculo en medio BH acondicionado por 15 dias a una
agitacion y temperatura constante (130 rpmy 30°C). El
segundo ensayo se desarroll6 agregando al pre-inéculo
desde su momento inicial de cultivo el material de so-
porte a una agitacion de 130 rpm y a una temperatura
de 30°C constante durante 15 dias y luego se colocaron
en condiciones estériles sobre el medio BH sdlido. La
evaluacion del material de soporte con respecto al cre-
cimiento bacteriano se realizé cualitativamente.

La antracita fue evaluada tomando una mezcla de las
6 cepas aisladas, esta mezcla se reactivé en medio LB
durante 12h, se agrego6 al medio de cultivo el soporte
de inmovilizacién. Previamente la antracita fue lava-
da en repetidas ocasiones, incinerada a 550° C por 1
hora, lavada nuevamente, secada a 105° C y esteriliza-
daa 121°Cy 15 psi durante 15 minutos. Se incubé du-
rante 48 h el medio de cultivo inoculado en presencia
de antracita. Posterior a este periodo, se tomaron par-
ticulas de soporte y se llevaron a medio LB sélido para
observar el crecimiento sobre y alrededor del soporte.

Resultados y discusién

Aislamiento de cepas

A partir del muestreo inicial del efluente se obtuvieron
dos muestras, denominadas liquido y sedimento, que
fueron activadas y cultivadas en medio BH. Sin embar-
go, se decidio trabajar en sus etapas posteriores con
la muestra procedente de medio liquido debido a que
proporcioné una mayor variedad bacteriana.

Andlisis posteriores de los experimentos realizados en
laboratorio, permitieron implementar la fuente alterna
de carbono esterilizada en autoclave como otra forma
de garantizar la desinfeccion en vez de usar el indigo
filtrado como sugieren varios autores. A partir de las
diluciones seriadas se determiné que para posteriores
experimentos solo es necesario diluir hasta 102

—+CH,~CH-;

Figura 2. Férmula del poliestireno

Los resultados de los protocolos microbiolégicos per-
miten proponer que se requiere un periodo de adap-
tacién en cultivo en suspension alrededor de 15 dias
a temperatura de 30 °C y 130 rpm, ya que las cepas
iniciales en indigo filtrado fueron repicadas en medio
solido, cambiando el pH de 7 a 11 sin una adaptacién
previa en cultivo en suspension y de este proceso, apro-
ximadamente la mitad de las bacterias se adaptaron al
cambio de pH, las demas no presentaron crecimiento.

Con el aumento del pH en el medio sélido se eviden-
ci6é un pardeamiento gradual, este hecho se presenté
posiblemente debido a la oxidacion de los metales del
medio, lo que se observé en el medio liquido como
una mayor precipitacion de sales. El crecimiento de
las cepas se presentd con rapidez a los pH 7y 9; lo
que no sucedié a pH 11, contrario a lo que se espera-
ba segun las condiciones de alcalinidad en el efluen-
te comercial (pH 11.78). Para la identificacion de las
bacterias, se trabajé a un pH de 7 tanto para medio
solido como para medio liquido y se propuso como el
pH 6ptimo para trabajar en las técnicas de bioestimu-
lacién y en la operacion de la planta de tratamiento de
agua residual.

Los tiempos de cultivo en placa con el cambio de
indigo filtrado a indigo esterilizado en autoclave se
duplicaron a un promedio de 10 dias. Ademas por re-
sultados previos la adaptacion en suspension se pre-
senta a los 15 dias.

Aislamiento y caracterizacion

Fueron aisladas seis cepas, cuyo desarrollo se pre-
senta en la tabla 3. Estas cepas presentaron buen
crecimiento a los pH 7 y 11 con las siguientes carac-
teristicas:

1s: Puntiforme, borde regular, brillante, muy pequena
y no forma agregados.

2L: Borde irregular, cremosa, elevacion acuminada,
borde ondulado. Mayor tamafo.

3l: Borde entero, brillante, elevaciéon convexa eviden-
cia de un poco acuminada.

4l: Circular, convexa, borde entero, brillante y cremo-
sa-

5p: Puntiforme y brillante. La de menor tamano, borde
entero

F: Con apariencia igual a 2L. En la tincion Gram se
verifico su diferencia.

La realizacion del frotis y la fijacion de la muestra para
tincion de Gram fueron determinantes para la identi-
ficacion bacteriana, ya que las bacterias encontradas
que usaron el indigo como fuente de carbono tuvieron
un tamano particularmente pequeno. En la tincion de
Gram se obtuvieron cinco cepas Gram negativas y una
Gram positiva (tabla 3).
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Tabla 3. Cepas caracterizadas a través de la tincién Gram
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Ensayos preliminares de decoloracion

Para obtener el consorcio microbiano éptimo se im-
plementé un ensayo inicial de decoloracion con 4 ce-
pas. La medicion de absorbancia a 610 y 600 nm en
periodos de 24 horas de cultivo, tiempos de (0, 24, 48)
fue registrada. El blanco usado para esta prueba fue el
tiempo cero. Los resultados con datos negativos sugi-
rieron implementar un blanco con una concentraciéon
baja (posiblemente agua destilada), ya que los resulta-
dos, que se presentan en las tablas 4, 5, 6, dificultan la
interpretacion de los datos.

Tabla 4. Ensayos preliminares de decoloracién.

%/Concentracion Absorbancia Absorbancia

final g/ml 620 650
1%  3.4*10° 0,019 0,025
5% 1.710* 0,098 0,0132
10% 3.4*10* 0,048 0,051
15% 5.1*10* 0,055 0,058
25%  8.5*10* 0,082 0,092
33%  1.122*10° 0,068 0,071
40%  1.36*10° 0,063 0,066
55% 1.87*10° 0,0107 0,116
60%  2.04*10° 0,100 0,0108
90%  3.06*10° 0,088 0,094
Muestra AR industrial

Realizado a través de C;V1=C,V2, con volumen final 1%, 5%,10%, 15%,

25%, 33%, 40%, 55%, 60% y 90% V/V (indigo/agua).

Evaluacion de consorcio

Seleccion de cepas con mejor actividad de
decoloracion

Las cepas seleccionadas fueron revisadas por su capa-
cidad para decolorar indigo C.1.Vat Blue 1 (50 mg/Il) en
el caldo BH. Los aislamientos no identificados alcanza-
ron los porcentajes de remocion que muestra la tabla
7. No se verificé acumulacién de tinte por las bacterias
manteniéndose la hipotesis de que usan como fuente
de carbono tanto el colorante como los dispersantes
presentes en el efluente simulado. La eficiencia en la de-
coloracion del tinte por las cepas aisladas de muestras
tomadas del efluente de una planta de tefido de indigo,
indica la adaptacién natural de estos microorganismos
para sobrevivir en la presencia de colorantes toxicos.
Este resultado es similar al reportado por Chen et al.
(2003), quienes reportaron el aislamiento y la detecciéon
de microorganismos capaces de decolorar tintes tipo
azo a partir de diferentes muestras de lodo recogido de
una planta de tratamiento de aguas residuales.

Remocion de color por los consorcios

La combinacién de cepas (consorcios) basados en di-
ferentes combinaciones de cinco de los seis aislamien-
tos fueron probados para determinar su eficiencia en
la decoloracion del efluente simulado. Los resultados
presentados en la tabla 8 muestran que el consorcio,
denominado Ill, aumenté significativamente la eficien-
cia de decoloracion de indigo a 50 mg/l. El consorcio
Il alcanz6 un porcentaje de decoloracion de 76 %

182

Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XVI No. 1 Julio 2014 177-187



mientras que la cepa pura que mayor porcentaje al-
canzo fue de 70%, por lo cual el consorcio es una muy
buena alternativa. El potencial de actividad metabdlica
concertada de las poblaciones microbianas para de-
colorar aguas residuales de la industria textil ha sido
reportado por Manu y Chaudhari (2003), donde con
un tratamiento anaerobio, empleando un cultivo mix-
to, se alcanzé una decoloracion de hasta un 90% del
colorante indigo anadido.

Tabla 7. Porcentajes de remocién de color por cada una de
las cepas después de 21 dias de tratamiento.

Cepas aisladas (%) de remocion
C1 70
C2 67
C3 43
C4 63
C5 64
Co6 69

Tabla 8. Eficiencia de los consorcios

Consorcio Cepas de re(:/:())cién
| C1,C5, Co 64
1 C1, C4, C5 73
Il C1,C2, C5, C6 76
\% C5, C6 59

Seleccion del consorcio con mejor actividad
de remocion de color

El consorcio que alcanzé mayor porcentaje de remo-
cion de color, fue el Consorcio lll. Este consorcio es el

Tabla 5. Absorbancia a 620nm para evaluar degradacién de indigo.

seleccionado para llevar a cabo el tratamiento a escala
semi-piloto en un reactor trifasico de lecho fluidizado
en un estudio posterior.

Ensayo de biodegradacion de los surfactantes
presentes en el efluente simulado

Los agentes activos superficiales o surfactantes son
moléculas que contienen un segmento liposoluble y
otro hidrosoluble. De acuerdo a los estudio de Olmos
et al. (2003) donde la solubilidad parcial tanto en agua
como en aceite permite al surfactante ocupar la in-
terface. En este estudio se utilizaron para la simula-
cion del efluente, tres tensoactivos de tipo no iénico
etoxilados (disp. A, disp. B y disp. 1), que mantienen
soluble el indigo y por ende el agua coloreada. En
este ensayo se quiso verificar si las cepas asimilaban
como fuente de carbono los surfactantes presentes
en el efluente tratado, para despejar la hipétesis de
mecanismos de decoloracién por parte de las bac-
terias. El resultado de este ensayo se presenta en la
tabla 10. Donde puede observarse que todas las bac-
terias mostraron crecimiento en al menos un tipo de
tensoactivo, lo que indica que pueden ser tomados
como fuente de carbono y se corrobora la hipétesis
de decoloracion por desestabilizaciéon del complejo
indigo-surfactantes, lo que causa la insolubilidad del
indigo y posterior precipitacion del colorante dando
como resultado un efluente decolorado. Similar a lo
reportado por Patoczka y Pulliam (1990), quienes
mostraron la biodegradacién de surfactantes etoxila-
dos reflejado en la disminucion de DQO vy toxicidad
del efluente después del tratamiento.

Evaluacion de material de soporte

Los experimentos con el material de soporte (vidrio
residual y plastico de baja densidad) fueron llevados a

Tiempo de degradacion Cepa
Fecha/tiempo a la medida 1 2 3 4 5
A 09/09(7 semanas) 0,314 0,197 0,216 0,193 0,300 0,293
B 29/09 (4 semanas) 0,263 0,218 0,185 0,157 0,140 0,239
C 13/10(2 semanas) 0,094 0,146 0,089 0,173 0,341 0,236
Tabla 6. Absorbancia a 650nm para evaluar crecimiento bacteriano.
Tiempo de degradacion Cepa
1 2 3 4 5 F
0,388 0,253 0,261 0,240 0,376 0,371
B 0,330 0,268 0,229 0,192 0,171 0,296
0,113 0,179 0,111 0,209 0,421 0,289
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cabo con una mezcla de bacterias aisladas a partir del
efluente textil. El vidrio residual exhibi6é una clara inhi-
bicion de crecimiento bacteriano, el plastico de baja
densidad de mayor tamano y porosidad fue compara-
do al tiempo t= 1 dia con el plastico reciclado de colo-
res y presenté un menor crecimiento (figuras 1, 2 y 3).

Los experimentos con el material de soporte antracita
fueron llevados a cabo con la mezcla de las seis cepas
determinadas a partir del efluente textil. En la figura 4
se muestra el crecimiento alrededor del soporte de in-
movilizacion después de 3 dias de ser colocado sobre
medio LB sélido, lo que indica que este tipo de mate-
rial no inhibe el crecimiento bacteriano y puede ser
exitosamente utilizado en el reactor trifasico de lecho
fluidizado para un posterior tratamiento.

Conclusiones

Aislamiento

Se obtuvieron seis cepas bacterianas con capacidad
de consumo de indigo como fuente Unica de carbono
y energia, con potencial degradativo util en el trata-
miento bioldgico.

Para este estudio, los parametros de cultivo que favo-
recen el crecimiento microbiano, a escala de labora-
torio fueron: pH 7, una agitacion de 130 rpm y una
temperatura 6ptima de crecimiento dentro de un ran-
go de 25-30 °C.

Consorcio

En este estudio se llevé a cabo la decoloracion de un
efluente industrial simulado de la industria textil el cual
estd principalmente compuesto por indigo (C.l.Vat
Blue 1), ditionito de sodio (Na:S:04) y tres surfactante
no iénicos.

La actividad metabdlica del consorcio lll, conformado
por cuatro cepas bacterianas, arrojé6 como resultado
un aumento de la eficiencia de decoloracion del tinte
indigo en comparacion con la presentada por las dis-
tintas cepas en cultivos axénicos.

Se ensay6 mineralizar el colorante con el objetivo de
remover el color del efluente, sin embargo el estudio
mostré que el proceso de decoloracion puede darse
principalmente por la desestabilizacion del complejo
surfactantes-indigo generada por la accion bacteriana
sobre los surfactantes. Lo que anade interés sobre el
consorcio desarrollado, ya que potencialmente puede
actuar sobre surfactantes presentes en aguas residua-
les industriales textiles. Por otra parte, se alcanzo el
objetivo del estudio ya que a temperaturas en un ran-
go de 25 - 30°C, agitacion en un rango de 120 - 130
rpm y pH entre 7.0 - 7.5 se alcanzé el 76 % de re-
mocion de color utilizando el consorcio desarrollado.
Una decoloracion significativamente alta, lo que indica

la aplicabilidad de este método para el tratamiento de
aguas residuales textiles.

Material de soporte

De los cuatro materiales de soporte evaluados, se llega
a la eleccion de la antracita como material de soporte
de inmovilizacion, debido a que no present6 inhibi-
cion en el crecimiento bacteriano, lo que permitiria su
utilizacion como medio de soporte en un proceso de
tratamiento empleando un biorreactor trifasico de le-
cho fluidizado.
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Tabla 10. Crecimiento sobre los surfactantes

Copas| Uitp. A
c1 Edta oepa no presertd
Crécimiento sSore €l
medo evaluado.
E ota cepo no prosontd
crecimierto sobre el
c2 medio eveluado.
- -
Eda copa no presonsd Esta copa no
crecimiento sobre el
c3
Ca
cs
E sto cepa n
presertd crecimento
cé sobre o medo
evalmdo.
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Figura 2. Vidrio residual, poliestireno cristal de alta densidad (transparente), se observa halo de inhibicién del crecimiento. Cul-
tivo de 1 dfa. 2,3 Cultivo de 15 dias.

Figura 3. Plastico reciclado (color negro, baja densidad y poroso) se observa escaso crecimiento. Cultivo de 1 dfa.

Figura 4. Antracita. Crecimiento bacteriano sobre y alrededor del soporte de inmovilizacién antracita. Nota: Se observa creci-
miento alrededor del material.

Kuhad R.C., Sood N., Singh T., Ward O.P. 2004. Development in co/documentos/Efluentes_industriales.pdf y en http://www.
microbial methods for the treatment of dye effluents. Advances minambiente.gov.co/documentos/Efluentes_industriales_par-
in Applied Microbiology. 56: 185-213. te_2.pdf

Ministerio del Medio Ambiente. 2002. Guia Ambiental “Formula- Moosvi S., Kher X., Madamwar D. 2006. Isolation, characterization
cion de planes de pretratamiento de efluentes industriales”. Bo- and decolorization of textile dyes by a mixed bacterial consor-
gotd, Colombia. Consultado en http://www.minambiente.gov. tium JW-2. Dyes and Pigments. 74(3):723 -729.

186 Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XVI No. 1 Julio 2014 177-187



Olmos R.R., Sepulveda R.M., Villalobos F.M. 2003. Agua en el am-
biente: muestreo y andlisis. Baja California, México. Ed. Plaza
y Valdés S.A.

Patoczka J., Pulliam W.G. 1990. Biodegradation and secondary
effluent toxicity of ethoxylated surfactants. Water Research.
24(8): 965-972.

Pearce C.I., Lloyd J.R., Guthrie, J. T. 2003. The removal of colour
from textile wastewater using whole bacterial cells: a review.
Dyes and Pigments. 58(3): 179-196.

Prideaux V. 2003. Handbook of Indigo Dyeing. Search Press Limi-
ted. Kent: United Kingdom.

Prigione V., Tigini V., Pezzella C., Anastasi A., Sannia G., Varese G.C.
2008. Decolourisation and detoxification of textile effluents by
fungal biosorption. Water Research. 42(12): 2911-2920.

Robinson T., McMullan G., Marchant R., Nigam P. 2001. Reme-
diation of dyes in textile effluent: A critical review on current
treatment technologies with a proposed alternative. Bioresour-
ce Technology. 77(3): 247-255.

Robinson T., Chandran B., Naidu G.S., Nigam P. 2002. Studies on
the removal of dyes from a synthetic textile effluent using bar-
ley husk in static-batch mode and in a continuous flow, packed-
bed, reactor. Bioresource Technology. 85(1): 43 - 49.

Shaw C.B., Carliell C.M., Wheatley A.D. 2002. Anaerobic/aerobic
treatment of coloured textile effluents using sequencing batch
reactors. Water Research. 36(8):1993-2001.

Tony B. D., Goyal D., Khanna S. 2009. Decolorization of textile azo
dyes by aerobic bacterial consortium. International Biodeterio-
ration & Biodegradation. 63(4):462 - 469.

Consorcio microbiano nativo con actividad catalitica para remocién de indigo 187



