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RESUMEN

Se aisl6 una comunidad microbiana capaz de degradar los azocolorantes Naranja Acido7 (AO7) y Rojo Acido
88 (AR88) a partir de muestras de un sitio contaminado con efluentes industriales textiles. asimismo, se evalué
el efecto que tienen las cargas volumétricas de suministro de los azocolorantes (Byaz) y la velocidad
volumétrica de aireacion intersticial (Qg) sobre las velocidades de decoloracién y biodegradacién de la mezcla
de azocolorantes en un mddulo rectangular de dos etapas empacado (MHE) en el que se inocul6 y establecid la
comunidad microbiana aislada. Las determinacién de los sustratos y sus intermediarios junto con las eficiencias
de remocidn de carbono organico total (COT) y reduccion de la demanda quimica de oxigeno (DQO), fueron
usados como indicadores de la degradacion y mineralizacion de la mezcla de colorantes. Después de 225 dias
de operacién continua del MHE, nueve cepas bacterianas fueron aisladas de la biopelicula adherida al soporte
poroso. Los géneros identificados fueron: Arthrobacter, Variovorax, Agrococcus, Sphingomonas,
Sphingopyxis, Pseudochrobactrum, Methylobacterium, Mesorhizobium y Microbacterium.

PALABRAS CLAVE: Dinamica poblacional, azocolorantes, reactor empacado.
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INTRODUCCION

Las actividades de la industria textil y de manufactura de colorantes estan asociados al volumen y complejidad
de sus descargas de aguas residuales al medio ambiente (Rai et al., 2005). Dependiendo del tipo de colorante y
del tipo de proceso utilizado, se ha estimado que de un 10 a un 30% no se une a las fibras y es vertido al
drenaje junto con otros compuestos que son llamados auxiliares (solventes, emulsificadores, dispersantes) que
forman parte del proceso (Stolz, 2001). El agua residual también suele contener altas concentraciones de
metales pesados, solidos disueltos totales y tiene elevada demanda quimica y bioquimica de oxigeno. En forma
paralela, la toxicidad de los azocolorantes y sus compuestos derivados esta relacionada con la cantidad de
sustituyentes y anillos aromaticos que forman parte de su estructura quimica.

Cuando este tipo de corrientes llega a las plantas de tratamiento de aguas residuales, los compuestos quimicos
presentes no son removidos ya que su recalcitrancia es alta, ademas de los efectos nocivos, antes mencionados,
sobre los lodos (Moran y col., 1997). Por ello, una de las soluciones con mayores posibilidades de éxito, es el
uso de tratamientos especificos ubicados en la fuente de contaminacion, que serian las descargas de las
industrias textiles.

Para conseguir la eliminacion de estas sustancias por medio de procesos bioldgicos, es necesario combinar dos
factores con los que es posible obtener el mejor desempefio: (a) microorganismos que posean las enzimas
necesarias para degradar completamente los compuestos en las condiciones de descarga y (b) el disefio de un
biorreactor que mejore la eficiencia y velocidad de remocién de los compuestos de interés.

En algunos lugares donde las aguas residuales industriales son vertidas a los cuerpos de agua sin tratamiento, se
han detectado ciertos microorganismos que son capaces de degradar compuestos xenobidticos. Muchos
microorganismos tales como bacterias, hongos y algas, pueden decolorar e incluso mineralizar completamente
muchos de los azocolorantes bajo ciertas condiciones (Vandevivere et al., 1998; McMullan et al., 2001; Stolz,
2001 y 2008; Rai et al., 2005; Van der Zee y Villaverde, 2005; Pandey et al., 2007).

El estudio de la estructura y dinamica de las comunidades microbianas durante los procesos de biodegradacion,
extiende la comprensién de las relaciones ecoldgicas y eventualmente se podra llegar a un mejor control y una
operacion optimizada de los mismos (Guieysse et al., 2001). Diversas metodologias han sido usadas en este
campo, cada una con ventajas y limitaciones especificas. Una estrategia cada vez mas extendida es usar el ADN
metagendémico como fuente de informacion de la estructura de la comunidad. Esto, permite rebasar ciertas
limitaciones que acompafian a otras técnicas que dependen del crecimiento de microorganismos en medios con
diferentes fuentes de carbono o que son afectados por cambios en la fisiologia microbiana, ademas, es bien
conocido que s6lo una pequefia proporcidn de la microbiota es cultivable, lo que en parte ha causado que
disminuya el uso de metodologias basadas en el cultivo de microorganismos, tales como los patrones de uso de
fuentes de carbono (Hackett y Griffiths, 1997; Heuer y Smalla, 1997).

Los métodos de cultivo de comunidades estdn basados en la definicion del ambiente en términos de
concentracién y flujos de sustratos y productos. Ademas, el cultivo de comunidades mantiene la diversidad
microbiana y s6lo se separan los componentes para identificarlos y caracterizarlos. Este tipo de cultivos se
basan en la premisa de que la mayoria de las comunidades microbianas en la naturaleza estan intimamente
asociadas a diversas superficies y entre sus componentes en conglomerados llamados biopeliculas (Stach y
Burns, 2002).

Diversas condiciones, tales como las propiedades de la superficie y la interfase, disponibilidad de nutrientes,
composicién de la comunidad microbiana y las condiciones hidrodinamicas pueden afectar la estructura de la
biopelicula, la cual ha demostrado ser el punto clave en cuanto a funcionalidad se refiere, ya que ademas de
proteger y regular, contiene espacios intersticiales o canales en los que circula liquido, funcionando como
sistema de distribucion de nutrientes asi como de intercambio de productos metabolicos con el medio (Davey y
O’Toole, 2000). El uso de biopeliculas en el tratamiento aerdbico de varios compuestos toxicos recalcitrantes
ha aumentado, siendo una buena alternativa a los sistemas de células en suspension.

Los filtros sumergidos aireados o reactores empacados (PBR por sus siglas en inglés), permiten que la biomasa
crezca en forma de biopelicula en el soporte, ocasionando que los canales o espacios en el soporte se obstruyan,
generando diferentes condiciones de aireacion y crecimiento en el biorreactor. Esto puede ser una ventaja o
desventaja dependiendo del tipo de comunidad que se requiera para determinado contaminante, sin embargo, a
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menos que se modifique el disefio del reactor, no existe un control para seleccionar las zonas de
aerobiosis/anaerobiosis, ya que las obstrucciones son aleatorias, aunque preferentemente se presentan en las
capas mas cercanas a la alimentacion (Gavrilescu y Macoveanu, 2000).

En este trabajo se realizé la compartamentalizacion del biorreactor con un deflector vertical, para reducir la
dispersion axial del liquido (mezclado en contraflujo) y favorecer localmente la turbulencia en cada
compartimento. También el empacamiento con rocas fragmentadas reduce la dispersién axial, pero complica el
mezclado del liquido y la difusion del oxigeno a lo largo del reactor. Una combinacion de ambas, el empacado y
la compartamentalizacién, evita el mezclado en contraflujo mientras que favorece la transferencia de oxigeno al
medio; particularmente cuando difusores con orificios muy pequefios son usados para suministrar el aire (con el
oxigeno necesario para el metabolismo aerobio). Por estas razones, el sistema propuesto fue concebido como
un biorreactor horizontalmente segmentado y empacado con tezontle (BHSE), para degradar azocolorantes y
sus intermediarios.

OBJETIVO

Estudiar el efecto de sucesivos incrementos en la carga volumétrica de alimentacion de azocolorantes (By az) ¥
el gasto volumétrico intersticial de aire (Qg;) sobre la composicién de una comunidad microbiana capaz de
utilizar como fuente de carbono y energia colorantes azoicos.

MATERIALES Y METODOS

El reactor empacado utilizado fue un recipiente de polimetilmetacrilato de 5/16 de pulgada, separado por una
placa central del mismo material (figura 1). Se suministré aire a través de difusores de tuberia de Tygoon fijados
en canales. Como empaque se utilizo roca volcanica de alta porosidad (tezontle rojo) previamente esterilizada.

En cuanto a la comunidad microbiana empleada, se aislaron microorganismos que utilizaron como fuente de
carbono, energia y nitrégeno una mezcla de azocolorantes, a partir de cultivos microbianos seleccionados, asi
como de muestras de suelo y agua provenientes de una zona de la Presa La Requena del Estado de Hidalgo,
donde eran descargadas aguas residuales de una industria textil cercana.

La inoculacién del reactor empacado se realizé siguiendo el método de cultivo de comunidades propuesto por
Stach y Burns, 2002. Posteriormente, el reactor se inund6 con 5.4 litros de una mezcla de colorantes de 100
ppm (50 ppm cada uno), en la 12 seccion el gasto volumétrico intersticial de aire se fijo en 0.025 VVM,
mientras que en la 2% seccidn no se inyecto aire, en estas condiciones se opero en lote durante una semana para
permitir la colonizacion del reactor. Posteriormente se inicié la alimentacion y el muestreo del reactor de
acuerdo al esquema de operacion de la tabla 1.

ENTRADA
DEL
LIQUIDO

SALIDA
DEL
LIQUIDO

AIRE

VALVULA
DE AIRE

Figura 1. Diagrama experimental del reactor de lecho empacado. Puntos de muestreo: 1 a5
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Después de alcanzar cada periodo estable y antes de iniciar la siguiente condicion de operacién del reactor, se
tomaron muestras tanto del sobrenadante y de la biomasa desprendida mecanicamente del soporte. Ambas
muestras se analizaron mediante técnicas convencionales de microbiologia, el sobrenadante fue analizado
ademdas mediante técnicas fisicoquimicas (DQO soluble por el método 8000, COT por el método 10129, N,
total por el método 10071 (Hach, 2002), y concentracion de colorantes e intermediarios por HPLC un método
desarrollado durante la investigacién). A partir de la biomasa desprendida se obtuvo ADN para su analisis
mediante técnicas de biologia molecular. Las muestras de tezontle con células inmovilizadas (previamente
fijadas y deshidratadas) fueron observadas por microscopia electronica de barrido en un microscopio de la
marca JEOL, modelo JSM-5800 LV.

Las muestras se sembraron en medio solido de cuenta estandar (CE) y en medio sdlido sintético adicionado con
los colorantes utilizados, las placas se incubaron a temperatura ambiente durante 2 y 7 dias respectivamente.
Las colonias desarrolladas se resembraron en placas de agar cuenta estdndar. Este proceso se repitié hasta
obtener las cepas predominantes de la comunidad microbiana a través de los cambios de operacion del
biorreactor.

Con la finalidad de evaluar la riqueza de especies de la comunidad, se obtuvo el ADN de la biomasa
desprendida del soporte y se analizd mediante dos técnicas: electroforesis en gel de poliacrilamida con gradiente
de temperatura (TGGE por sus siglas en inglés, Iniciadores: U968-GC— 5’-(Pinza GC)-AAC GCG AAG AAC
CTT AC-3". L1401— 5°-CGG TGT GTA CAA GAC CC-3". Pinza GC— 5’-CGC CCG GGG CGC GCC CCG
GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG G-3'.), amplificacion aleatoria de ADN polimérfico (RAPD por sus
siglas en inglés, Iniciadores: 1283— 5-GCG ATC CCC A-3’. 1290— 5°-GTG GAT GCG A-3). Para la
identificacion de cada microorganismo se amplifico un fragmento de aproximadamente 1300 pb del 16S rDNA
(Iniciadores: 8FPL— 5’-GCG GAT CCG CGG CCG CTG CAG AGT TTG ATC CTG GCT CAG-3". 13B—
5’-CGG GAT CCC AGG CCC GGG AAC GTA TTC AC-3’) que fue secuenciado y comparado en la base de
datos del Gen Bank del NCBI.

Tabla 1. Esquema de operacion del reactor horizontal empacado en régimen continuo

Qai F Tiempo Bv,az
(VWWM)  (LhY acumulado(dias)  (mgL'd?)
0.01 52 4.44
0.03 69 13.33
0.025 0.05 83 22.22
0.07 100 31.11
0.09 119 40
0.09 128 40
0.11 133 48.89
0.052 0.13 139 57.78
0.15 150 66.67
0.18 178 80
0.075 0.18 199 80
0.1 0.18 209 80
005(2) 0.8 229 80

RESULTADOS

La mezcla de Naranja acido 7 y Rojo acido 88, a 50 ppm cada uno, fue suministrada incrementando la
velocidad de alimentacién después de alcanzar el estado de equilibrio dindmico para cada condicion de
operacion, de tal manera que la carga volumétrica se modific de 4.44 mg L™ d™ con una Qg, de 0.025 VVM
hasta 80 mg L™ d™ con una Qg, de 0.1 VVM, donde no fue posible observar un incremento de la velocidad
volumétrica de remocidn de azocolorantes, asi como las eficiencias de reduccion de la DQO y del COT (de los
Cobos et al., 2012). De la condicién inicial hasta 31.11 mg L™ d™ se obtuvo la completa decoloracion del
medio alimentado.
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Pudo observarse que en las primeras cargas volumétricas suministradas, los microorganismos lograron
establecerse en el MHE y formaron una biopelicula delgada que cubria las piedras de tezontle (figura 2b). Lo
interesante de esta colonizacidn fue la especializacion de los microorganismos que dependia de los sustratos
disponibles, por lo que su predominancia en ciertas regiones del modulo se hizo evidente: las muestras
obtenidas de las piedras de tezontle cercanas a la alimentacion, contenian microorganismos con mayor actividad
decolorante que los obtenidos a partir de las muestras de soporte préximo a la salida de de las muestras liquidas
(figura 3a). Esto demuestra la importancia de la formacién de biopelicula y del establecimiento de las
condiciones adecuadas para su supervivencia. La diferencia en capacidad de decoloracién entre la primera y
segunda etapa del MHE fue muy evidente en las primeras cargas volumétricas alimentadas con un Qg de 0.025
hasta 0.052 VVM.

Figura 2. Microfotografias de la superficie altamente porosa de una piedra de tezontle (a) y un
acercamiento donde se aprecian los microorganismos que conforman la comunidad adherida (b).

Sin embargo, cuando la By a7 fue aumentada a 40 mg L™ d™, las eficiencias de decoloracion, y reduccion de la
DQO y del COT disminuyeron. Bajo estas condiciones de operacion, la concentracion de oxigeno disuelto en la
22 seccion (sin aireacion) fue de 0.8 mg L™, lo que probablemente ocasioné la disminucion de la capacidad de
degradacién de la comunidad microbiana. A continuacién, se tomaron las muestras correspondientes, se
mantuvo la misma carga volumétrica y se aumenté la velocidad de aireacién a 0.052 VVM, con un aumento
consiguiente de la concentracién de oxigeno disuelto tanto en la 1% como en la 22 seccion. En este caso, las
eficiencias de decoloracion, reduccion de la DQO y eliminacién del COT igualaron y hasta mejoraron sus
valores previos (de los Cobos et al., 2012). El efecto de la velocidad de aireacion sobre la degradacion quedo
evidenciado de esta manera. La recuperacion subsecuente de la capacidad de la comunidad para alcanzar de
nuevo una mayor velocidad volumétrica de reduccion de la DQO permitié seguir retando al sistema hasta llegar
a las condiciones finales antes descritas.

El aspecto mas relevante fue que a lo largo del proceso se observo el cambio de los componentes de la
comunidad microbiana inicial conforme aumenté la By az. Esto pudo observarse debido a las diferencias de los
patrones de bandas entre la 12 y la 2% seccion, mientras el Qg se mantuvo por debajo de 0.075 VVM. Con el
aumento del gasto volumétrico de aire a 0.1 VVVM, los patrones de bandas en las 2 secciones comenzaron a ser
similares, lo que también concuerda con un mayor desprendimiento de la biomasa adherida y una tendencia a la
uniformidad de las secciones (figura 3b) al modificar el patrén de circulacion del efluente, de flujo pistén en la
22 seccion a un estado pseudohomogéneo donde se presenté mezclado axial del medio.
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Entrada ; Entrada

Figura 3. Cultivo en medio s6lido con colorantes inoculado con suspensiones obtenidas de la primera 'y
de la segunda etapa del MHE en plena operacién. (a) By de 4.44 a 48.89 mg L™ d™. (b) By de 57.78 a 80
mg L*d™

G Lo G
B2 C1 C2

Figura 3. Patrones de bandas de la comunidad microbiana adherida al soporte durante la operacion del
bioreactor a diferentes By az Y Qgi, obtenidas por electroforesis en gel de poliacrilamida con gradiente de
temperatura a partir de amplicones de ADN de 450 pb con los iniciadores U968 y L1401. 1— 12 seccion;
2— 23seccion; A = 4.44 mg L™ d*/0.025 VVM; B = 66.67 mg L™ d*/0.052 VVM; C =80 mg L™* d*/0.1
VVM

Después de la identificacion inicial, se hizo el seguimiento de la comunidad a partir de las muestras sustraidas
del reactor empacado cuando se evalué la degradacion de azocolorantes e intermediarios. La comunidad
microbiana respondi6 a los cambios ejercidos en el medio por las diferentes condiciones de operacion probadas,
al variar la proporcién de las diferentes especies que la conformaban. Se observd que la comunidad microbiana
al final tuvo muchos cambios en su conformacién comparada con la inicial, por una parte perdiendo diversidad
y haciéndose mas especializada y por otra mostrando cambios en las cepas identificadas (Tabla 2), debido
probablemente a que los cambios en las condiciones de operacion del reactor motivaron que microorganismos
que en un principio se encontraban en mayor proporcidn, fueran desplazados por aquellos que incrementaron su
presencia en el sistema. Todas estos géneros han mostrado antecedentes de capacidades de degradacion de
xenobidticos y alta sobrevivencia a condiciones ambientales adversas (de los Cobos et al., 2012).
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Tabla 2. Similitud de secuencias del 16S rADN de las cepas predominantes cultivables que conforman la

comunidad microbiana inicial seleccionada (izquierda) y de las cepas predominantes cultivables que

conforman la comunidad microbiana establecida durante la operacién del MHE (derecha).

Clave de Clave de
% %
Nombre o acceso al Nombre o acceso al
similitud similitud

Gene Bank Gene Bank
Ideonella sp. B513 98 AB049107 Arthrobacter sp. 94 EU362180.1
Caulobacter sp. IMCC1706 99 DQ664200 Variovorax sp. 95 AF426000.1
Mycobacterium sp. K337W 99 DQ372733 Agrococcus sp. 97 GQ18833.1
Sphingomonas wittichii RwW1 98 CP000699 Sphingomonas sp. 96 EF128173.1
Sphingomonas sp. Mar-33 99 EF128173 Sphingopyxis sp. 97 EU240203.1
Bacteria Comamonadaceae b4M 97 EF540485 Microbacterium sp. 97 EU714346.1
Mesorhizobium sp. no cultivada 80 AM934992 Pseudochrobactrum sp. 91 AM263420.1

Methylobacterium sp. 94 Z723160.1

Mesorhizobium sp. 97 DQ839129

CONCLUSIONES

— Los microorganismos en mayor proporcion de la comunidad microbiana, pertenecientes a 9 géneros

bacterianos, fueron identificados por secuenciacion de un fragmento amplificado del 16S rADN. Los
géneros bacterianos identificados fueron: Arthrobacter, Variovorax, Agrococcus, Sphingomonas,
Sphingopyxis, Pseudochrobactrum, Methylobacterium, Mesorhizobium y Microbacterium. Solamente dos
microorganismos pertenecientes a los géneros Sphingomonas y Mesorhizobium mantuvieron su presencia
a lo largo del proceso.

La variacién en las condiciones de operacion provocaron modificaciones en la riqueza de la comunidad
microbiana estudiada, que posiblemente estuvo asociada a la pérdida de la capacidad degradadora de
azocolorantes y de transformacién de metabolitos intermediarios en Ultima instancia.

Empleando cargas volumétricas hasta de 40 mg L™ h™ lograron obtenerse eficiencias de decoloracion
mayores al 99%, asi como eficiencias de remocion de COT hasta de 97%, de reduccion de la DQO hasta
de un 99% y de intermediarios cuantificados por HPLC mayor a 99%.
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