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RESUMEN

La contaminacion por efluentes textiles es un problema de gran impacto tanto ambiental
como de salud publica. Estos contienen altas cantidades de detergentes, colorantes, entre
otros agentes que causan un dafio irreversible en el medio ambiente, e indirectamente en la
poblacion. Entre los agentes que causan mas contaminacion se encuentran los colorantes, es
por eso que diferentes métodos son utilizados con la finalidad de remover dichos
contaminantes de los efluentes como: procesos de adsorcion con carbdn activado,
ozonizacion, oxidacién electroquimica, decoloracion utilizando agentes biol6gicos como
hongos, bacterias o algas, entre otros. Sin embargo, estas tecnologias han demostrado tener
media a baja eficiencia de remocion de colorante en relacion al tiempo. Por lo tanto, en esta
investigacion se probaron tres Biorreactores de Lecho Mavil con Biopelicula (MBBR) con
diferente proporcion de llenado de soportes de polietileno de alta densidad, marca Kaldnes
K3 (20, 40 y 60 % respectivamente) para la reduccion de la concentracion de colorante negro
reactivo Novacron — negro WNN de dicho efluente, utilizando Saccharomyces cerevisiae
como microorganismo formador de biopelicula. Se realizé una adaptacion de la cepa en caldo
Sabouraud sintético con colorante negro reactivo con una concentracion de 50 mg/mL; luego
se evaluo la cinética de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae a 0; 0.5; 1; 2; 4; 6; 10; 14;
20, 26; 30; 34; 38 horas, determinandose que la cepa tuvo una fase de adaptacién de 2 horas,
luego entr6 a su fase exponencial hasta la hora 30, momento en el cual empez6 su fase
estacionaria hasta la hora 38. Se determin6 también que la cepa tuvo una velocidad especifica
de crecimiento de 0.0798 cel/mL x h y un tiempo de duplicacion de 8.686 horas. Por otro
lado, se evaluo la capacidad de remocion del colorante mencionado por la levadura a los
mismos tiempos; determinandose que existi6 un porcentaje de remocién del 77.15 %,
alcanzando una concentracion final de 10.93 mg/mL. Seguidamente, se disefio la
configuracién de los sistemas MBBR utilizando proporciones de soportes de 20, 40 y 60 %
del volumen total del biorreactor, los que fueron inoculados con la cepa Saccharomyces
cerevisiae. A continuacion, se realizo la evaluacion de la eficiencia de biodepuracion del
efluente textil midiendo el porcentaje de remocion de colorante negro reactivo y la capacidad
de reduccion de los valores de DQO en cada uno de los sistemas MBBR. Los resultados
obtenidos en cuanto a la remocion del colorante mostraron que hubo una mayor eficiencia al
40 %, obteniendo un porcentaje de remocion de 20.3 %; seguido del biorreactor con un
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Ilenado 60 %, que mostraba un porcentaje de remocion de 5.85 %; finalmente, el biorreactor
con menor eficiencia de remocion de colorante fue el de 20 %, con un resultado de 3.02 %
de remocion. Adicionalmente, los resultados obtenidos en cuando a la reduccion de los
valores de DQO en el efluente mostraron que, el mayor porcentaje de reduccion se obtuvo
en el biorreactor con 40 % de llenado de soportes, con una disminucion de 72.21 %, seguido
del biorreactor con 60 % de llenado de soportes con una disminucion de 68.21 % y
finalizando con el biorreactor con 20 % de llenado con un resultado de 59.73 %. Finalmente,
se realiz6 un ANOVA de los resultados obtenidos, y se determind que para el colorante
existié un valor de p de 0.0791 y para el DQO un valor de 0.4283, en ambos casos no superan
en valor probabilistico de 0.05; por lo que podemos decir que no se encontrd diferencia
significativa en los resultados obtenidos entre los tres sistemas MBBR; sin embargo, se
determind que el uso de Saccharomyces cerevisiae para la remocion de colorante y
disminucion de DQO es efectiva y que su tiempo de accion es de aproximadamente 30 horas.
Ademas, se estima que se necesita un mayor tiempo de funcionamiento para la biodepuracion
total del efluente, dado que la cepa requiere de un mayor tiempo de adaptacion al medio. Por
lo tanto, este tratamiento es aconsejable para tratamientos de disminucion de contaminantes

y tratamiento de aguas residuales industriales.

PALABRAS CLAVE: Efluente textil, Sistema MBBR, Saccharomyces cerevisiae,
biodepuracion, colorante reactivo, DQO.
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ABSTRACT
Pollution from textile effluents is a problem of great environmental and public health impact.
These contain high amounts of detergents, dyes, among other agents that cause irreversible
damage to the environment, and indirectly to the population. Among the agents that cause
more contamination we can find the dyes, that is why different methods are used in order to
remove these pollutants from the effluents such as: adsorption processes with activated
carbon, ozonation, electrochemical oxidation, discoloration using biological agents such as
fungi, bacteria or algae, among others. However, these technologies have been shown to have
medium to low dye removal efficiency in relation to time. Therefore, in this investigation,
three MBBR systems with different filling ratio of high density polyethylene carriers, from
the brand Kaldnes K3 (20, 40 and 60 % respectively) were tested for the reduction of the
concentration of reactive dye Novacron - black WNN of the mentioned effluent, using
Saccharomyces cerevisiae as a biofilm-forming microorganism. An adaptation of the strain
in synthetic Sabouraud broth with reactive black dye with a concentration of 50 mg / mL was
performed; then the growth kinetics of Saccharomyces cerevisiae was evaluated at 0; 0.5;
one; 2; 4; 6; 10; 14; 20, 26; 30; 3. 4; 38 hours, determining that the strain had an adaptation
phase of 2 hours, then entered its exponential phase until hour 30, at which time its stationary
phase began until hour 38. It was also determined that the strain had a specific speed of
growth of 0.0798 cel / mL x h and a doubling time of 8.686 hours. On the other hand, the
removal capacity of the dye mentioned by the yeast at the same time was evaluated,
determining that there was a removal percentage of 77.15 %, reaching a final concentration
of 10.93 mg / mL. Next, the MBBR system configuration was designed using support ratios
of 20, 40 and 60 % of the total bioreactor volume, which were inoculated with the
Saccharomyces cerevisiae strain. Following, the biodepuration efficiency of the textile
effluent was evaluated by measuring the percentage of reactive black dye removal and the
ability to reduce COD values in each of the MBBR systems. The results obtained regarding
the removal of the dye showed that there was a greater efficiency at 40 %, obtaining a removal
percentage of 20.3 %; followed by the bioreactor with a 60 % filling ratio, which showed a
removal rate of 5.85 %; Finally, the bioreactor with the lowest dye removal efficiency was
20 %, with a result of 3.02 % removal. Additionally, the results obtained in the reduction of

COD values in the effluent showed that the highest percentage of reduction was obtained in
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the bioreactor with 40 % of filling media, with a decrease of 72.21 %, followed by the
bioreactor with 60 % filling of supports with a decrease of 68.21 % and ending with the
bioreactor with 20 % filling with a result of 59.73 %. Finally, an ANOVA of the results
obtained was performed, and it was determined that for the dye there was a value of p of
0.0791 and for the COD a value of 0.4283, in both cases they do not exceed in probabilistic
value of 0.05; so we can say that no significant difference was found in the results obtained
between the three MBBR systems; however, it was determined that the use of Saccharomyces
cerevisiae for dye removal and COD reduction is effective and that its time of action is
approximately 30 hours. In addition, it is estimated that a longer retention time is needed for
the total biodepuration of the effluent, since the strain requires a longer adaptation time to
the environment. Therefore, this treatment is not advisable for treatment of purification, but

for treatments to reduce pollutants.

KEY WORDS: Textile effluent, MBBR System, Saccharomyces cerevisiae, biodepuration,
reactive dye, COD.
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INTRODUCCION

En la actualidad se sabe que uno de los mayores problemas ambientales es la
contaminacion de aguas por vertimiento de efluentes de diferentes procedencias. La industria
textil es, después de la industria del petrdleo, la segunda industria que causa mas
contaminacion en el medio ambiente, segun la Organizacion de las Naciones Unidas (ONU)
(2015)%, produce el 10% de las emisiones de carbono en el mundo y el 20% de las aguas
residuales; sin embargo, es de la que menos conciencia se tiene?. Estas empresas tienen una
produccion anual de aproximadamente 30 millones de toneladas de textiles, requiriendo 700
000 toneladas de colorantes®. Ademas, los efluentes que generan se caracterizan por tener
parametros extremos de Demanda Quimica de Oxigeno (DQO), Demanda Bioquimica de

Oxigeno (DBOs), pH, color y salinidad*®.

La industria textil tiene como principales impactos ambientales el alto consumo de
agua, utilizando entre 5 a 20% del agua disponible?, y a su vez genera una significativa parte
de la contaminacion de las aguas y la emision de aguas residuales con alta carga contaminante
que se generan en los diversos procesos. Estos efluentes contienen diferentes quimicos,
dentro de ellos los mas importantes son los colorantes, tales como: los colorantes directos,
sulfurosos, reactivos, minerales, al cromo, dispersos, azoicos, basicos, acidos, etc®®. La
liberacion de estos colorantes sintéticos en el medio ambiente causa gran preocupacion
debido a la alta toxicidad, mutagenicidad, carcinogenicidad y naturaleza xenobidtica; ademas

de causar gran dafio en el suelo, el agua y el medio ambiente en general®.

Se han realizado muchas investigaciones sobre la eliminacion del color de los
efluentes industriales, utilizando efluentes complejos y aguas residuales simuladas, que
también son Utiles para obtener informacion sobre como reaccionan los colorantes
individuales a los diferentes tipos de procesos de tratamiento. Durante los Gltimos afios, se
han establecido regulaciones estrictas para el control del vertimiento de aguas residuales,
especialmente con respecto a la eliminacion de colorantes industriales®, razon por la cual, se

buscan tecnologias eficientes, de bajo coste y que sean medioambientalmente amigables.
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Es debido a esto que el presente estudio plantea el uso de la tecnologia del Biorreactor
de Lecho Mdvil con Biopelicula (MBBR), con el propdsito de indagar sobre la eficiencia de
éste sistema a diferentes proporciones de soportes para la biodepuracion del efluente textil,
utilizando Saccharomyces cerevisiae como microorganismo formador de biopelicula. Para
ello se evaluo la cinética de crecimento de la levadura en un medio sintético con colorante;
luego, se evalud la capacidad de remocion de colorante de la misma; después se disefid y
construyé los sistemas MBBR; finalmente se evalu6 el funcionamiento del biorreactor a

diferentes porcentajes de llenado de soportes en el tratamiento de efluente textil.
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OBJETIVOS

e General

Evaluar la influencia de la proporcion de llenado en un Biorreactor de Lecho Mavil

con Biopelicula (MBBR) utilizando Saccharomyces cerevisiae en la biodepuracion

de colorante en efluentes textiles.

e Especificos

1. Evaluar la cinética de crecimiento de la cepa Saccharomyces cerevisiae en un

medio sintético con colorante.

2. Evaluar la capacidad de remocion del colorante empleando Saccharomyces

cerevisiae.

Disefar y construir el Biorreactor de Lecho Movil con Biopelicula (MBBR).

4. Evaluar el funcionamiento de los sistemas MBBR utilizando efluente textil.

HIPOTESIS

Debido a se han empleado Biorreactores de Lecho Movil con Biopelicula (MBBR) para

el tratamiento de aguas residuales industriales y domésticas, y que se han utilizado

tratamientos biologicos para remocion de colorantes, es posible que la proporcién de

soportes utilizados e inoculados con Saccharomyces cerevisiae en un MBBR pueda

impactar la eficiencia de biodepuracion de efluentes textiles.

VARIABLES E INDICADORES

VARIABLES INDEPENDIENTES

INDICADORES

Proporcidn de soportes en relacion a la
cantidad de muestra de efluente

20%, 40%, 60%

VARIABLES DEPENDIENTES

INDICADORES

Calidad del efluente textil

DQO

Capacidad de biodepuracion de la cepa
Saccharomyces cerevisiae

Concentracioén de colorante en el
efluente / cantidad de soportes
usados
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MARCO TEORICO

1.1 INDUSTRIA TEXTIL

1.1.1. Generalidades

Segun los datos del Instituto Nacional de Estadistica e Informatica (INEI)!,
la industria de textiles y confecciones en el Per(, cuenta con uno de los mayores
indices de crecimiento en exportaciones de la Gltima década, alcanzando un valor de
crecimiento del 16.8 % desde Mayo del 2017 hasta Mayo del 2018. Segln la
Asociacion de Exportadores del Perti (ADEX)*2, “en el 2018, las exportaciones de la
industria textil y confecciones sumaron 1400 millones de ddlares, monto mayor en
11.5 % respecto al 2017, siendo los principales destinos Estados Unidos, Brasil,
Chile, Colombia y China que representaron el 66.3 % del total de los envios, seguidos

de Ecuador, Italia, Alemania, Bolivia y México”.

Por otro lado, como es explicado por el Ministerio de la Produccion del Perd,
la industria textil se encuentra mayormente agrupada en Lima, con un 69 % del total
de las empresas localizadas en este sector. EI 31 % de empresas restantes se
encuentran distribuidas a lo largo del pais, especialmente en los departamentos de

Puno y Arequipa (5 % cada uno) debido a su relacién con la industria ganadera®

1.1.2. Procesos

Dentro de la industria textil se pueden distinguir dos subsectores; el primero
consiste en la etapa inicial de la elaboracion de telas y va desde el desmonte del
algodon hasta el hilado, tejido y tefiido. EI segundo comprende todas las actividades
relacionadas a la confeccion de prendas de vestir'®. Por consiguiente, el proceso de

elaboracion textil explicado es el siguiente:
Hilado

Es el conjunto de operaciones mediante las cuales las fibras se transforman en
hilos continuos y uniformes. Las operaciones realizadas en este paso son: la apertura
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de las capas compactas de algodon en copos ligeros que facilitan la eliminacion de
particulas extrafas; el cardado y peinado de las fibras, en donde se mejora la
uniformidad y la calidad de las fibras colocandolas paralelas entre si; el estirado y
mechado, en donde las fibras son estiradas y paralelizadas para después convertirse
en hilos; el hilado propiamente dicho, que se encarga de adelgazar las mechas hasta
la numeracion deseada y se le confiere el grado de torsion necesario para lograr
solidez y resistencia; finalmente esta el bobinado y encarretado, proceso en el cual se

enrrollan las fibras en conos, boninas y rodetes®.

Tejido

Este proceso consiste en enlazar los hilos y tramarlos con otros con el
propdsito de transformar los hilos en telas. Para lograrlo, primero se realiza el urdido,
aqui retinen en un carrete una longitud y cantidad de hilos para luego colocar el titulo
y medir el nimero de vueltas. En este proceso se usan ablandadores, que proporcionan
flexibilidad a las fibras y lubrican los hilos. A continuacion, se ejecuta el engomado,
aqui se recubren las hebras con componentes de encolado, con el fin de darles
resistencia y suavidad. Los agentes de encolado mas comunes son el almidén, alcohol

polivinilico (PVA), carboximetilcelulosa (CMC) y acido poliacrilico (PM)?8.

Desencolado

En este paso, se procede a limpiar la tela cruda de impurezas usando
soluciones alcalinas, soda caustica, carbonato de sodio o sulfito sédico a un pH de
10. Existen dos tipos de desencolado; el primero es el acido, se da por la hidrolisis y
solubilizacion de la fécula mediante acidos inorganicos diluidos. El segundo es en
enzimatico, se da por el uso de enzimas vegetales o animales que descomponen la

goma a su forma soluble®.

Descrude y Mercerizacion

Consiste en el lavado de las telas en autoclave con hidroxido de sodio diluido,
carbonato sodico y aceite sulfurado para la eliminacion de impurezas. Después se
hace la mercerizacion que es el tratamiento de los tejidos con una solucion de soda
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caustica a baja tension y baja temperatura para hacer la tela mas fuerte, lustrosa,

absorbente y sensible al tefiido®.

Lavado y Blanqueo

Es la eliminacién del color natural de la tela para que quede lista para el
proceso de tefiido. Se utiliza inicialmente hipoclorito de sodio para el
blanqueamiento, luego se lava y se seca para decolorarla nuevamente con bisulfito de
sodio y acido sulfarico o clorhidrico diluido. Para el blanqueo se utiliza mayormente
peroxido de hidrogeno (H202) que por su potencial redox facilita el trabajo en frio o

en caliente. El agente blanqueador varia de acuerdo al tipo de material a tratar®.

Tefido

Este es el proceso que mas contaminacion genera, ya que utilizan colorantes,
quimicos y auxiliares de tefiido. Estos Gltimos constituyen una parte integral del
proceso, incrementando las propiedades de los productos termiandos®.

1.1.3. Colorantes

Un colorante es un compuesto capaz de impartir su color a un sustrato dado,
tal como pintura, papel o algoddn; esta capacidad esta casi exclusivamente definida
por su estructura quimica®!*. En general, se puede definir como “cualquiera de los
productos quimicos pertenecientes a un extenso grupo de sustancias, empleados para
colorear tejidos, tintas, productos alimenticios y otras sustancias solubles en medio
acido, neutro o basico, que poseen una estructura molecular no saturada, es decir son
electronicamente inestables y por eso absorben energia a determinada longitud de
onda, si fueran estables absorberian todas o rechazarian todas™’.

Existen diferentes clases de colorantes:

- Colorantes directos: Utilizados para tefiir lana, rayon y algoddn; estas fibras se
tifien mediante coccion. Para tefiir tejidos de algodon con tintes de azufre se
prepara un bafio con el tinte, carbonato sodico anhidro, sulfito sodico y agua
caliente®,
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- Colorantes sulfurosos: Reciben este nombre porque contienen azufre,
generalmente formando una cadena (Ar-S-S-Ar' o Ar-S-S-S-Ar'), pero no como
lo estd en los colorantes director, pudiendo el azufre ser facilmente oxidado a
acido sulfarico. Tifien las fibras directamente en estado reducido y se combinan
con los colorantes basicos para dar una laca insoluble; la cantidad de colorante
absorbido depende de su porcentaje en la solucidn, de la concentracion de sal en
el bafio y de la temperatura. Son insolubles en agua, pero solubles en medio

alcalino y en presencia de sulfuro soédico como agente reductor®”’.

- Colorantes azoicos: Los colorantes azoicos comprenden una de las clases mas
grandes de colorantes sintéticos basados en derivados de hidrocarburos que son
ampliamente utilizados en la industria textil'>. La caracteristica general de los
colorantes azoicos es la presencia en las estructuras de uno 0 mas grupos azo®. Su
fundamento se basa en la formacion de un pigmento coloreado de dos
componentes sobre la fibra. EI primer componente, un cromégeno denominado
desarrollador, es un derivado naftalénico que contiene grupos amino e hidroxilo.
El segundo componente es una solucion de diazo, que al reaccionar con el
desarrollador produce el colorante azoico sobre la fibra, éste influye en el
desplazamiento del color en el espectro y se utiliza con mayor influencia en la

solubilidad del colorante®8.

- Los tintes minerales: Son pigmentos inorganicos en forma de sales de hierro y de
cromo, que después de la impregnacién se precipitan afiadiendo una solucién

alcalina caliente®.

- Colorantes al cromo: Los colorantes de esta clase, también llamados cromatables
0 acidos cromatables, necesitan el concurso de una sal de cromo para su perfecta

fijacion sobre la fibra®.

- Colorantes dispersos: Son compuestos organicos no iénicos casi insolubles en

agua que se aplican en dispersion acuosa y se caracterizan porque tienen un alto
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grado de dispersion. Cuentan con las siguientes estructuras: colorantes con grupos
azo, principalmente monoazoderivados y algunos diazo, que abarcan una amplia
gama de matices; colorantes nitro-difenil-amina para amarillos y anaranjados;
colorantes antraquinonicos para anaranjados, verdes y azules. Estos colorantes
son compuestos organicos no ionicos. Se emplean para la tintura de rayon,

acetatos y poliésteres; también se usan con auxiliares’®,

1.1.3.1. Colorantes reactivos

Los colorantes poseen color porque absorben luz en el espectro visible
(400 - 700 nm); tienen al menos un grupo cromoéforo; tienen un sistema
conjugado, es decir, una estructura con alternancia de enlaces dobles y simples;
finalmente, exhiben resonancia de electrones, que es una fuerza estabilizadora en
compuestos organicos. Cuando la estructura molecular carece de cualquiera de
estas caracteristicas, el color se pierde®!’. En la Tabla 1 se muestran las relaciones
entre el color absorbido y observado respecto a un rango determinado de longitud

de onda.

Tabla 1. Relacion entre color y longitud de onda de luz absorbida/observada®’.

Longitud de onda
Color Absorbido Color observado
absorvida (nm)

400 — 435 Violeta Amarillo verdozo
435 — 480 Azul Amarillo
480 — 490 Verde azulado Anaranjado
490 - 500 Azul verdozo Rojo
500 — 560 Verde Morado
560 — 580 Amarillo verdozo Violeta
580 — 595 Amarillo Azul
595 — 605 Anaranjado Verde azulado
605 — 700 Rojo Azul verdozo

Desde la década de 1950, se introdujeron los primeros colorantes

reactivos comerciales, estos se han vuelto cada vez mas populares. Esto se debe
mayormente a los altos niveles de resistencia al lavado que tienen, y a la amplia
gama de colores brillantes, ademas de la versatilidad que tienen para diferentes
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métodos de aplicacion y las excelentes propiedades de solidez que ofrecen cuando

tifien diferentes fibras celuldsicas®1®,

Los colorantes reactivos son tintes anionicos solubles de estructuras no
saturadas que, en solucion, son repelidos por la superficie cargada negativamente
de la fibra de algoddn. Tienen uno o dos &tomos de Cloro (CI") que reaccionen
con la celulosa y forman enlaces covalentes con los grupos nucleofilicos de la
fibra textil?®. Por sus caracteristicas quimicas, solo una parte del colorante que se
introduce en el bafio de color reacciona quimicamente con la fibra, el resto
reacciona con el agua y se denomina colorante hidrolizado, por lo que debe ser
eliminado en sucesivos jabonados y aclarados en caliente. Finalmente, el
colorante queda unido a la fibra mediante un puente de triazina y siempre que
estos enlaces covalentes sean estables y estén unidos a los grupos hidroxilo de la
fibra celulésica, entonces las propiedades de resistencia al lavado de las
coloraciones seran sobresaliente’®?!. Para obtener los niveles deseados de
resistencia al lavado, es necesario eliminar todo el colorante sin reaccionar e
hidrolizado, es decir, sin fijar, de la fibra de algodon. Esto se logra a través de una
serie de enjuagues y enjabonados®®. En la Tabla 2 se muestran algunos grupos

reactivos existentes en el mercado.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

UNIVERSIDAD
CATOLICA

DE SANTA MARIA

Tabla 2. Grupos reactivos capaces de interactuar con la Celulosa?.

Nombre de los , . -
Formula Grupo Reactivo Ao
colorantes
Remalan D—S80;—CH>—CH,—0—S03 H Vinil Sulfona 1953
ibalan L.
C. bala D—NH—CO—CH:—Cl Monoclorotriacinicos | 1954
brillantes
Cl
[
., {«C\ . . L.
Procion M NN Diclorotriacinicos | 1956
D—NH—C, _C—Cl
N
Procion H Monoclorotriacinicos | 1957
(l:l
N,’C\N
Cibacroén L Monoclorotriacinicos | 1957
D—NH—C,, .C —R
Drimarén Diclorotriacinicos | 1960
Cl
¢
i i iacini
Reactone D—NH—C C—cy Diclorotriacinicos | 1960
\N/
Levafix D—S0;—~NH—CH;—CH:—0—50; H p -sustltuu_jos 1960
sulfonamida
N
Levafix E HH_CO@O%:%: Dicloroquinoxalina | 1961
"
Primazin D—NH—CO~—CH;—CHz—0—803 H Acrilamida 1962
L Cl
Drimalan E;z” \F
Reactofix i I Haldgeno reactivo | 1962
Verofix N
Procilan D—NH—CO—CH=CH. Premetalizado 1964
acrilamido
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Para promover la transferencia por agotamiento del colorante a través de
la fibra celulésica se agrega una sal como cloruro de sodio o sulfato de sodio?,
éstas hacen que la penetracion de colorante en el interior de fibra, también
llamado difusion, sea factible, conduciendo a una mejor fijacion del colorante?.
La cantidad de sal puede variar hasta dos Kg por Kg de la fibra dependiendo de
la estructura del colorante, la intensidad del color y el método de tefiido. Una vez
que haya suficiente colorante en la fibra, se agrega el alcali como carbonato de
sodio, bicarbonato de sodio o hidroxido de sodio al bafio de tinte para iniciar la
reaccion del colorante con la fibra. Las cantidades y la composicion del alcali
dependen del pH que se necesite para el tipo particular de grupo reactivo del

colorante y el método de tefiido*®2°.

Estructura basica de un colorante reactivo:

La estructura basica de un colorante reactivo se observa en la Figura 1.

Tiwo Puente

| \
Grupo Reactivo

Cromoforo

Figura 1. Estructura bésica de un colorante reactivo’.

Es asi que cada parte del colorante reactivo es explicada a continuacion:

a. Cromoforo: Son todos aquellos compuestos que contienen electrones
resonando a determinada frecuencia; por lo tanto, absorben luz®.
Contienen uno o varios dobles enlaces y son habitualmente de tipo azo,
antraquinona o ftalocianina. Determina principalmente el matiz del
colorante y es a la vez responsable de otras propiedades del colorante.
Proporciona caracteristicas como solubilidad, carga eléctrica (presencia
de grupos sulfénicos; -SOsNa), color, sustantividad, propiedades de

difusion, lavabilidad y corrosibilidad’.
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b. Grupo Puente o Auxdcromo: Es el enlace entre el colorante y el grupo
reactivo. Son los responsables de la fijacion de la molécula del colorante,
en algunos casos aumentan la labor del cromoforo. Habitualmente son:
Amino (-NH-), amido (-CO-NH-), sulfona (-SO2-), sulfonamida (-SO-
NH-). Estos grupos donan electrones y forman sales débiles facilmente
solubles para la reaccion con la fibra celuldsica’°.

c. Grupo Reactivo: Es el responsable del tipo y velocidad de reaccién entre

el material textil y el colorante’.

Tipos de estructuras de colorantes reactivos:

Existen diferentes estructuras de colorantes reactivos, estos se explican a

continuacion’:

a. Colorantes monoreactivos: Comprendidos por un grupo cromoforo y un

Figura 2.Estructura de un colorante monoreactivo’.

grupo reactivo.

b. Colorantes bireactivos con un solo cromdforo: Comprendidos por un

grupo cromaforo y dos grupos reactivo.

Figura 3. Estructura de un colorante birreactivo con un solo grupo
croméforo’.
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c. Colorantes bireactivos con dos cromoforos: Comprendidos por dos grupos
cromoforo y dos grupos reactivo. En puente puede ser aromatico, es decir,
de baja difusién; o alifatico, es decir, de alta difusion.

PUENTE

Figura 4. Estructura de un colorante boreactivo con dos grupos

croméforos’.

Colorantes reactivos sequn la reactividad:

Los colorantes reactivos se agrupan también segun su reactividad. Los
parametros de mayor influencia son pH y temperatura, cuanto mas elevados
sean ambos valores, mayor sera la velocidad de reaccion del colorante. Es asi
que, a mayor alcalinidad del bafio, mayor velocidad de reaccion’. Por otro

lado, dependiendo de la temperatura, los colorantes reactivos pueden ser:

a. Altamente reactivos: Son los derivados de la Diclorotriazina. Las altas
temperaturas de trabajo y condiciones alcalinas severas reducen
rapidamente su estabilidad. Las soluciones preparadas de estos colorantes
son de una duracién muy corta, no mas de un dia.

b. Muy poco reactivos: Son los derivados de la Monoclorotriazina. Son
menos sensibles a los alcalis y poseen una muy buena estabilidad en
general.

c. Aplicados en bafios por agotamiento bifuncionales: Son los derivados de
la Bis-monoclorotriazina. Se comportan de una manera similar a los poco
reactivos.

d. Tipo vinilsulfona: Son los derivados de la B-Sulfoetilsulfona. Son
sensibles a la dureza del agua por ello es conveniente que antes del
agregado de los colorantes al bafio de tintura éste se encuentre
neutralizado (caso de aguas duras) empleando para ello 1 g/L de

Hexametafosfato de Sodio o0 un secuestrante adecuado.
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Clasificacion de los grupos reactivos:

a. Grupos reactivos aromaticos: Son aquellos que forman ésteres de celulosa
con las fibras celuldsicas. En este grupo se encuentran los colorantes con
anillos heterociclicos y que su reaccion es a través de un mecanismo de
sustitucion  nucleofilica como es el caso de wun colorante
monoclorotriazinico. Esta reaccion se lleva a cabo porque la elevada
electronegatividad del nitrogeno en el anillo hace que se produzca una
deficiencia electrénica en el carbono adyacente haciendo que éste sea
susceptible de ataque por compuestos o grupos nucleofilicos dando lugar

a una reaccion de esterificacion, como se muestra en la Figura 5”2,

0 -Cel
cl cl 0 -Cel
/ M
Cel - NH N +Cel-0 =P Col-NH- N —P Col-NH N 40l
.‘_

Figura 5. Estructura molecular de un colorante de reactividad baja.

b. Grupos reactivos alifaticos: Son aquellos que forman éteres de celulosa
con las fibras celul6sicas. En este grupo se encuentran los colorantes
vinilsulfonados y acriloamidicos los cuales reaccionan a través de un
mecanismo de adicidn nucleofilica al doble enlace entre carbonos (C=C).
Sin embargo, si bien el doble enlace no existe en el colorante reactivo
inicial, se forma facil y rapidamente incluso a temperatura ambiente. La
formacion de la vinilsulfonas se da probablemente debido a que en medio
basico se forman los grupos —SO2— 0 —CO- que son electro-atrayentes, y
que facilitan el ataque nucleofilico del carbono B, finalizando la reaccion

por la captacion de un protén como se observa en la Figura 6727,
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Figura 6. Adicion del alcali para la formacion cuantitativa de

compuestos vinilsulfonil?’

1.1.4. Contaminacion

La industria textil es caracterizada por ser la actividad que genera mas
residuos en comparacion a otras industrias, haciéndola una de las mayores
fuentes de contaminacion en la actualidad®?°. El interés por el control del
vertido de colorantes ha ido en aumento debido al alto nivel de peligrosidad
que representan. Los efluentes emitidos por esta industria se caracterizan por
tener un gran impacto adverso en la calidad del medio ambiente. La
produccion anual mundial de textiles es de cerca de 30 millones de toneladas,
requiriendo aproximadamente 700 000 toneladas de diferentes colorantes?, los

cuales son vertidos a los alcantarillados causando dafos irreversibles.

Los principales contaminantes dentro de los efluentes textiles son los
compuestos organicos recalcitrantes, color, compuestos inhibitorios,
surfactantes y compuestos clorados®. Los cuales alteran parametros tales
como, solidos suspendidos, carga idnica, biolégica de oxigeno (DBOs),
carbono organico total (COT), y demanda quimica de oxigeno (DQO), pH,
color y salinidad?®2. Sin embargo, los contaminantes con mas impacto, no
solo en el medio ambiente, sino también en la salud humana, son los
colorantes. Esto se debe a que son de facil identificacion y tienen un efecto
negativo en el mérito estético del agua y solubilidad de gases en lagos, rios y
otros cuerpos de agua®, ademas de ser altamente carcinégenos, mutagénicos

y toxicos®L32,
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Es asi entonces que los colorantes son considerados contaminantes
emergentes, estos son definidos como “Cualquier sustancia quimica sintética
o natural o microorganismo que no se detecte cominmente en el medio
ambiente, pero que pueda entrar en él y causar efectos adversos ecoldgicos
y/o para la salud”?. En la Figura 7 se muestra como se producen las

contaminaciones en las plantas textiles.

? - M“
Energia -
l—. ]
Ennmas | l | <
e
Sales — . »
— ; Res soldos
|
AGierad - Proceso .
-
Reductores —I— Emisiones
I ;
! wes
Coh

Agua Petrdleo

Figura 7. Contaminantes emitidos durante el proceso de tefiido textil?.

Los colorantes sintéticos, actualmente, empleados ampliamente la
industria textil presentan compuestos toxicos con alto peso molecular los
cuales al estar presentes en los efluentes industriales y acumularse en lagos y

bahias provocan®:

- Ladisminucion en la luminosidad de las aguas

- Ladisminucion de la actividad fotosintética

- Disminucién del oxigeno disponible

- Aumento de carga organica La mayoria de los colorantes tiene una
toxicidad baja a los peces y organismos acuaticos.
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En los efluentes textiles se pueden encontrar metales como: arsénico,
cadmio, cromo, cobalto, cobre, manganeso, mercurio, niquel, plata, titanio,
zinc, estafio y plomo. Muchos de esos metales se generan durante el proceso
de tefiido. En la tabla 5 se muestran algunos metales presentes en diferentes

clases de colorantes®2.

Tabla 3. Metales tipicos encontrados en colorantes 2,

Clase de Colorante Metales
Directo Cobre
Reactivo Cobre y Niqguel
Acidos Cobre, Cromo, Cobalto
Premetalizados Cobre, Cromo, Cobalto
Mordante Cromo

Dependiendo del tipo de colorante, se estima que del 2 al 50 % de
estos compuestos se desechan en las aguas residuales y se consideran como
contaminantes persistentes que no pueden removerse con los métodos
convencionales de tratamiento, debido a su origen y las estructuras complejas
que presentan™>3+3%, Ademas, colorantes tienen una pobre fijacion sobre las
telas y en el liquido que se descargan, se pueden encontrar concentraciones de
colorante arriba de 1500 mg/L. Méas del 90 % de los colorantes persisten
después de los tratamientos con lodos activados y son recalcitrantes a la

accion de depuracion con dichos tratamientos*,

Las estructuras quimicas de las moléculas de colorantes resisten la
exposicion solar o el ataque quimico, por lo que, en la mayoria de los casos,
resultan también resistentes a la degradacion microbiana®®. Se ha demostrado
que ciertos colorantes azo pueden ser carcinogénicos y mutagénicos, ademas
de que sus productos de degradacion pueden resultar mas toxicos'®. Las
aminas aromaticas que se generan de la ruptura del enlace azo son

comdnmente conocidas por su potencial carcindgeno®’.

Se ha reportado el efecto tdxico de efluentes textiles en higado y
testiculos de ratas albinas, encontrando cambios en el contenido total de
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lipidos y colesterol; lo que revela una disminucién en la funcion testicular,
ademés de alteraciones sobre la sintesis de proteinas sobre las células
espermatogénicas®®. Asi mismo se encontrd la disminucion de las proteinas
en el higado como resultado de la accion necrética del efluente con colorantes.
Dichos resultados fueron sustentados analizando los dafios morfologicos
observados en las células del higado®. Por otro lado también, se evalud el
posible riesgo genotdxico para los trabajadores de la industria textil, quienes
se exponen a una amplia variedad de quimicos como colorantes textiles,
agentes blanqueadores, acidos, alcalis y sales. En los resultados de su estudio,

se revela que existe un riesgo de genotoxicidad en dichos trabajadores®.

1.1.4.1. Normativas Legales
El agua es uno de los bienes mas importantes y escasos que tienen las
personas alrededor del mundo, nuestro pais no es una excepcion. Muchas
de nuestras poblaciones se ven obligadas a beber de fuentes cuya calidad
deja mucho que desear y produce un sin fin de enfermedades a nifios y
adultos. El acceso al agua potable es una necesidad primaria y por lo tanto

un derecho humano fundamental*.

Es por eso que se han promulgado regulaciones que obligan a las
industrias a tratar con mas atencion al tema de contaminacidén ambiental.
En el Per(, el D.S. N°021-2009 - Vivienda (Descargas de aguas residuales
no domeésticas en el sistema de alcantarillado sanitario), ha establecido los
estandares de valores maximos admisibles (VMA) de los efluentes?; los
cuales se definen como “aquel valor de la concentraciéon de elementos,
sustancias o parametros fisicos y/o quimicos que caracterizan a un
efluente No doméstico que va a ser descargado a la red de alcantarillado
sanitario, que al ser excedido en sus parametros aprobados causa dafio
inmediato”®, En la Tabla 3 y 4 se presentan los valores maximos
admisibles de las descargas de aguas no domeésticas en el sistema de

alcantarillado sanitario.
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Tabla 4. Anexo n°1. Valores Maximos Admisibles de las descargas de aguas no

domeésticas en el sistema de alcantarillado®’.

Parédmetro VMA (ppm)
Demanda Biogquimica de Oxigeno (DBOs) 500
Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) 1000
Solidos Suspendidos Totales 500
Aceites y Grasas 100

Tabla 5. Anexo n°2. Valores Maximos Admisibles de las descargas de aguas no

domeésticas en el sistema de alcantarillado **.

Parametro Unidad VMA
Aluminio ppm 10
Arsénico ppm 0.5
Boro ppm 4
Cadmio ppm 0.2
Cianuro ppm 1
Cobre ppm 3
Cromo hexavalente ppm 0.5
Cromo total ppm 10
Magnesio ppm 4
Mercurio ppm 0.02
Niquel ppm 4
Plomo ppm 0.5
Sulfatos ppm 1000
Sulfuros ppm 5
Zinc ppm 10
Nitrogeno amoniacal ppm 80
pH unidad 6-9
Sélidos sedimentables mL/L/h 8.5
Temperatura °C <35
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1.2 TRATAMIENTOS UTILIZADOS PARA DECOLORACION DE EFLUENTE
TEXTIL
1.2.1 Meétodos fisicos
1.2.1.1 Adsorcion

Esta tecnologia es considerada una de las tecnologias més efectivas y

probadas con un potencial de aplicacion para el tratamiento de aguas

residuales. La adsorcion es un fendmeno rapido de separacion del

adsorbato de la fase acuosa o gaseosa a la fase sélida*?. Las técnicas de

adsorcion se han vuelto populares recientemente debido a su eficiencia en

la eliminacion de contaminantes. La decoloracion por ejemplo, es el

resultado de dos mecanismos de adsorcién e intercambio idnico, y esta

influenciada por factores fisicoquimicos como la interaccion entre el

colorante y el adsorbente, el area de superficie del adsorbente, el tamafio

de las particulas, la temperatura, el pH y el tiempo de contacto®.

Ha habido muchos ejemplos de adsorbentes de bajo costo hechos de
materiales de desecho, para la eliminacion de colorantes y materia
organica coloreada en medios acuosos. Dentro de ellos se encuentran las
cortezas, cascara de arroz, carbon, bentoxita, arcilla y desechos de
algoddn, con el propdsito de adsorber moléculas de tinte; demostrandose
que la arcilla natural, la medula de bagazo y el maiz son los més
efectivos**. Hay varios materiales por los cuales se puede llevar a cabo la

adsorcion, algunos de ellos se analizan a continuacion:

o Carbon activado
El carbon activado es el método mas utilizado para eliminar el
colorante por adsorcion. Este tiene una capacidad de eliminacion de color
alta cuando se introduce en una etapa de filtracion separada. Existe una
tasa alta de eliminacion de colorantes catidnicos y acidos; y moderada
para tintes de azufre, dispersos, directos y reactivos. Las capacidades de

adsorcion del carbdn activado también dependeran de la carga superficial
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del adsorbente en contacto con el agua; para el carbén, la carga superficial

sera neutral, por lo que predominara la adsorcion fisica®.

o Astillas de madera

Las astillas de madera muestran una buena capacidad de adsorcion
para tintes acidos; sin embargo, debido a su dureza, requieren tiempos de
contacto méas largos*. La madera dura y el aserrin han demostrado ser
buenos adsorbentes para los colorantes organicos polares. Segun los
estudios de cinética y el proceso de difusion para la eliminacién del color
utilizando madera como adsorbente han demostrado ser una metodologia
efectiva de tratamiento post bioldgico**. La madera que ha adsorbido el
colorante normalmente se quema para generar energia; aunque se puede
también utilizar el potencial de fermentacion de las astillas de madera

adsorbidas por tinte.

1.2.2 Meétodos quimicos
1.2.2.1 Proceso oxidativo

La oxidacidn es el proceso de decoloracion quimica mas comdnmente
utilizado debido a su manejo simple. Los colorantes son resistentes a las
condiciones de oxidacion moderadas; por lo tanto, la eliminacion
adecuada del color debe lograrse con agentes oxidantes méas potentes
como cloro, 0zono, reactivos de Fenton, UV/peréxido, UV/ozono u otras
técnicas o combinaciones de oxidacion*’. La oxidacion quimica elimina
el tinte del efluente que contiene el tinte por oxidacion, lo que resulta en

la escision del anillo aromatico de las moléculas de tinte®.

o Ozonizacién
El 0zono es un muy buen agente oxidante debido a su alta inestabilidad
en comparacion con el Cloro o el Peréxido de Hidrogeno (H202). Puede
oxidar selectivamente enlaces insaturados y estructuras aromaticas. La

oxidacién por ozono llevara a la degradacion de hidrocarburos clorados,
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fenoles, pesticidas e hidrocarburos aromaticos*. El ozono puede
reaccionar tanto en vias directas como indirectas. Las vias directas
involucran a la propia molécula de ozono como aceptor de electrones. Los
iones de hidroxido (presentes en concentraciones suficientes a niveles de
pH superiores a 7-8) catalizan la auto descomposicion del ozono en
radicales hidroxilo (OH) en soluciones acuosas*’. Los radicales hidroxilo
son oxidantes no selectivos muy fuertes que reaccionan con quimicos
organicos e inorganicos con constantes de velocidad hasta 109 veces mas
altas que el ozono; por consiguiente, a pH bajo, el ozono a puede atacar
eficientemente los enlaces cromoforos insaturados en una molécula de
colorante a través de reacciones directas. A un pH mas alto, las reacciones
indirectas del ozono pueden conducir a un proceso menos eficiente por la
oxidacion indiscriminada de todas las partes de la molécula de tinte,

ademas de otros eliminadores en solucion?®,

o Oxidacion electroquimica

El tratamiento electroquimico de las aguas residuales coloreadas se
considera uno de los procesos avanzados y un método potencialmente
poderoso de control de la contaminacion, que ofrece una alta eficiencia de
eliminacién. Los procesos electroquimicos generalmente tienen un
requisito de temperatura mas bajo en comparacion con otros tratamientos
no electroquimicos y, por lo tanto, no requieren productos quimicos
adicionales®. El equipo y la operacion requeridos son generalmente
simples. Los controles son faciles y los reactores electroquimicos son
compactos y evitan la produccion de subproductos no deseados. El
principal agente oxidante en el proceso electroquimico es el i6n
hipoclorito o el acido hipocloroso producido a partir de los iones cloruro
presentes en la naturaleza. Los radicales hidroxilo u otras especies
reactivas también participan en la oxidacion electroquimica de los
compuestos organicos*. El proceso seria relativamente no especifico, es

decir, aplicable a una variedad de contaminantes. Esta oxidacion

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

TESIS UCSM

CATOLICA .
DE SANTA MARIA

electroquimica se puede lograr directa o indirectamente en el anodo, o
indirectamente usando reactivos econdmicos generados anddicamente
apropiados. Los metabolitos de descomposicién generalmente no son
peligrosos, por lo que es seguro que las aguas residuales tratadas se
devuelvan a las vias fluviales®®. EI método electroquimico que se
desarrollé a mediados de la década de 1990 se ha aplicado con éxito para
tratar varias aguas residuales, es decir, lixiviados de rellenos sanitarios,
contaminantes organicos refractarios que incluyen lignina, EDTA, aguas
residuales que contienen contaminantes organicos poliaromaticos,
efluentes de la curtiduria y aguas residuales de tinte textil®l. EI método
electroquimico de oxidacion para la eliminacion de color es mas eficiente
para el tratamiento de aguas residuales de tinte textil para la etapa de
tintura que para las etapas de tintura y acabado total. Durante el tefiido, la
reduccion de color es aproximadamente del 100% con solo 6 minutos de

electrolisis®?.

o Coagulacion y Precipitacion

Las sales metélicas hidrolizantes de hierro y aluminio se usan
ampliamente como coagulantes primarios para promover la formacién de
agregados en las aguas residuales y reducir la concentracion de colorantes
y otros compuestos organicos disueltos. El corto tiempo de detencion y el
bajo costo de capital hacen que la coagulacion quimica sea una técnica
ampliamente utilizada. El alto costo de los productos quimicos para la
precipitacion, asi como para los ajustes de pH, los problemas asociados
con el desague y la eliminacion del lodo generado, y la alta concentracion
de niveles de cationes residuales que quedan en el sobrenadante son
algunas de las limitaciones de este método. Se investiga el tratamiento con
productos quimicos como sulfato de aluminio, sulfato ferroso y férrico,
cloruro férrico, cloruro calcico, sulfato de cobre, etc., ya sea solo o en
combinacion para la eliminacion del color de los residuos de colorantes

individuales, asi como los residuos de fabrica de compuestos. Estos
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estudios indican la viabilidad de la coagulacion / precipitacion quimica
para la eliminacion del color y sugieren que la eliminacién del color se
logra mediante la agregacion / precipitacion y la adsorcion de sustancias
colorantes en las especies de coagulantes polinucleares y en bandadas
hidratadas®. La literatura contiene informes sobre el uso de varios
copolimeros como Pentaetileno, hexamina y dicloruro de etilendieno
como floculante para la decoloracion de los efluentes colorantes.

El mecanismo de eliminacion se rige por el hecho de que la mayor parte
del area de la superficie de los poros existe en poros de 10 a 1000 Im y los
copolimeros tienen la ventaja de un gran didmetro de poro hasta el orden
de 400 Im, lo que mejora el proceso de adsorcion en floculos®.

1.2.3 Meétodos Bioldgicos
1.2.3.1 Decoloracion por hongos

La biodecoloracion de aguas residuales usando hongos de pudricién
blanca han sido reportados desde principios de la década de 1980°*. P.
chrysosporium probo y decolord una serie de otros colorantes a diversas
concentraciones, particularmente cuando el alcohol veratryl estaba
presente en el medio. Se cree que el alcohol veratryl estimula la actividad
de la ligninasa, que parece estar relacionada con la decoloracién®. Por
otro lado, la biomasa del hongo mucoraleano, Rhizomucar pusillus, se
examind como un adsorbente de color de un efluente de la planta de cloro.
Se observé una fuerte adsorcion de color en las primeras horas de
tratamiento, eliminando alrededor del 43 - 48 % del color después de 8
h%8. Se piensa que la quitina y las fracciones residuales de la pared celular
estan involucradas en el mecanismo de eliminacién de color del efluente
Rhizomucor pussilus*®. Otro hongo de pudricion blanca es Thelephora sp;
ésta se uso para la decoloracion de colorantes azoicos tales como naranja
G (50 uM), rojo congo (50 pM) y negro amido 10B (25 uM). La
decoloracion con el hongo fue 33.3, 97.1 y 98.8 % para naranja G, rojo

congo y negro de amido 10B, respectivamente®’.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM ~&  DE SANTA MARIA

1.2.3.2 Decoloracion por algas

Existe una cantidad limitada de estudios disponibles sobre el uso de
algas para decoloracion. Sin embargo, se reporté una decoloracion del
efluente blanqueado del molino kraft por algas, en el cual los cultivos de
algas puras y mixtas eliminaron 50 - 70% de color dentro de los tres meses
de incubacion y el patron de reduccion de color mostré una fase de
velocidad de eliminacion rapida seguida de una fase de velocidad de
eliminacion decreciente®. La eliminacion del color por las algas se debe
tres mecanismos de accion, en los que se asimilan los croméforos para la
produccion de biomasa y la transformacion de CO2 y H2O. Varias especies
de Chlorella andoscillotoria fueron capaces de degradar los colorantes
azoicos a sus aminas aromaticas y de metabolizar aun mas las aminas
aromaticas en compuestos organicos simples o CO2. Algunos incluso
fueron capaces de utilizar algunos colorantes azoicos como su Unica

fuente de carbono y nitrégeno®.

1.2.3.3 Decoloracion por bacterias

Existen numerosas bacterias capaces de decoloracion de colorantes®,
Los esfuerzos para aislar cultivos bacterianos capaces de degradar los
colorantes azoicos comenzaron con Bacillus subtilis, seguidos de
Aeromonas hydrophilia, y Bacillus cereus, demostrandose que cultivos
mixtos de bacterias de una amplia variedad de habitats decoloran los
cromdforos unidos a los enlaces diazo de la molécula de colorante®®,
Ademas, se reportd también que la decoloracién de una mezcla de
colorantes por bacterias anaerobias es mas efectiva usando células de
crecimiento libre o biopeliculas en diversos materiales de soporte®.
Investigaciones posteriores utilizando microbios mesofilicos y terméfilos
mostraron su capacidad para degradar y decolorar los tintes®®#5. Sin
embargo, existe un inconveniente al requerir de un proceso de

fermentacion, y es que se limita la aplicabilidad de estas tecnologias para
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hacer frente a un mayor volumen de efluentes coloreados. Es por eso que
en la actualidad se estd dando un enfoque biotecnoldgico para la
eliminacion del color con varias estrategias para la reduccion de los tintes

solubles en agua de las aguas residuales de tefiido textil®.

1.3 BIORREACTOR DE LECHO MOVIL CON BIOPELICULA (MBBR)

Los desafios asociados con el tratamiento de aguas residuales, como la
reduccion de los costos de energia, los requisitos cada vez mas estrictos de efluentes
y el uso limitado de la tierra para futuras plantas de tratamiento, han llevado a un
mayor uso de tecnologias innovadoras y eficientes. Solo las industrias de agua y aguas
residuales consumen mas del 3 % de la electricidad total en los EE. UU. y més del 1
% en el Reino Unido cada afio®. Las tecnologias basadas en biopeliculas para el
tratamiento de aguas residuales municipales e industriales se desarrollaron para
superar varias desventajas que enfrentan los sistemas convencionales basados en
floculos y, a menudo, producen una mayor calidad del efluente®’. Una de esas

tecnologias es el sistema de reactor de lecho movil con biopelicula.

El biorreactor de lecho movil con biopelicula o también conocido por sus
siglas en inglés MBBR (Moving Bed BioReactor), fue desarrollado por primera vez
en Noruega, terminando los afios de 1980 y comenzando los afios de 1990%2. Existen
diferentes tecnologias que utilizan el sistema de biopeliculas; sin embargo, muchos
de ellos presentan dificultades que se vieron solucionadas al aparecer el sistema
MBBR. Por ejemplo, los filtros por goteo tienen deficiencias en cuanto a efectividad
y volumen; o por otro lado, los reactores de cama fluidizada muestran inestabilidad
hidraulica, etc®?®, Es asi, que el biorreactor de lecho mavil con biopelicula fue
disefiado para solucionar estos problemas, siendo un sistema de facil manejo, sin
pérdida de biomasa, o dependencia de temperatura, resultando en un proceso
inherentemente estable y resistente a altas cargas organicas e hidraulicas®.

El uso del sistema MBBR tiene muchas ventajas, entre ellas estan: la
reduccion del tamafio del reactor, ya que el empleo de soportes brinda una alta
superficie especifica para el crecimiento de la biomasa; flexibilidad para modificar la
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superficie especifica en funcion del porcentaje de soportes empleado, ausencia de
recirculacién de fangos evitando la formacion de esponjamiento filamentoso,
sencillez en la operacion y control del proceso, reduccion de los atascamientos y
operacion a cargas elevadas, puede alcanzar la nitrificacion debido al crecimiento de
nitrificadores, puede trabajar a temperaturas extremas, entre otros®®¢, Por otro lado,
muchos investigadores han demostrado que este tipo de tecnologia trae otras ventajas
tales como alta concentracion de biomasa, alta carga de demanda quimica de Oxigeno

(DQO), y gran tolerancia a las variaciones de carga®.

Entonces, se puede definir al Biorreactor de Lecho Mdvil con Biopelicula
(MBBR) como una unidad biolégica de tratamiento altamente efectivo, desarrollado
bajo el principio del proceso de lodos activados y biofiltros®®. Su base es el
crecimiento de biomasa en forma de biopeliculas adheridas a soportes de plastico,
mantenidos en constante movimiento dentro del biorreactor debido al uso de
agitadores mecénicos en caso de necesitar condiciones anaerobias 0 anoxicas; o
difusores de aire, en caso de necesitar condiciones aerobias®® como se muestra en la

Figura 8.
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Figura 8. (a) Sistema MBBR con agitacion aerobia. (b) Sistema MBBR con

agitacion anaerobia o andxica®®

En este tipo de reactores, se utiliza todo el volumen del tanque para el
crecimiento de biomasa y no necesita ningun reciclaje de lodos. Sin embargo, la
relacion de llenado de los soportes en esta tecnologia debe ser menor al 70 %, no
obstante, puede ser ajustado de acuerdo a la preferencia®®®4% y esto se debe a que la
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suspension de soportes necesita moverse libremente®?. Ademas, este sistema trabaja
bajo diferentes condiciones operacionales y es usualmente utilizado para el
tratamiento de aguas residuales industriales tales como las provenientes de la
industria de papel, quesos, lacteos, refinerias, mataderos, avicolas, aguas fendlicas, y
aguas urbanas municipales®®%. Por otro lado, se ha utilizado también los MBBR con
operacion tipo batch para el tratamiento bioldgico de remocion de fosforo,

eliminacion de materia organica, nitrificacion y eliminacién de nitrogeno®®,
1.3.1 Soportes

Los soportes utilizados pueden ser de diferentes materiales, incluyendo
polietileno, plastico, esponja de poliuretano, carbén activado granular, etc.%® y son
variables en forma, tal como se muestra en la Figura 9 ya que su disefio tiene como
propdsito favorecer el movimiento y permisividad al flujo de agua a través y en torno
aellos®. La naturaleza y constante agitacion de los soportes da lugar el desarrollo de
una biopelicula muy delgada y uniformemente distribuida que permite el transporte
de sustrato y oxigeno a la superficie de la biomasa adherida; ademas, el rose entre

ellos mismos hace que ésta se mantenga delgada, creciendo entonces, en su mayoria

en el interior de los soportes®45°,

S
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Figura 9. Tipos y caracteristicas de soportes utilizados en el sistema MBBR®?
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1.3.2 Biopeliculas

El establecimiento y desarrollo de una biopelicula ideal es parte integral del
proceso MBBR, que utiliza microorganismos basados tanto en biopeliculas como en
floculos. Los portadores suspendidos se agregan a los reactores para retener los
organismos de crecimiento lento a pesar del bajo tiempo de retencion generalmente
incurrido en los MBBR®3. Se considera que la clave para la formacion de biopeliculas
para una operacion MBBR exitosa esta relacionada con la estructura de la comunidad
microbiana y la funcionalidad de los organismos que se desarrollan en la superficie
de los portadores®”. Como explica Safwat (2018)%°, en su trabajo titulado
Performance of moving bed reactor using effective microorganisms, “usualmente el
MBBR es inoculado con lodos activados debido a que es rico en microrganismos,
para formar la biopelicula en la superficie de los soportes”; sin embargo, pueden

utilizarse cualquier clase de microorganismos.

Por lo tanto, una biopelicula es la biomasa adherida a una superficie dada en
la donde la absorcion de nutrientes y el crecimiento microbiano se facilita®. La
superficie de adherencia es un material inerte donde se fija la biopelicula, y su
formacion depende de las caracteristicas del material utilizado y de factores fisicos y

quimicos que afectan la adhesion de los microorganismos como®:

a) Cargas electrostaticas: La carga eléctrica en la superficie de un
microorganismo, esta dada por la disociacion de radicales amino, fosfato y
por el pH del medio. Se considera que la célula microbiana en agua con un
pH neutro o cercano tiene una carga superficial negativa: una fuerza
electrostatica actuard entre la célula y una superficie con carga positiva

permitiendo una facil adhesion.

b) Afinidad por el agua (hidrofilia): Los materiales con superficie altamente
hidréfoba tales como el polietileno, poliamida y poliestireno atraen facilmente
microorganismos que son hidréfobos: ya que sabemos que dos sustancias ya
sean hidrofobas o hidrofilas se atraen. Dichos materiales plésticos atraen

eficazmente organismos hidrofobicos.
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¢) Rugosidad, porosidad del material y velocidad de flujo: ésta ultima puede
retrasar la adhesion primaria de los microorganismos colonizadores. Los
poros en el material permiten el establecimiento de las poblaciones

microbianas y la proteccion de especies como los bacteriofagos.

El establecimiento de biopelicula se da en portadores que estan disefiados para
proporcionar una superficie protectora a la biopelicula y condiciones éptimas para el
cultivo de microorganismos cuando estan suspendidos libremente®. Por naturaleza
los microorganismos prefieren vivir adheridos como una forma de proteccién al
medio circundante’®. Por lo tanto, una mayor area de superficie de los portadores
proporcionard mas sitios para que los microorganismos absorban nutrientes y
crezcan. Con el tiempo, dichos microorganismos forman una matriz gelatinosa que la
cual permite la adherencia de otros organismos y particulas®’. Existen dos tipos de
adhesion: la reversible que esta determinada por los factores fisicoquimicos expuestos
anteriormente y la irreversible, que es obtenida a través de la excrecion de
exopolimeros (polisacéaridos y glucoproteinas) que fijan con mayor fuerza los

microorganismos a la superficie®.

La biopelicula que crece sobre el material de soporte toma de la fase liquida
sustancias como materia organica, nitrégeno, fosforo, oxigeno disuelto, y algunas
otras sustancias, que reaccionan en la superficie de la biopelicula y luego, por
difusion, son llevadas hacia el interior de la misma donde son metabolizadas. Las
sustancias organicas de gran tamafio como la materia coloidal o materia en suspension
no pueden pasar por difusion al interior, sino que primero deben ser hidrolizadas a
moléculas pequefias en la superficie de la biopelicula y luego seguir un curso similar
al de las sustancias de bajo peso molecular. Cuando alguno de los nutrientes se agota
en el interior de la biopelicula, el metabolismo de los microorganismos se detiene de
ese nivel hacia la base de la biopelicula, por lo que la sustancia que se agota primero
determina la profundidad efectiva de la pelicula y dicha sustancia se le llama “factor

limitante”.

Algunos posibles factores limitantes que podemos mencionar son el oxigeno
disuelto, la materia organica y nutrientes tales como el nitrogeno y fosforo.
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Dependiendo de la afinidad que se presente entre los microorganismos que forman la
biopelicula y la superficie del material varia la resistencia que presenta a factores
mecénicos, como pueden ser los hidrodinamicos y el choque de las particulas entre
ellas. Una vez que se cumplen las condiciones de afinidad entre la superficie del
material y las bacterias, el crecimiento de la biopelicula se lleva a cabo por etapas que
resultan de la interaccion de una serie de procesos fisicos, quimicos y biolégicos

como son’®:

- Colonizacién o induccién: Las bacterias u organismos presentes en el agua
residual deben entrar en contacto con la superficie y adherirse a ella para
realizar una colonizacion incipiente; la primera adhesion puede darse por
secrecion de polimeros o por fijacion con flagelos.

- Adherencia: Una vez que algunos organismos logran adherirse a la superficie
se inicia el desarrollo de las primeras capas de bacterias que utilizan
mecanismos para garantizar su adherencia y la de las siguientes generaciones.
Por lo general este proceso lo logra una sola especie de rapido crecimiento

que forma una pelicula delgada cubriendo toda la superficie.

- Oportunismo: Al existir una primera pelicula y la consecuente matriz
gelatinosa, otros organismos de més lento crecimiento que pueden 0 no
producir sustancias que permiten su adhesion, tienen la oportunidad de
encontrar acomodo aprovechando la primera pelicula o utilizarla como
soporte para sus actividades de depredacion.

- Estabilizacion: Se alcanza esta fase cuando estan presentes todas las especies
(equilibrio tréfico). Desde el punto de vista ecolégico el tiempo de maduracion
es que el sistema bioldgico o biocenosis requiere para que se estabilicen las
relaciones entre los diferentes microorganismos y el nimero de individuos de

cada grupo, no cambie con respecto al tiempo.
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1.4 Saccharomyces cerevisiae

1.4.1 Generalidades

Levadura es un nombre genérico que agrupa a una variedad de hongos
unicelulares. Se conocen hasta la actualidad 39 géneros y 350 especies, incluyendo
especies patogenas para plantas y animales, asi como otras especies de gran
utilidad’3, Las levaduras son organismos eucariotas con gran diversidad respecto a
su tamafio, forma y color. Dentro de sus caracteristicas se encuentran: la capacidad
de fermentacion de azUcares, y el uso de determinadas fuentes de nitrégeno, como los
nitratos. Sus células son generalmente ovaladas, pero también pueden encontrarse en
forma esférica, cilindrica o eliptica. Su tamafio es mayor al de las bacterias, con un
didmetro que puede variar entre 2 a 200 um. Se reproducen por fisién binaria o
gemacion y algunas pueden ser dimorficas o bifasicas y crecen como micelio bajo
condiciones ambientales especiales. Son resistentes a antibioticos, sulfamidas y otros
agentes antibacterianos de forma natural. Se conoce la secuencia completa de su
genoma y se mantiene en constante revision, lo que ha permitido la manipulacion

genética de los casi 6600 genes que codifican el genoma de levadura’ ",

Dentro de las levaduras mas estudiadas en el mundo se encuentra la especie
Saccharomyces cerevisiae. Esta puede ser considerada el microorganismo mas
ampliamente utilizado por el hombre a través del tiempo, a pesar de que no se tuviera
plena conciencia de su participacion en la elaboracion de alimentos como el pan o las
bebidas alcohdlicas como la cerveza o el vino. Su nombre deriva del vocablo
Saccharo (aztcar), myces (hongo) y cerevisiae (cerveza)’®. Con el objeto de producir
una nueva célula, todos los compuestos presentes en la célula se deben incrementar.
La célula de levadura tiene alrededor del 75 — 80 % de agua. El contenido de otros
materiales es usualmente expresado como porcentaje de la materia seca remanente.
Esta consiste en: 5 % P,0s; 3 % K,O; Carbohidratos: 40 % (glucogenos,
betaglucanos, etc); proteinas 64 %, peptonas 10 %, aminoacidos 8 %, Lipidos 1 % -
2 %, En la Figura 10 se muestra una imagen de la levadura:
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Figura 10. Micrografia de las células de la levadura Saccharomyces

cerevisiae a mil aumentos. La barra representa 5 mm.

La Saccharomyces cerevisiae tiene cinco fases de crecimiento bien
establecidas cuando se cultiva en medios liquidos con glucosa como fuente de
carbono: lag, logaritmica, cambio diduxico, postdiauxica y estacionaria. La fase lag
es un periodo de adaptacion en el cual la célula se prepara para dividirse. Durante la
fase logaritmica las células alcanzan su maxima velocidad de duplicacion y llevan a
cabo un metabolismo fermentativo, aln en condiciones aerobias, del que se produce
etanol. Al disminuir la concentracion de glucosa, las células atraviesan por el cambio
diduxico, un periodo breve de tiempo en el cual no hay division, y la célula cambia
de un metabolismo fermentativo a uno respiratorio. En la fase postdiauxica las células
usan como fuente de carbono el etanol producido durante la fase logaritnica e
incrementan su resistencia al estrés gradualmente; en tanto que la fase estacionaria se
presenta cuando los nutrientes del medio se han agotado y no hay division celular. En
esta fase, las células acumulan carbohidratos de reserva como trehalosa y glucogeno,
alcanzan el méaximo nivel de resistencia a estrés y su pared celular se vuelve mas

gruesa y resistente a la digestion por liticasa’.
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Factores a tener en cuenta para el crecimiento y desarrollo de la Saccharomyces

cerevisiae:

- Presion osmotica: La levadura se nutre a través de un proceso puramente
osmotico, por eso es importante evitar medios hiperténicos o hipoténicos

para evitar la plasmoptisis y plasmolisis.

- Temperatura: Las altas temperaturas pueden causar la reduccién de la
biomasa, como resultado de una disminucién en el contenido de proteinas,
ARN; ADN y aminoacidos libres, ademas de inducir a la rigidez de la
membrana celular. Por otro lado, temperaturas muy bajas provocan un

estado de latencia en la célula, deteniendo su desarrollo.

- Desecacién: Uno de las principales causas que inhiben las actividades y

desarrollo de los microorganismos.

- Luz: Todos aquellos microorganismos que carezcan de clorofila, o
cualquier otro pigmento que les permita usar la energia de las radiaciones

en el proceso de fotosintesis, son sensibles a la luz.

- pH: La mayoria de las levaduras toleran un rango de pH entre 3y 10, pero
les resulta favorable un medio ligeramente acido con un pH entre 4,5 a
6,5. Sin embargo, tienen la ventaja de soportar, medios mas &cidos, que
otros microorganismos, lo que ayuda en los procesos industriales para
mantener el medio controlado de bacterias que puedan competir por el

sustrato’®.

1.4.2 Mecanismo de accion

Existen diferentes métodos para el tratamiento de aguas residuales
contaminadas con colorantes. Dentro de estos se encuentran los métodos
fisicoquimicos como filtraciones por membrana o procesos fotoquimicos!’. Sin

embargo, estas tecnologias tienden a tener costos elevados y no son siempre
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amigables con el medio ambiente. Por lo tanto, se ha acudido a los métodos bioldgicos
de decoloracion, tales como: biosorcion por biomasa microbiana o métodos

enzimaticos y biodegradacion aerobia o anaerobia 173!,

o En el proceso de biosorcion, la biomasa producida logra la decoloracion por
saturacion y posterior biosorcion del colorante sobre las células, ocurriendo
esto con o sin degradacion del contaminante. En este proceso estan
involucrados varios procesos como: la adsorcion, el intercambio ionico y la
unién covalente con los sitios biosorptivos de los microorganismos, incluidos
grupos carboxilo, hidroxilo, sulfhidrilo, amino y fosfato. ElI proceso de

biosorcion puede ocurrir en biomasa viva 0 muerta 1”7®.

o La biodegradacion por otro lado es el proceso por el cual las sustancias
organicas se descomponen en compuestos mas pequefios gracias a enzimas
producidas por microorganismos, ésta ocurre cuando las especies pueden
decolorar y mineralizar los colorantes textiles reduciendo, por ejemplo, los
enlaces azo de los tintes. La velocidad de degradacion depende de numerosos
factores como el pH, temperatura, nutrientes, especificidad enzimatica por el

sustrato, etct”’”.

o Finalmente, la degradacion enzimatica sucede cuando las enzimas causan
reacciones quimicas sin ser consumidas en la reaccion. A través de procesos
bioquimicos, éstas ocasionan la decoloracion de colorantes 7. Esto puede ser
debido a la retencién fisica del tinte en la biomasa o de su transformacién
bioguimica a través del metabolismo celular. Existen enzimas extracelulares
como las lactasas y peroxidasas que tienen la habilidad de degradar colorantes

y otros compuestos xenobidticos?’.

Diferentes microorganismos, tales como bacterias, levaduras, algas y hongos
son capaces de remover diferentes clases de colorantes; la interaccion entre estos y
los colorantes depende de las propiedades quimicas de todas las reacciones’™. Las
levaduras tienen muchas ventajas comparadas con las bacterias y los hongos

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

TESIS UCSM

CATOLICA .
DE SANTA MARIA

filamentosos ya que son un mejor material biosorbente para la remocién de colorantes
reactivos debido a su naturaleza unicelular y alta tasa de crecimiento; pueden ser
facilmente cultivadas en medios de cultivo econémicos, y son una fuente facilmente
disponible de biomasa que tiene el potencial de bioremediacion de desechos a
diferentes valores de pH. Ademas, se pueden adaptar y crecer en varias condiciones
extremas de pH, temperatura y disponibilidad de nutrientes, asi como altas

concentraciones de contaminantes®!.

Por consiguiente, la levadura Saccharomyces cerevisiae ha demostrado ser
capaz de biorremediar el colorante negro reactivo encontrado en el efluente de
industria textil. Su capacidad biosorbente esta ligada a la composicién de su pared
celular; ésta involucra los grupos que contienen nitrogeno en los grupos
peptidomanano, peptidoglucano o los grupos activos en la superficie de las células,
tales como polisacaridos acidos, lipidos, aminoacidos y otros componentes celulares
de los microorganismos’®°. Dentro de los factores que afectan la eficiencia de
biosorcion se encuentra la concentracion de colorante. Este es un parametro
importante en la eficiencia de remocion de color. La concentracion inicial provee una
fuerza impulsora importante para superar la resistencia de transferencia de masa del
colorante entre la fase acuosa y la fase sélida. Entonces, una concentracion inicial alta

puede mejorar el proceso de adsorcion®t,

Por otro lado, la adsorcion de colorantes depende también de la quimica de
los colorantes utilizados y de la capacidad de union de la biomasa que tienen. La
superficie de Saccharomyces cerevisiae tiene polimeros con muchos grupos
funcionales diferentes como, carboxilo, hidroxilo, amino y fosfato. Cuando la
superficie de la pared celular de la levadura se protona y adquiere carga neta positiva
y esto aumenta la unién de los colorantes aniénicos, como los colorantes reactivos, a

la superficie del biosorbente®?.
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CAPITULO Il
MATERIALES Y METODOS

2.1 MATERIALES
2.1.1 Lugar de Ejecucion
e Universidad Catélica de Santa Maria, Pabellon F, laboratorios F408, F402,
F401

2.1.2 Material Bioldgico

e Saccharomyces cerevisiae

2.1.3 Reactivos Quimicos
« Acido Sulfarico concentrado, PA, suministrado por UCSM
e Cloruro de Bario, PA, marca DIPROQUIM, suministrado por UCSM
¢ Dicromato de Potasio, PA, marca Movilab, suministrado por UCSM
o Sulfato de Mercurio, PA, marca SOLUTEST, suministrado por UCSM
e Sulfato de Plata, PA, marca CDH, suministrado por UCSM
e Colorante Negro Reactivo Novacron black W-NN
¢ Caldo de Cultivo Sabouraud, marca DIPROQUIM
e Solucion fisiologica salina estéril 0,9 %, marca B. Braun
e Hipoclorito de Sodio 2,5 %, marca Clorox
e Etanol 70 %, marca Jenfarma

e Agua destilada/desionizada

2.1.4 Material de vidrio
e Tubos de ensayo de vidrio pequefios
e Vaso de Precipitado 50, 100, 250 mL
e Probeta graduada 50, 100 mL
e Pipeta graduada 0.5, 1, 2, 5, 10 mL
e Matraces 25, 100, 250 mL

e Baguetas
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e 3 Frascos de borosilicato autoclavable de 1 L con tapa
e Varilla de 1 m de 6 mm de didmetro

e Bureta 10 mL

e Beaker50mL, 1L

e Balones aforados 1 L

e Tubos de ensayo con tapa rosca

2.1.5 Material de Laboratorio
e Tubos Eppendorf
o Papel de filtro
e Puntas azules y amarillas para micropipeta
e Propipeta

e Tubos Falcon

2.1.6 Instrumentos y Equipos
e Campana Extractora marca ESCO, modelo EFA-6UDRCW-8
o Refrigeradora marca Samsung, modelo RSAJHS2/RS1K5*/RS55K5*
e Shaker orbital marca MRC
¢ Autoclave marca BOECO, modelo YX-18LDJ
o Balanza analitica marca Sartorius, modelo Entris 224-1S
e Micropipeta de 20, 200, 1000 pL marca CAPP
e Espectrofotometro UV-Vis marca Thermo Scientific, modelo Evolution 201
e Colorimetro marca Hach, modelo DR900
e Bafo Maria marca KertLab, modelo CDK-S28
e Centrifuga marca Hettich, modelo Rotofix 322
e Microcentrifuga refrigerada marca Hanil, modelo Smart R17
e Horno Mufla marca ThermConcept, modelo KLE 09/11
e Microscopio Trinocular marca Euromax iSCOPE, modelo 1S.1153-PLPH
e Taladro de banca marca Bauker, modelo BD130F
e Bomba de aire marca SOBO, modelo SB-108
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e Bomba Dosificadora marca WALCHEM/IWAKI, modelo EJ-B11VCUR
e Difusores de aire

e Mangueras de 0,5 cm y 0,6 mm de didmetro

e Filtros EPA

e Jeringas de 10 mL

e Cajas térmicas (coolers)

e Soportes Kaldnes K3

2.2 METODOLOGIA
2.2.1 Evaluacién de la cinética de crecimiento de la cepa Saccharomyces

cerevisiae en un medio sintético con colorante

2.2.1.1 Evaluacion de la cinética microbiana
Se obtuvo la cepa pura de Saccharomyces cerevisiae a partir de un
paquete de levadura instantanea industrial seca de marca “Mauripan”. La
cepa fue activada en un matraz de 250 mL con 150 mL de caldo de cultivo
Sabouraud, cuya composicion es: peptona de caseina (5 g/L), peptona de
carne (5 g/L), y dextrosa (20 g/L) . Luego, fue puesto en un shaker orbital
a 180 rpm, 28 °C por 24 horas *°.

A continuacion, se elabor6 la escala de McFarland como se detalla a
continuacién: Primero se prepararon las soluciones de H2.SOs al 1 % y
BaCl> al 1.175 % en matraces de 500 y 50 mL respectivamente.
Posteriormente, se prepararon las disoluciones para un volumen final de
10 mL siguiendo la Tabla 6 descrita a continuacién. Finalmente, se
midieron las absorbancias de cada tubo a una longitud de onda de 625 nm
en el espectrofotometro UV-Vis y se realiz6 una curva de calibracion 8.

Se realizaron las pruebas por triplicado.
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Tabla 6. Tabla de medidas para la escala McFarland

BaCl: al .,
Estandar '1'350’ Or;il 1.17?_%, Con(églr}:;?_mon, Absorbancia
' m

0 0 0 0 0

0.5 9.95 0.05 1.5 x 108 0.103
1 9.9 0.1 3 x 108 0.206
2 9.8 0.2 6 x 108 0.407
3 9.7 0.3 9 x 108 0.569
4 9.6 0.4 1.2 x 10° 0.774
5 9.5 0.5 1.5 x 10° 1.011
6 9.4 0.6 1.8 x 10° 1.125
7 9.3 0.7 2.1 x10° 1.320
8 9.2 0.8 2.4 x10° 1.472
9 9.1 0.9 2.7 x10° 1.526
10 9 1 3 x10° 1.702

Posteriormente, se hizo un conteo de la levadura activada utilizando
la cdmara de Neubauer Improved para determinar la concentracion inicial
de la cepa. Seguidamente, se hicieron diluciones hasta obtener una
concentracion aproximada de 1.5 x 102 células/mL en comparacion con el
estandar 0.5 de la escala de McFarland.

A continuacion, se inoculd la cepa al caldo Sabouraud con 50 mg/mL
de colorante para su adaptacion y estudio de cinética microbiana. Se llevo
el cultivo a incubacidn en un shaker orbital a 35 °C y se tomaron alicuotas
de 3 mL a tiempos de 0; 0.5; 1; 2; 4; 6; 10; 14; 20, 26; 30; 34; 38 horas,
hasta alcanzar su fase estacionaria. Las alicuotas fueron tomadas por
triplicado. Se determiné el modelamiento cinético empleando la ecuacién
de Malthus mostrada en la ecuacion 1 82; ademas se determiné también el
tiempo de duplicacion de la cepa, mostrado en la ecuacion 2 8 para
calcular cuanto tiempo le tomaria a la poblacion bacteriana duplicarse.
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tg =—- (2)

Donde:

X = Concentracion de biomasa

Xo= Concentracion inicial de biomasa
K = Velocidad especifica de crecimiento
t = Tiempo

tq = Tiempo de duplicacion

Para medir el crecimiento de la levadura, se llevaron las muestras a
centrifugacion a 12700 rpm, por 15 minutos a 4 °C; luego, se separo el
sobrenadante del precipitado y se lavé el Gltimo con una solucion de NaCl
al 0.85 % y se resuspendié utilizando la misma solucién. Finalmente, se
llevé la resuspencion al espectrofotometro UV-Vis ajustandolo a un
blanco de 0.5 segun los estandares de la escala de McFarland 2°.

Por ultimo, se utiliz6 la ecuacion de la curva obtenida para hallar las
concentraciones en células/mL de la levadura y observar asi su cinética

microbiana.

2.2.2 Evaluacién de la capacidad de remocion del colorante empleando

Saccharomyces cerevisiae

2.2.2.1 Curva de calibracion del colorante.

Primeramente, se realizé un barrido espectral del colorante donde se
determiné la longitud de onda a la cual deben ser leidas las muestras.
Luego, se prepararon cuatro soluciones stock del colorante a
concentraciones 20, 40, 60 y 80 mg/mL y un blanco de agua destilada;
éstas fueron leidas al espectrofotometro a una longitud de onda de 597

nm, segln el barrido espectral mencionado anteriormente. En udltimo

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

lugar, se elaboro6 la curva de calibracion. Una vez realizado el gréfico de
calibracién, se midi6 la concentracién de colorante en el efluente

problema.

2.2.2.2 Evaluacion de la remocion

Se midieron las absorbancias de los sobrenadantes obtenidos en la
etapa 2.2.1.1, es asi que se calcula la concentracion de colorante residual
después de los diferentes tiempos de contacto de la levadura con el analito.
Las absorbancias obtenidas de cada tubo se compararon con los valores
obtenidos en la curva de calibracion del colorante para conocer su
concentracion. Luego se utilizaron estos datos para construir otro grafico
gue muestre la disminucion de la concentracion del colorante e indique la

capacidad de remocion del colorante de Saccharomyces cerevisiae .

2.2.3 Disefio y construccion del Biorreactor de Lecho Mdvil con Biopelicula
(MBBR).

Primero, se realizo el disefio del biorreactor de lecho movil con
biopelicula (MBBR) y se adquirieron los materiales. La tapa fue un tapon de
jebe en el cual se establecid la ubicacién de los siguientes puertos: entrada de
aire, salida de aire, punto de alimentacion, punto de toma de muestra, como

se muestra en la Figura 12.

Figura 11. Configuracion de los puertos ubicados en la tapa del vessel. (1)
Entrada de aire. (2) Entrada del efluente textil. (3) Salida de aire. (4) Puerto
de toma de muestra.
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El vessel fue constituido por un frasco de borosilicato de 1 L
de capacidad, al cual se le implementaron los siguientes sistemas, tal

como se muestra en la Figura 13:

Figura 12. Configuracion interna del biorreactor. (1) Entrada de aire. (2)
Entrada del efluente textil. (3) Salida de aire. (4) Puerto de toma de muestra.

(5) Lecho movil — soportes Kaldness K3.

e Sistema de aireacion: Se colocaron dos puertos de ingreso de aire, cada
uno con dos difusores ubicados en la parte inferior del reactor y
alimentados por una bomba de aire cada uno.

e Sistema de alimentacion: Se utilizd un sistema de bombeo, una red de
tuberias y un sistema de almacenamiento de entrada.

¢ Sistema de lecho mévil: Se utilizé soportes de polietileno de alta densidad
marca Kaldnes K3, con forma cilindrica, de superficie corrugada, con
interior de soporte cruzado de 25 mm de didametro, 10 mm de altura y 500
m?/m?® de &rea de superficie especifica.

e Sistema de enchaquetado: Se utiliz6 un equipo de Bafio Maria, el cual se

mantuvo a 37°C.
Luego, se procedio a ensamblar y unir los sistemas del biorreactor.

¢ Instalacion del sistema de aireacion: Se instalaron las tuberias y conexiones

para el ingreso de aire procedente de las bombas. Las mangueras utilizadas
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fueron de pléastico con un diametro de 0.6 mm y estuvieron conectadas a
varillas de vidrio de 0.6 mm de diametro que se colocaron dentro del
vessel. A la parte final de estas varillas se le adicionaron los difusores de
aire.

e Instalacion del sistema de alimentacion: Se alimento el biorreactor
utilizando bombas dosificadoras que succionaban el efluente textil de un
tanque hacia el interior del biorreactor. El flujo de ingreso del efluente fue
de: 0.16 L/min. Las mangueras que conectaban las bombas con el
biorreactor eran de plastico con un didmetro de 0.5 cm y éstas, a su vez,
estuvieron conectadas también a una varilla de vidrio que se encontraria
dentro del vessel.

e Puesta en funcionamiento del biorreactor: Todos los elementos de los
sistemas del biorreactor fueron autoclavados a 121°C, 15 bar, por 15
minutos. A continuacién, se realizo el ensamblaje del sistema dentro de
una cadmara de flujo laminar, para luego dar inicio a todos los sistemas

acoplados. La configuracion del sistema se muestra en la Figura 14.

Altura: 15.5 cm

Diametro: 9.5 cm

H/D:1.63

Volumen total: 1000 mL
Volumen de Trabajo: 700 mL

Figura 13. Configuracion del sistema experimental. (1 y 2) Bombas de aire. (3)
Biorreactor MBBR. (4) Enchaquetado de Bafio Maria. (5) Bomba dosificadora.

(6) Tanque de almacenamiento de efluente textil.
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Al finalizar el periodo de operacion del sistema MBBR, se desacoplo.
Los soportes y elementos que lo conformaron fueron lavados de manera
mecénica, con agua potable y los residuos generados fueron almacenados

de forma segura.

2.2.4 Evaluacion del funcionamiento de los sistemas MBBR utilizando efluente

textil.

2.2.4.1 Obtencion de muestras de efluente procedente del sector industrial
textil.

Se extrajeron muestras de efluente de una empresa textil ubicada en la
ciudad de Arequipa siguiendo el Protocolo de Monitoreo de la Calidad
Sanitaria de los Recursos Hidricos Superficiales, establecido por la
Direccion General de Salud Ambiental e Inocuidad Alimentaria
(DIGESA)®,

Se utilizaron cuatro frascos de plastico de boca ancha de 1 L de
capacidad, limpios. En un frasco se adicion6 H2SO4 y este fue designado
para la determinacion de DQO. En los tres frascos restantes solo se agrego
el efluente textil. Al tomar la muestra se llenaron completamente los
frascos e inmediatamente fueron cubiertos. Las muestras recolectadas
fueron rotuladas y conservadas en cajas térmicas (Coolers) y luego

puestos en refrigeracion a 4°C hasta su uso.

2.2.4.2 Obtencion de biomasa

Para la formacion de la biopelicula en sistema MBBR, se utilizaron
soportes de polietileno de alta densidad marca Kaldnes K3, los cuales
fueron inicialmente pesados y luego inoculados con la cepa
Saccharomyces cerevisiae adaptada al colorante.

Los soportes fueron colocados en tres matraces de 1 L cada uno, cada
matraz contenia 700 mL de caldo de cultivo Sabouraud suplementado con
50 mg/mL del colorante previamente autoclavado. La cantidad de soportes

colocados en cada matraz fue de 20, 40 y 60 % respectivamente. Los

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

matraces fueron sellados con parafilm, a los cuales se les adiciono
mangueras de plastico para el ingreso de aire para la oxigenacion y
recirculacién de los soportes, y una salida de aire para controlar la presion
generada. Todos los elementos fueron esterilizados antes de ser
ensamblados y puestos en marcha.

El tiempo considerado para la generacion de biomasa fue de 4
semanas, luego los soportes con la biopelicula formada se traspasaron al
sistema MBBR construido bajo condiciones estériles.

Después de haber transcurrido el tiempo de funcionamiento de los
MBBR, se tomaron los soportes y se pesaron para determinar la densidad
de biomasa generada.

2.2.4.3 Puesta en marcha del sistema MBBR
Se utilizé el efluente de la industria textil como alimentacion del
sistema MBBR. Se tom¢6 una alicuota inicial de 10 mL al tiempo 0 y luego
alas 1, 2, 5, 24, 34 horas de tiempo de funcionamiento. EI muestreo se

realizo por triplicado.

2.2.4.4 Evaluacion de DQO
Para la determinacion de DQO, se utilizé 2.5 mL de la cada una de las
alicuotas tomadas a los diferentes tiempos y se hizo la lectura utilizando

el método colorimétrico especificados en los Standard Methods 8.

Preparacion de reactivos:

a. Solucion digestora: Se agregd 0.5108 g de K>Cr,0O7 previamente
secado a 150 °C por 2 h; 8.35 mL de H2SO4; y 1.665 g de HgSO..
Se disolvio, se dejo6 enfriar a temperatura ambiente y se enrazé a
50 mL.

b. Acido Sulfirico Reactivo: Se agregd 1.01 g de AgSO4 en polvo a
100 mL de H>SOs concentrado; se dejo un dia para lograr su
disolucion.
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Procedimiento:

Se agregd 1.5 mL de solucion digestora, 3.5 mL de Acido Sulftrico
Reactivo y 2.5 mL de la muestra problema a los tubos a utilizar. Las
muestras se dejaron enfriar lentamente hasta alcanzar una temperatura
ambiente para evitar la formacion de precipitado. A continuacion, se
colocaron los tubos en un digestor a 150°C por 2 horas. Transcurrido el
tiempo, las muestras se dejaron enfriar y una vez alcanzaron la
temperatura ambiente, se midieron en el colorimetro a una longitud de
onda de 600 nm. Se utilizé como blanco un tubo con la misma cantidad

de reactivos, pero la muestra problema se reemplazé por agua destilada.

Luego de obtenidos los resultados, se realizaron los célculos
estadisticos utilizando el programa Microsoft Excel 2016. Se hizo un
analisis de varianza (ANOVA) con un nivel de confianza al 95 % y se
evaluaron los valores obtenidos en la disminucion de DQO del efluente
mediante los sistemas MBBR, para la cual se consideraron las siguientes

hipotesis:

HO: Las medias obtenidas para cada biorreactor son iguales.

H1: Al menos dos medias obtenidas para cada biorreactor son distintas.

Se llevé a cabo la prueba de hipotesis para una variable, a traves de la
comparacion de medias, para evaluar los niveles de DQO del efluente
textil antes y después del tratamiento.

2.2.4.5 Evaluacion de la remocién del colorante
Los tubos con las alicuotas tomadas durante el funcionamiento del
biorreactor fueron llevados a centrifugacion a 12700 rpm, por 15 minutos
a 4 °C; en seguida, se separ0 el sobrenadante del precipitado y se leyé en
el espectrofotometro UV-Vis a una longitud de onda de 597 nm para medir

la concentracion de colorante a los diferentes tiempos de funcionamiento.
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Las absorbancias obtenidas de cada tubo fueron utilizadas para hacer una

curva midiendo la eficiencia del sistema MBBR.

Luego de obtenidos los valores resultantes, se realizaron los célculos
estadisticos a travées de un andlisis de varianza (ANOVA) con un nivel de
confianza al 95 % y se evaluaron los valores obtenidos en la remocion del
colorante en cada sistema MBBR, para la cual se consideraron las
siguientes hipotesis:

HO: Las medias obtenidas para cada biorreactor son iguales.

H1: Al menos dos medias obtenidas para cada biorreactor son distintas.

Se llevo a cabo la prueba de hipdtesis para una variable, a traves de la
comparacion de medias, para evaluar los niveles de colorante del efluente

textil antes y después del tratamiento.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE LR UNIVERSIDAD

CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

CAPITULO 11
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Evaluacion de la cinética de crecimiento de la cepa Saccharomyces cerevisiae en

un medio sintético con colorante

- Evaluacion de la cinética microbiana

Se determind que el in6culo inicial de Saccharomyces cerevisiae fue muy
concentrado; por lo tanto, se hizo una dilucién con factor 50 para obtener una
concentracion celular de 1.5 x 108 células/mL, la cual fue tomada como
concentracion celular inicial. En la Figura 15 se muestra una vista al microscopio

N dNg N
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Figura 14. Vista al microscopio de la levadura Saccharomyces cerevisiae con

aumento 40X puesta en la camara de Neubauer Improved.

En la Figura 16 se muestran las absorbancias obtenidas de las muestras
estandar para obtener la concentracion celular basadas en la escala de McFarland
81 Con la recta de calibracion se obtuvo un R? de 0.9914, lo que significa que los

valores tienen un comportamiento lineal aceptable.
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Figura 15. Recta de Calibracion de la escala de McFarland

Por otro lado, en la Figura 17 se muestra el crecimiento celular de la levadura
desde las 0 hasta las 38 horas. Se observa que la levadura pasé por una fase de
adaptacion al colorante durante las primeras 2 horas; luego entré en su fase
exponencial hasta las 30 horas, para despues entrar a su fase estacionaria hasta las
38 horas. Se determiné que tuvo una velocidad especifica de crecimiento de
0.0798 cel/mL X h, y su tiempo de duplicacion fue de 8.686 horas. De Martin
(2005)74, reporta que Saccharomyces cerevisiae tiene cinco fases de crecimiento:
La primera es la fase lag, en donde la levadura se adapta al medio en el que se
encuentra. En seguida, entra en la fase exponencial, donde las células alcanzan su
maxima velocidad de duplicacion y se lleva a cabo un metabolismo fermentativo.
Después, al disminuir la concentracién de fuente de carbono en el medio, las
células atraviesan por un cambio diduxico, un tiempo en el cual no hay division
celular; para luego entrar en la fase postdiauxica, periodo en el cual las células
utilizan el producto procedente de la fase exponencial como fuente de carbono.
Finalmente, llega la fase estacionaria, momento en el cual los nutrientes en el

medio se agotan y ya no hay mas division celular.
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Segun Rocha (2011)(89), Saccharomyces cerevisiae cultivada en medio YPS
(10 g/L de extracto de levadura, 20 g/L de peptona bacteriolégica y 20 g/L de
sacarosa)®, tuvo una fase lag de 5 horas, luego una fase exponencial hasta las 20
horas, que es cuando inicia la fase estacionaria hasta las 35 horas de incubacion.
Reporta que la levadura tuvo una velocidad especifica de 0.2332 cel/mL x h. Este
comportamiento se da debido a que el medio YPS contiene nutrientes que
benefician el crecimiento del microorganismo, resultando en una mayor
produccion de biomasa. Por el contrario, en la presente investigacion, se observa
que a pesar que la fase lag de la levadura fue mas corta, la fase exponencial de la
misma durd 10 horas més; esto se debe a la existencia del colorante en el medio
utilizado, éste componente extrafio ralentiza el crecimiento de la levadura.
Mahmoud (2014)%, reporta haber inoculado Saccharomyces cerevisiae en medio
PBD suplementado con 100, 200, 300, 400, 500, 600 mg/mL de colorante. En sus
resultados reporta mayor crecimiento a menores concentraciones de colorante;
aseverando que la velocidad de crecimiento de la levadura se ve afectada por la

existencia de colorante disuelto en el medio.

2,50E+09
2,00E+09
1,50E+09

1,00E+09

Concentracion, cel/mL

5,00E+08

0,00E+00
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Tiempo, horas

Figura 16. Curva de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae en caldo de cultivo
Sabouraud sintético suplementado con 50 mg/mL de colorante negro reactivo.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




VF=3,  UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE PR UNERSI

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

3.2 Evaluacion de la capacidad de remocion del colorante empleando

Saccharomyces cerevisiae.

- Curva de calibracion del colorante
Se observa en la Figura 18 la recta de calibracion del colorante negro reactivo
con las absorbancias obtenidas a 20, 40, 60 y 80 mg/mL. Se obtuvo un R? de 1,

lo que significa que la curva tiene un comportamiento lineal admisible.

De acuerdo a la ley de Lambert Beer, la absorbancia de una solucién es
directamente proporcional a su concentracion (91). Por lo tanto, los resultados
obtenidos nos indican que las absorbancias de 0.511; 1.014; 1.516; y 2.014
corresponden a las concentraciones de 20, 40, 60 y 80 mg/mL respectivamente;
lo que en consecuencia concluye que cualquier solucion que contenga el mismo
analito, cuyas absorbancias estén dentro de los valores de 0 a 2.014 tendran

concentraciones conocidas.
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Figura 17. Recta de Calibracion del colorante negro reactivo Novacron — negro
WNN
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- Evaluacion de la remocion

Luego de la obtencidn de las absorbancias de las muestras y su comparacion
con la curva de calibracion del colorante, se construye el grafico de disminucion
de la concentracion del mismo en relacion al tiempo mostrado en la Figura 19.
Esta sefiala que hubo un decaimiento exponencial de la concentracion del
colorante desde las 0 horas con una concentracion inicial de 47.85 mg/mL hasta
las 38 horas, terminando en una concentracion de 10.93 mg/mL. Por lo tanto, se
observa una reduccion del colorante del 77.15 %. Segiin Mahmoud (2014)%,
Saccharomyces cerevisiae alcanza una capacidad de remocion de colorante azul
de ramazol de 100 % en 1 hora cuando la concentracion es de 100 mg/L, y una
remocién de 88.3 % al mismo tiempo cuando la concentracién es de 600 mg/L.
En comparacion con los resultados obtenidos, la cepa utilizada en esta
investigacion tarddo mas tiempo en remover el colorante del medio y tuvo una
eficiencia de remocion menor. La explicacion a este comportamiento segun
Jaramillo et. al (2018)8, es que existe una mayor biorremediacion de colorante a
mayor concentracion de levadura y habra una menor biorremediacion de
colorante a menor concentracion de levadura en el medio . Por lo tanto, la
velocidad de remocién del colorante es proporcional a la concentracion de
colorante residual; lo que quiere decir que, si la concentracion del colorante

residual disminuye, la velocidad de biorremediacion también disminuye.
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Figura 18. Curva de remocién del colorante negro reactivo Novacron — negro WNN

3.3 Disefio y construccion del Biorreactor de Lecho Mévil con Biopelicula (MBBR).
Los sistemas fueron dispuestos y puestos en marcha de acuerdo a las
especificaciones del método que corresponde. En la Figura 20 se observa el arreglo
de los sistemas, con los cuatro principales componentes: tanques de almacenamiento
del efluente problema, el cual tuvo una capacidad de 1 L; bombas dosificadoras, las
cuales funcionaron con un caudal de 0.16 L/min; los biorreactores MBBR
propiamente dichos con los soportes de polietileno de alta densidad Kaldnes K3,
conteniendo la biopelicula de levadura Saccharomyces cerevisiae adaptadas al
colorante; finalmente, las bombas de aire que proporcionan la oxigenacion de las
levaduras y la recirculacion de los soportes. En la Figura 21 se muestra la disposicion
de los puertos ubicados en la tapa del vessel, considerados los puntos de entrada de
aire, toma de muestra, salida de aire y entrada de efluente. En la Tabla 7 se muestran
los parametros considerados para el disefio de los sistemas MBBR y en la Tabla 8 se

muestran las caracteristicas del soporte utilizado para el crecimiento de la biopelicula.
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REPOSITORIO DE

Tabla 7. Datos técnicos MBBR

Parédmetro Resultado
Volumen (L) 1
Caudal (L/min) 0.16
Direccion del flujo Flujo ascendente

Tabla 8. Caracteristicas del soporte Kaldnes K3

Material Polietileno
Forma Cilindro corrugado
25 mm de
Dimensiones didmetro / 10 mm
de altura
Superficie especifica 500 m?/m?®

Figura 19. Vista frontal de los sistemas MBBR configurados para la remocion de
colorante negro reactivo de efluente textil. (a) Tanque de almacenamiento de

efluente. (b) Biorreactor. (c) Equipo de Bafio Maria. (d) Bombas dosificadoras.
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Figura 20. Disposicion de los puertos ubicados en la tapa del biorreactor. (a)
Entrada de aire. (b) Toma de muestra. (c) Entrada de efluente. (d) Salida de aire.

Tal como es explicado por Francis & Sosamony (2016)%¢, en su investigacion,
ellos utilizaron el sistema MBBR para el tratamiento de aguas residuales pre-tratadas.
En su disefio consideraron un vessel cilindrico de vidrio acrilico con un volumen total
de 11.25 L, una relacion H/D de 3.33 cm. Este biorreactor contaba con un puerto de
salida de aire en la parte superior lateral y un ingreso de aire en la parte inferior que
actua también como agitador de los soportes. Por otro lado, la proporcion de llenado
que ellos utilizaron fue de 70 % en relacién al volumen del reactor y las caracteristicas
de los soportes fueron de 1.5 cm de diametro interno, 2 cm de didmetro externoy 1,4
cm de altura. Estos soportes fueron obtenidos cortando una tuberia de una lavadora y
eran de cloruro de polivinilo (PVC). Al comparar sus resultados con los obtenidos en
la presente investigacion, notamos que se consideraron los mismos parametros con la
Unica diferencia de la ubicacion de los puertos. Esto se debe a que los requerimientos
minimos necesarios para hacer funcionar 6ptimamente un sistema MBBR son los
mencionados. Sin embargo, se not6 que el material utilizado para los soportes vario;

no obstante, no se reportaron problemas en el crecimiento de la biopelicula, lo que
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indica que el material del soporte no tiene un impacto significativo sobre el

microrganismo a utilizar.

3.4 Evaluacién del funcionamiento de los sistemas MBBR utilizando efluente textil

- Masa total de la biomasa:

En la Tabla 9 se muestra la densidad de la biopelicula formada en cada
biorreactor por cantidad de soportes. Se observa que la densidad fue mayor en el
biorreactor con mayor porcentaje de soportes, siendo el resultado de 5814.1 mg/L.
Los resultados van disminuyendo proporcionalmente con la cantidad de soportes
utilizados; para 40 % se obtuvo una biomasa de 3652.8 mg/L; finalmente el vessel
con 20 % obtuvo 1048.7 mg/L. Segun Lopez et al. (2012) ®°, los microorganismos
se adhieren a la superficie de los soportes; por consiguiente, a mayor cantidad de
soportes, mayor cantidad de biomasa habra. Por otro lado, de acuerdo a lo
reportado por Francis & Sosamony (2016)"°, la proporcion de llenado afecta el
crecimiento de la biomasa en los soportes. Los autores reportan que, cuando la
proporcion de soportes es mayor a 80 % del volumen de reactor con los soportes,
la eficiencia disminuye debido a que no hay una agitacion adecuada. Por el
contrario, cuando la proporcion de llenado es menor que 40 %, la eficiencia de
transferencia de oxigeno es pobre, por lo que la eficacia también decrece. En
comparacion con los resultados obtenidos, se evidencia una menor densidad de
biopelicula formada cuando la proporcion es menor, es decir de 20 %. Esto puede
deberse a que la levadura no tiene suficiente superficie especifica a la cual
adherirse, por lo tanto, su crecimiento es limitado. Ademas, no hay una
transferencia de oxigeno adecuada hacia el microorganismo, limitando su

crecimiento también.

Por otra parte, se observa un mayor crecimiento cuando la proporcion de
llenado es de 60 %, y esto puede suceder porque existe una mayor superficie
especifica a la cual adherirse y porque hay una mejor agitacion en el biorreactor,
permitiendo la transferencia de oxigeno del medio a la levadura.
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Tabla 9. Densidad de la biopelicula formada por proporcion de llenado (mg/L).

Proporcién de | Densidad de la biopelicula
llenado, % formada, mg/L
20 1048.7
40 3652.8
60 5814.1

- Evaluacién de DQO:

La Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) es uno de los parametros mas
utilizados en el control de calidad de aguas. Se define como la cantidad de
oxidante quimico que se necesita para oxidar los materiales contenidos en el agua
y se expresa en mg de O2/L%. Por lo tanto, la DQO cuantifica la cantidad de
materia organica total que puede ser oxidada ya sea biodegradable o no
biodegradable, y se utiliza para establecer niveles de contaminacion en muestras
liquidas. Por ende, a mayor valor de DQO en una muestra, mayor seran los niveles

de contaminacion de la misma.

Segun Kermani et.al (2008)%2, el biorreactor de lecho moévil con biopelicula
(MBBR) es efectivo para la eliminacion de materia orgénica en plantas
municipales de aguas residuales debido a los procesos biolégicos que ocurren en
la biopelicula, alcanzando una eficiencia de remocién de DQO de hasta 95.7 %.
Entonces, de acuerdo a lo observado en la Figura 22, los valores de DQO en los
diferentes biorreactores disminuyen con el transcurso del tiempo que éstos estan
en funcionamiento. En el biorreactor con 60 % de llenado hubo una disminucion
de los valores de 368 mg/L alahora 0, hasta 117 mg/L a la hora 34, con porcentaje
de eliminacion de 68.21 %. Para el biorreactor con 40 % de llenado se obtuvieron
resultados de 367 mg/L a la hora 0 y 102 mg/L a la hora 34, con un porcentaje de
eliminacion de 72.21 %. Finalmente, para el biorreactor con 20 % de llenado los
resultados fueron los siguientes, 365 mg/L en la hora 0, hasta 147 mg/L en la hora
34, con un porcentaje de eliminacién de 59.73 %. Concluyendo que la biopelicula
de Saccharomyces cerevisiae formada tuvo un efecto positivo en la oxidacién de

la materia organica del efluente problema.
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Por otro lado, Fang et.al (2014)* reporta que la existencia de colorante en la
muestra afecta también la degradacion oxidativa. Entonces, al ser los colorantes
compuestos recalcitrantes a la degradacion oxidativa, después de ser
descompuestos a partes mas pequefias, éstas se hacen mas facilmente
biodegradadas via oxidacion, llevando al incremento de los valores de DQO. No
obstante, los microorganismos utilizados contindan consumiendo estas partes
pequefas hasta desaparecerlas casi totalmente, ocasionando la disminucion de la
DQO. Por consiguiente, esto nos indica que la presencia de colorantes en la
muestra tiene un efecto en los valores reportados de DQO. Como se observa en
este estudio, la Figura 22 muestra que los valores de DQO no disminuyeron
significativamente en las horas 0, 1 y 2; sin embargo, con el transcurso del tiempo
los valores bajaron hasta alcanzar valores de 68.21, 71.21 y 59.73 %

respectivamente.

Finalmente, luego de realizar un Andlisis de Varianza (ANOVA), se obtuvo
un valor de p de 0.56, que es mayor a 0.05. Por lo tanto, queda demostrado que la
hipotesis nula es verdadera, es decir, no existe diferencia significativa entre
variables, como se muestra en el Anexo 3; lo que es consistente con los resultados
expuestos por Lopez et. al (2012)7°. En su estudio muestra que el porcentaje de
remocion de DQO en sus tres sistemas MBBR con 20, 35 y 50 % de llenado de
soportes, fue de 71.9 % para el primero y 75.3 % para los dos siguientes, no

existiendo diferencia significativa tampoco.
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Figura 21. Curva de disminucion de DQO en mg/L dependiendo del

porcentaje de soportes utilizados.

- Evaluacién de remocion de colorante
Las concentraciones de colorante para cada biorreactor a los diferentes
tiempos se muestran en la Tabla 17 del Anexo 1. Se puede observar que el
porcentaje de remocidn para el biorreactor con 20 % de llenado es de 3.02 %; para
el biorreactor con 40 % de llenado es de 20.30 %; finalmente, para el biorreactor
con 60 % de llenado es de 5.85 %.

Se observa en la Figura 23 que la concentracion del colorante no disminuye
notablemente con ninguna de las proporciones de soportes, lo que se corrobora
con el Anélisis de Varianza (ANOVA) que muestra un valor probabilistico P de
0.06 que es mayor a 0.05 lo que los indica que no hay diferencia significativa
entre los resultados mostrados en el Anexo 1.

Se asume que este fendmeno se debe a que la cepa Saccharomyces cerevisiae
fue adaptada sélo a un caldo de cultivo con el colorante y la composicién del
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efluente textil comprende otros componentes como detergentes, blanqueadores,
etc. Por lo tanto, la cepa tuvo que pasar por un periodo de adaptacién mas largo,
mostrando asi, una menor remocion del colorante en el tiempo dado.

Ademas, segin Mahmoud (2016)* el pH es un factor determinante en el
crecimiento de la bacteria, siendo un pH Optimo para su desarrollo entre 2 a 5.
Sin embargo, el pH no fue un pardmetro considerado al momento de tratar el
efluente textil, lo que puede explicar la poca efectividad de remocién del
colorante por la cepa. Es asi también que Jaramillo et.al (2018)"® reporta que
Saccharomyces cerevisiae tiene una cinética de crecimiento y remocion de
colorante de 72 horas, por lo tanto, se asume que a un mayor tiempo de contacto
de la cepa con el efluente, se hubiera evidenciado una mayor remocion del

colorante.

60,000

50,000 l —C—= =§

e, mg/mL

)y 40,000

30,000 =@=20%
=@==40%

=0=60%
20,000

Concentracion del colorant

10,000

0,000
0 1 2 5 24 34

Tiempo, horas

Figura 22. Curva de remocidn de colorante en mg/mL a diferentes tiempos
utilizando 20, 40 y 60 % de soportes por biorreactor
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CONCLUSIONES

PRIMERA. La eficiencia de biodepuracion de colorante en efluentes textiles
utilizando Saccharomyces cerevisiae es significativamente similar en todos los sistemas

MBBR estudiados, indistintamente de la proporcion de llenado de soportes.

SEGUNDA. La cepa Saccharomyces cerevisiae tiene una cinética de crecimiento
de 38 horas, con una velocidad especifica de crecimiento de 0.0798 cel/mL x h y un tiempo
de duplicacion de 8.686 horas; en donde se identifica la fase lag de 2 horas; la fase

exponencial de 30 horas.

TERCERA. La levadura logra un porcentaje de remocion del colorante negro
reactivo del 77.15 %, alcanzando una concentracion final de 10.93 mg/mL a las 38 horas de

tiempo de contacto.

CUARTA. Se disefio el biorreactor de lecho mavil con biopelicula de manera que
los puertos de ingreso de aire consigan una aireacion eficiente; un puerto de salida de aire
para evitar la presién generada; un puerto de ingreso de efluente de manera constante con un
caudal de 0.16 L/min y flujo ascendente; un puerto de toma de muestra para evaluar el avance
del sistema MBBR; el uso de soportes de polietileno de alta densidad con una superficie

especifica de 500 m?/m?3; y un tiempo de funcionamiento de 34 horas.

QUINTA. Se logré una densidad de biopelicula de 1047.7 mg/L a un 20 % de
proporcién de llenado del vessel; 3652.8 mg/L a un 40 % de llenado y un 5814.1 mg/L a un
60 % de llenado. Por otro lado, se observo que hubo una disminucién de DQO de 59.73 %
para el 20 %; 72.21 % para el 40 % y el 68.21 % para el 60%; sin embargo, no hubo una
diferencia significativa entre las tres proporciones de llenado de soportes. Finalmente, se
evidencid una remocion del colorante de 3.02 % con el 20 % de llenado; 20.3 % con el 40 %
de llenado y 5.85 % con el 60 % de Ilenado. Se asume que estos resultados se deben a los
agentes externos encontrados en el efluente problema que disminuyeron la eficacia de

remocion.
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RECOMENDACIONES

e Utilizar diferentes valores de pH y/o temperatura para la investigacion de los valores
Optimos de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae para la biodepuracion de

colorantes textiles.

e  Usar otros materiales, formas y/o tipos de soportes para la investigacion del efecto de

los mismos en el crecimiento 6ptimo de la biopelicula.

e Evaluar el efecto del tiempo de funcionamiento en el sistema MBBR para observar
diferentes porcentajes de remocién de colorante y disminucion de DQO en efluente

textil.

e Emplear otros microorganismos tales como: bacterias, hongos de pudricion blanca o
algas, como alternativa de biopelicula para la biodepuracion de efluentes textiles.
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ANEXOS
ANEXO N°1
% Evaluar la cinética de la cepa Saccharomyces cerevisiae en un medio sintético con

colorante.

Tabla 10. Absorbancias obtenidas por estdndar de concentracién celular de acuerdo a la
escala de McFarland

Grafico de calibracion

St Concentracién, cel/mL Absorbancia
0 0 0

0.5 1.50E+08 0.103
1 3.00E+08 0.206
2 6.00E+08 0.407
3 9.00E+08 0.569
4 1.20E+09 0.774
5 1.50E+09 1.011
6 1.80E+09 1.125
7 2.10E+09 1.320
8 2.40E+09 1.472
9 2.70E+09 1.526
10 3.00E+09 1.702

Tabla 11. Ecuacion de la recta obtenida a partir de la curva de calibracion de la escala de

Mc Farland
Longitud de onda, nm 625
Ecuacion de la recta y = 6E-10x + 0.0244
m 6.00E-10
b 0.0244
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Tabla 12. Absorbancias y concentracidn celular obtenidas por cada muestra a los diferentes

tiempos.
Muestras
Tiempo, Absorbancia Concentracion,
horas cel/mL
0 0.137 1.88E+08
0.5 0.101 1.28E+08
1 0.127 1.71E+08
2 0.154 2.16E+08
3 0.246 3.69E+08
4 0.298 4.56E+08
5 0.315 4.84E+08
6 0.359 5.58E+08
10 0.576 9.19E+08
14 0.672 1.08E+09
18 0.801 1.29E+09
22 1.011 1.64E+09
26 1.145 1.87E+09
30 1.263 2.06E+09
34 1.297 2.12E+09
38 1.305 2.13E+09

®,

% Evaluar la de remocion del colorante del efluente mediante Saccharomyces

cerevisiae.

Tabla 13. Absorbancias obtenidas por concentracion de colorante en mg/mL.

Grafico de calibracion
St Concentracién, mg/mL Absorbancia
0 0 0
1 20 0.511
2 40 1.014
3 60 1.516
4 80 2.024
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Tabla 14. Longitud de onda y Ecuacidn de la recta utilizados para el grafico de remocion

del colorante por Saccharomyces cerevisiae

Longitud de onda, nm 597
Ecuacion de la recta y = 0.0253x + 0.0024
m 0.0253
b 0.0024

Tabla 15. Absorbancias y concentraciones en mg/mL obtenidas por muestra tomada a los
diferentes tiempos

Muestras
Tiempo, horas | Absorbancia | Concentracién, mg/mL
0 1.213 47.85
0.5 1.171 46.19
1 1.198 47.26
2 1.167 46.03
3 1.146 45.20
4 1.137 44.85
5 1.101 43.42
6 1.022 40.30
10 0.925 36.47
14 0.781 30.77
18 0.673 26.51
22 0.561 22.08
26 0.439 17.26
30 0.382 15.00
34 0.308 12.08
38 0.279 10.93
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« Evaluar la eficiencia de la biodepuracion del efluente mediante MBBR.

Tabla 16. Concentracion de DQO en mg/L de las muestras obtenidas a los diferentes
tiempos en los tres sistemas MBBR (20 %, 40 %, 60 %)

DQO, mg/L
Tiempo, horas 20% 40% 60%
0 365 367 368
1 329 293 348
2 325 232 298
5 298 175 266
24 194 149 181
34 147 102 117
% disminucién | 59.7260274 | 72.2070845 | 68.2065217

Tabla 17. Concentracion de colorante residual en mg/mL de las muestras obtenidas a los
diferentes tiempos en los tres sistemas MBBR (20 %, 40 %, 60 %)

Concentracion de colorante, mg/mL
Tiempo, horas 20% 40% 60%
0 52.356 51.209 52.672
1 51.605 50.814 52.474
2 51.526 49.984 52.316
5 51.447 49.668 51.723
24 51.249 48.324 50.458
34 50.775 40.814 49.589
% remocion | 3.01977956 | 20.2994751 | 5.85321927

Tabla 18. Ecuacién de la recta obtenida para el grafico de remocion de colorante por
Saccharomyces cerevisiae

Ecuacion de la recta y = 0.0253x + 0.0024
m 0.0253
b 0.0024
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Tabla 19. Absorbancias obtenidas en cada muestra tomada a los diferentes tiempos en cada
sistema MBBR (20 %, 40 %, 60 %).

Concentracion de colorante,
mg/mL

Tiempo, horas 20% 40% 60%
0 1.327 1.298 1.335

1 1.308 1.288 1.330

2 1.306 1.267 1.326

5 1.304 1.259 1.311

24 1.299 1.225 1.279

34 1.287 1.035 1.257
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ANEXO N°2

(@) (b)

Figura 23. (a) Sistema MBBR al 20 % de llenado de soportes con efluente textil a tiempo

0. (b) Sistema MBBR al 20 % de llenado de soportes con efluente textil a tiempo 36

(b)

Figura 24. (a) Sistema MBBR al 40 % de llenado de soportes con efluente textil a tiempo
0. (b) Sistema MBBR al 40 % de llenado de soportes con efluente textil a tiempo 36
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Figura 25. (a) Sistema MBBR al 60 % de llenado de soportes con efluente textil a tiempo
0. (b) Sistema MBBR al 60 % de llenado de soportes con efluente textil a tiempo 36
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Tabla 20. Analisis de Varianza de un factor para la disminucion de DQO en el efluente

textil
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
20 6 1658 276.333333 | 7395.86667
40 6 1318 219.666667 | 9614.26667
60 6 1578 263 9504.8
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de Grados " Valor
las Sura de de L IPUS F Probabilidad | critico para
o cuadrados Y los cuadrados
variaciones libertad F
gES;rgjs 10533.3333 2 5266.66667 | 0.59589062 | 0.563604869 | 3.68232034
Dentrode | 130574667 | 15 8838.31111 C - .
los grupos
Total 143108 17 - - - -

Tabla 21. Analisis de Varianza de un factor para la remocion de colorante en el efluente

textil
RESUMEN
Grupos | Cuenta Suma Promedio Varianza
20% 6 308.956522 | 51.4927536 | 0.26709786
40% 6 290.814229 | 48.4690382 | 15.0720472
60% 6 309.233202 | 51.5388669 | 1.55332323
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de Grados | Promedio e
las Sumade | 40 de los F | Probabilidad | V31°r critico
L cuadrados | ,. para F
variaciones libertad | cuadrados
gESEfs 37.1376595 2 18.5688297 | 3.29771164 | 0.06500871 | 3.68232034
Dentrode | o) 4693412 | 15 | 5.63082275 : i :
los grupos
Total 121.600001 17 - - - -
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