TRABAJO FINAL

Uso de levaduras no convencionales para la

remocion de contaminantes

Tesista: Sabrina B. Galvan
Tutora: Lic. Marina Acosta

Directora: Dra. Ivana Cavello

Facultad de Ciencias Exactas
Universidad Nacional de La Plata

2025



El presente trabajo fue realizado en el Centro de Investigacion y Desarrollo en
Fermentaciones Industriales (CINDEFI) CONICET, Facultad de Ciencias Exactas,
Universidad Nacional de La Plata, bajo la direccion de la Dra. Ivana Cavello y la tutoria de

la Lic. Marina Acosta.

Parte de la investigacion realizada en este trabajo ha sido presentada en el XVI1
Congreso Argentino de Microbiologia. Buenos Aires, Argentina. 21 al 23 agosto del

2024.



indice

AGradeCimiCnlos ......cccverireeisenisnecsnnssaensnesssesssnssssncssnssssssssnssssssssssssassssasssssssassssasssss 1
Capitulo 1: INtroducCiOn....ceeececercisercssnrcssnicssnicssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssases 2
1.1 Problematicas de la industria teXtil.........c.cceerieriiiiieniieiee e 2
1.2 Colorantes teXLIIES .......cecueeriiriiieiieeieee e 3
1.3 Degradacion biolOZICa..........oovuiiriiiiiiiiiieiie ettt 4
L KEHIT .ttt sttt 6
ODJELIVOS cuuvrierrnrnnsranesssanesssnresssnnssssarsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssasssssasssssases 9
Capitulo 2. Materiales y MELOUOS ......cccuuerervurrcrsuricssnricssnnicsssnicsssnessssnessssesssssesnns 10
2.1 Colorantes tEXHLES ......c.eeruiieiieriieeiiesee et 10
Naranja Reactivo 16 (NRTO) .....cc.ovvviiieiiiieiieeeeeeeeeeeeee e 10
Rojo Reactivo 141 (RRI4T1) oottt 10
Negro Reactivo 5 (INRS) ..o.eiiiiiieeieeeeee e 11
Verde Reactivo 19 (VRI19) ..o 12
Violeta Reactivo 5 (VRS) it 12

2.2 Levaduras del KEIr .......ooouiiiiiiiiiiiieeeee e 13

2.3 Busqueda de levaduras capaces de remover colorantes textiles — Screening

€N INEAIO N Lo e e e et e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeanaaan 13



2.4 Estudio de la cinética de remocion de los colorantes VRS, NR5 NR 16,
RR141 y VR19 en cultivo sumergido.........c..ceeureeiiieeiiieeiieeeie et 14

2.5 Efecto de la temperatura en la remocion del colorante NR16....................... 14

2.6 Estudio de cinética de remocion del colorante NR16 a escala de Erlenmeyer

2.7 Analisis del efecto de la concentracion del colorante sobre el crecimiento y la

remocion de este en el medio de CUltiVO.........cooueriiriiriiiiiiieeee e 16
2.8 Escalado del estudio de decoloracion en biorreactor de tipo tanque agitado 16
2.9 Bioensayo de fitotoxXicidad ..........ccceeiiiiiiiiiiiiieie e 18

Capitulo 3. Resultados y diSCUSION ..ccucevueereeireiseiseecsnisenseecseessnnsaecsansnsssecsessassnee 20

3.1 Busqueda de levaduras capaces de remover colorantes textiles — Screening

€N INEAIO NDM L.t e e e e e e e e et eeeeeeeeeereaaaeeeeeeeeeeannnas 20

3.2 Estudio de la cinética de remocion de los colorantes VRS, NRS5, NR16,
RR141 y VRI19 en cultivo SUMETZIA0.......eeviieiiiiiieiieeieeiie ettt e 24

3.3 Efecto de la temperatura en la remocion del colorante NR16....................... 28

3.4 Estudio de cinética de remocion del colorante NR16 a escala de Erlenmeyer

3.5 Analisis del efecto de la concentracion del colorante sobre el crecimiento y la

remocion de este en el medio de CultiVo........cccvieeiiiieiiiccccee e 33
3.6 Escalado del estudio de decoloracion en biorreactor de tipo tanque agitado 36
3.7 Ensayo de fitotoxXicidad ..........cceeeiiieiiiieiiie e 43

Capitulo 4. ConCIUSIONES ......uueiievveriisseressnncssricssricssssicssssesssssssssssesssssssssssssssssessnss 52

Bibliografia......ccueeeieniieisensninnsensennsnenssninssinssecsssessssecssessssesssesssssssssssssssssnsssssssssses 53



Agradecimientos

Al finalizar este trabajo, quiero expresar mi mas profundo agradecimiento a todas

las personas y entidades que hicieron posible su realizacion.

En primer lugar, a mi directora Ivana Cavello y a mi tutora Marina Acosta, quienes
con su apoyo, dedicacion y conocimientos fueron pieza clave en el desarrollo de esta

investigacion.

A mi familia, por su amor incondicional, paciencia y aliento en cada paso del
camino. Su confianza en mi y su apoyo constante que me han dado la fuerza para seguir
adelante. A mis amigos, quienes con sus palabras de &nimo, compaiia y momentos de

distraccion hicieron que este camino fuera mas llevadero.

A la mejor compania, Maku; Shisu, Astor Hiroshi y Chimuelo, por brindarme
alegria, carifo incondicional y recordarme la importancia de los pequefios momentos de

felicidad en la vida.

A la universidad publica, por ser el espacio donde pude desarrollar mis
conocimientos y habilidades, y por brindarme las herramientas necesarias para alcanzar

mis objetivos académicos y profesionales.

A todos ustedes, mi mas sincero agradecimiento.



Capitulo 1: Introduccion

1.1 Problematicas de la industria textil

La industria textil es una de las principales fuentes de contaminacion hidrica
debido a la gran cantidad de aguas residuales que genera, especialmente aquellas que
contienen colorantes (Ahmed et al. 2012). El aumento de la demanda de productos textiles
ha incrementado la liberaciéon de aguas residuales coloreadas, cuyas caracteristicas
incluyen variaciones en parametros como la demanda quimica de oxigeno (DQO), la
demanda biologica de oxigeno (DBO), el pH, la salinidad y la presencia de compuestos
organicos y quimicos (Dos Santos et al. 2007). En regiones donde el agua es escasa, este

alto consumo hace necesario el reciclaje y tratamiento eficiente de los efluentes.

Uno de los principales contaminantes de estos efluentes son los colorantes azo,
compuestos sintéticos xenobioticos dificiles de degradar, que constituyen
aproximadamente el 70% de los colorantes utilizados en la industria (H. F. Pajot et al.
2007). Debido a su compleja estructura quimica, son resistentes a la biodegradacion y los
métodos convencionales de tratamiento de aguas residuales resultan ineficaces para

eliminarlos (Doruk et al. 2013).

Sumado a esto las aguas residuales textiles contienen solidos disueltos totales
(TDS), solidos suspendidos (SS), metales pesados, aceites minerales, surfactantes,
nitrogeno total y productos quimicos de blanqueo, lo que agrava su impacto ambiental
(Sumathi Suresh et al. 2014). La liberacion de colorantes no fijados, que tras la hidrélisis
no pueden reaccionar con las telas, contribuye a la contaminacion. Dependiendo del tipo
de colorante, entre el 2-3% (para colorantes basicos) y hasta el 50% (para algunos
colorantes reactivos) se pierde en los efluentes, lo que hace que su eliminacion sea un

desafio significativo (Jafari et al. 2014).

A nivel global, se producen aproximadamente 10° toneladas de colorantes
sintéticos al afio, de las cuales entre 1 y 1.5 x 10° toneladas terminan en cuerpos de agua
(Jadhav et al. 2016). Esto no solo provoca problemas estéticos, sino que afecta

negativamente a la vida acudtica al bloquear la penetracion de luz, el deterioro de la



actividad fotosintética y la transferencia de oxigeno, ademas de generar toxicidad en

organismos expuestos a metales y cloruros (Jafari et al. 2013; H. F. Pajot et al. 2007).

Los métodos convencionales de tratamiento, como la coagulacion, adsorcion,
oxidacion y filtracion, presentan limitaciones debido a su alto costo, baja eficiencia y la
generacion de residuos secundarios como lodos (Das & Charumathi et al. 2012). Para
enfrentar estos desafios, la industria textil debe adoptar tecnologias mas sostenibles y
modificar sus procesos de produccion, buscando alternativas ecologicas y econdmicamente

viables (Ramesh Babu et al. 2007).

1.2 Colorantes textiles

Antiguamente colorantes como el 4cido carminico, el parpura de Tiro y el indigo
eran obtenidos a partir de fuentes animales. Sin embargo, a la hora de extraer estos
compuestos naturales, el proceso presenta limitaciones, tales como extracciones laboriosas,
bajos rendimientos, falta de pureza y calidad, y poca resistencia a la luz (Pajot et al. 2014).
En consecuencia empezaron a elaborarse colorantes sintéticos creados por el hombre, lo
que lleva a considerar que una primera clasificacion de los colorantes puede ser en dos
tipos principales: colorantes naturales (de origen inorgéanico o de origen orgénico de

animales y plantas) y colorantes organicos sintéticos (Jadhav et al. 2016).

A su vez, los colorantes pueden ser clasificados basandose en su estructura quimica
o por su aplicacion al tipo de fibra. Las clases quimicas incluyen nitroso, nitro, azo,
estilbeno, carotenoide, triarilmetano, xanteno, acridina, quinolina, metina, tiazol, azina,
oxazina, tiazina, sulfuro, antraquinona, indigoides y ftalocianina. También se pueden
clasificar segun su estado en solucidn y carga, lo que influye en el método de decoloracion
para esto hay tres grupos: Grupo I (carga negativa, coloidal), Grupo A (anidnico, soluble)

y Grupo C (catidnico) (Venceslau et al 1994).

Actualmente la mayoria de los colorantes textiles son compuestos organicos
aromaticos complejos disenados para resistir la decoloracion. El color y su intensidad son
resultado de grupos cromoforos y auxdcromos. Los cromoforos son grupos arilo con
electrones pi deslocalizados que absorben radiacion electromagnética. Los auxdcromos

son grupos sustituyentes que modifican la energia del sistema (Sumathi Suresh et al.



2014). Los cromoforos se encargan de darle el color y los auxdcromos son sustituyentes

que intensifican el color (Dos Santos et al. 2007).

Segun el indice de color, los colorantes pueden ser anidnicos (directos, acidos y
reactivos), cationicos (basicos) o no idnicos (dispersos). Como habiamos dicho también se
clasifican por su estructura quimica siendo los colorantes azo los mas comunes, seguidos
por los de antraquinona, triarilmetano y ftalocianina. Los colorantes reactivos forman
enlaces covalentes con las fibras. Los colorantes solventes son no idénicos y se usan en

plasticos y ceras (Sumathi Suresh et al. 2014).

Los colorantes azo se caracterizan por la presencia de uno o mas grupos azo (-
N=N-) como cromo6foro en sus anillos aromaticos. Dichos grupos estan generalmente
unidos a un anillo de benceno o naftaleno, pero también pueden estar unidos a moléculas

aromaticas heterociclicas o a grupos alifaticos enolizables.

Cabe sefialar que los colorantes azo, solubles en agua, pueden absorberse
facilmente a través de la piel, lo que incrementa el riesgo de cancer y reacciones alérgicas
(Jadhav et al. 2016), los mismos pueden dividirse reductivamente en aminas incoloras
mediante la accidon de diversas especies bacterianas o procesos abiodticos. La reduccion de
los enlaces azo también ocurre en presencia de azufre, producido por microorganismos
reductores de sulfato. Aunque los productos resultantes de la reduccion generalmente no se
utilizan como fuentes de carbono o energia para las bacterias, este proceso puede estar
mediado por actividades enzimaticas o mediadores redox presentes en sustancias hlimicas,

que han demostrado mejorar la decoloracion (Ramalho et al. 2004).

Los colorantes azo, clasificados como anidnicos, incluyen estructuras monoazo y
diazo. En condiciones anaerobicas, la escision de sus enlaces genera aminas aromaticas,

conocidas por ser cancerigenas y mutagénicas (Sumathi Suresh et al. 2014).

1.3 Degradacion biologica

Los métodos fisicoquimicos, como la adsorcion, coagulacion-floculacion y

oxidacion, presentan limitaciones significativas debido a su alto costo ya que requiere la



utilizacion de una alta cantidad de quimicos, infraestructura especializada y elevados
gastos operativos. Ademas, generan residuos secundarios, como lodos concentrados, que
representan un problema adicional de disposicion y manejo (Martorell et al. 2012; H. F.

Pajot et al. 2007).

En contraste, los métodos biologicos ofrecen ventajas notables, ya que los
microorganismos pueden adaptarse a diversas condiciones ambientales y tratar
eficientemente concentraciones bajas de contaminantes. Este enfoque resulta mas
econdémico, ecoldgico y minimiza el impacto ambiental en comparacion con los
tratamientos convencionales (H. F. Pajot et al. 2014). Entre las alternativas biologicas, la
biorremediacion destaca por su capacidad de transformar los colorantes azo en compuestos

menos toxicos o incluso mineralizarlos (Sumathi Suresh et al. 2014).

Dentro de los microorganismos utilizados en la biorremediacion, los hongos
ligninoliticos desempefian un papel clave debido a la accion de enzimas como lignina
peroxidasa (LiP), manganeso peroxidasa (MnP) y lacasa. Especies como Phanerochaete
chrysosporium, Coriolus versicolor y Trametes versicolor han demostrado una gran
eficiencia en la decoloracion de colorantes (Sumathi Suresh et al. 2014). Sin embargo, los
hongos filamentosos presentan limitaciones como su lento crecimiento y la susceptibilidad
a la contaminacion bacteriana, lo que reduce su aplicabilidad en tratamientos de aguas

residuales (H. F. Pajot et al. 2007).

Por otro lado, las levaduras se destacan por su metabolismo rapido y versatil, lo
que les permite resistir ambientes adversos y degradar colorantes de manera eficiente.
Comparadas con los hongos filamentosos, las levaduras presentan ventajas como
crecimiento mas rapido, menor produccion de lodos y una mayor tolerancia a variaciones

en el medio de cultivo (Das & Charumathi et al. 2012).

La biodegradacion de colorantes por levaduras se basa en mecanismos como la
biosorcion, bioacumulacion y biodegradacion enzimatica. La biosorcion es un proceso
rapido en el que los colorantes se adhieren a la superficie celular, mientras que la
bioacumulacion implica la absorcion intracelular de estos compuestos. La biodegradacion,
por su parte, descompone los colorantes en subproductos menos toxicos mediante la accion

de enzimas como azoreductasas e hidrogenasas (Das & Charumathi et al. 2012).



Estudios recientes han demostrado la capacidad de las levaduras de remover
colorantes textiles, tal es el caso de Hanseniaspora opuntiae, la cual es capaz de remover
el colorante Azul Novasyn Luz BLR mediante biosorcion, alcanzando porcentajes de
remocion superiores al 90% en medio sintético. Ademas, se observo que esta levadura
podia tolerar concentraciones de colorante de hasta 2000 mg/1 sin que se inhibiera su
crecimiento (Bolivar-Correa et al. 2023). Por otro lado, un estudio centrado en las
levaduras del género Trichosporon evidencid la capacidad de estas para degradar el
colorante azo Negro reactivo 5, y ademas planteo que la degradacion se produce en dos
etapas: primero, la ruptura de la molécula del colorante en compuestos mas pequefios y
luego el catabolismo de estos compuestos. Ademas, se realizé un andlisis genémico y
protedmico para identificar las enzimas y vias metabolicas involucradas. Los estudios
revelaron la participacion de diversas enzimas y sistemas de transporte, y también sistemas
de defensa ante el estrés oxidativo (Bulacio Gil et al. 2018). En otros estudios se encontro
que levaduras adaptadas al frio, aisladas de la isla King George en la Antartida, entre las
cuales se encontraban Candida sake 41E, Leucosporidium muscorum F204 'y
Cystofilobasidium infirmominiatum F'13E mostraron buenos resultados en la remocion de
colorantes azo, principalmente de los colorante Negro reactivo 5 y Naranja reactivo 16

(Ruscasso et al. 2022).

En conclusion, la biorremediacion, especialmente mediante levaduras y hongos
ligninoliticos, representa una alternativa prometedora para el tratamiento de aguas
residuales industriales. Su eficiencia, adaptabilidad y menor impacto ambiental la
convierten en una opcion viable frente a los métodos convencionales, con el potencial de

ser optimizada para una aplicacion mas efectiva y sostenible en el futuro.

1.4 Kéfir

El kéfir de agua es una bebida fermentada obtenida a partir de los nddulos de kéfir,
conocidos como tibicos, en ellos conviven en simbiosis bacterias acido-lacticas, bacterias
acido-acéticas y levaduras. Estos microorganismos viven en una matriz de polisacaridos,
principalmente dextrano, producida en su mayoria por bacterias como Lactobacillus

hilgardii. La simbiosis entre levaduras y bacterias en los nddulos de kéfir se produce



debido a que las bacterias acidifican el medio favoreciendo el crecimiento de levaduras,

que a su vez producen factores de crecimiento y compuestos nitrogenados solubles, lo que
estimula el crecimiento de bacterias (Monar et al. 2014). Cabe resaltar que el kéfir de agua
es un tipo de kéfir diferente al de leche tanto en estructura quimica, apariencia fisica como

en contenido microbiano (Gokirmakli et al.2024).

Los microorganismos mas comunmente encontrados son bacterias acido-lacticas de
los géneros Lactobacillus, Leuconostoc y Lactococcus, bacterias dcido-acéticas de los
géneros Acetobacter y Gluconobacter, y levaduras como Saccharomyces cerevisiae y

Zygotorulaspora florentina (Arrieta-Echeverri et al. 2023).

Si bien se desconoce el origen del kéfir se sabe que la composicion varia debido a
la diversidad de sustratos y origenes de los granos de kéfir de agua. Un estudio en Brasil
demostr6 que la composicion de la microbiota del granulo varia segun su lugar de origen
(Monar et al. 2014). La composicion de la bebida puede variar seglin el sustrato, las
condiciones de cultivo e interacciones microbianas que ocurren durante la fermentacion.
También, se observaron diferencias entre réplicas, lo que podria estar relacionado con la
dindmica de la poblacion y la manipulacion de muestras (Arrieta-Echeverri et al. 2023).
Ademas, se ha demostrado en algunos estudios que la composicion del kéfir se ve afectada
por el tipo de almacenamiento disminuyendo la proporcion de levaduras presentes

(Gokirmakl et al. 2024).

Estudios recientes han demostrado que un consorcio compuesto por Lactobacillus
acidophilus y Lactobacillus plantarum, aislados de kéfir tibetano, fue capaz de eliminar
por completo el colorante azoico Remazol Brilliant Orange 3R en un periodo de 12 horas
bajo condiciones dptimas. Ademas, ensayos posteriores de toxicidad indicaron que la
biodegradacion resultod en una desintoxicacion efectiva del colorante (Ayed et al. 2019).
Por otro lado, otros estudios han empleado nddulos de kéfir para la remocion del colorante
reactivo Remazol Navy RGB, encontrando que los nédulos de kéfir vivos presentaban una
mayor eficiencia de decoloracion en comparacion con los desactivados mediante
tratamiento térmico (Erdogdular et al. 2019). Asimismo, se ha demostrado que los noédulos
de kéfir de leche pueden eliminar el colorante reactivo Remazol Ultra Red RGB mediante
un proceso de biosorcion, destacandose ademas que la biomasa de kéfir es reutilizable

(Erdogdular et al. 2021). Mas recientemente, se ha encontrado que los ndédulos de kéfir de
7



agua poseen la capacidad de bioabsorber el colorante antraquinona Cl Reactivo Azul 4
HFG, logrando eliminar la mayor parte del colorante presente en el medio de cultivo

(Pereira Xavier et al. 2022).

En conclusion, la biomasa de kéfir es una alternativa prometedora como un
biosorbente ecoldgico y econdmico para el tratamiento de aguas residuales que contienen
colorantes. Ademas, los microorganismos que la componen presentan un importante
potencial biotecnoldgico para la degradacion de colorantes textiles, lo que abre nuevas
oportunidades en el desarrollo de estrategias sostenibles para el tratamiento de efluentes

industriales.



Objetivos

El presente trabajo tiene como objetivo general la busqueda de levaduras
provenientes del kéfir con potencial para la remocion bioldgica de colorantes en efluentes
textiles. Se espera que los resultados de este proyecto contribuyan a generar conocimientos
necesarios para proponer soluciones al problema ambiental que representan los efluentes

coloreados de origen textil.

Asimismo, este estudio busca desarrollar una estrategia de tratamiento bioldgico de
efluentes textiles como una alternativa sostenible y amigable con el medio ambiente en
comparacion con los tratamientos convencionales. Otro aspecto de gran interés es el bajo

costo economico del uso de levaduras para remover colorantes textiles.

Los objetivos especificos del presente trabajo son:

> Realizar un screening en placa para seleccionar levaduras capaces de decolorar los

colorantes seleccionados

> Estudiar el efecto de diferentes factores en el crecimiento de las levaduras y su

capacidad de decoloracion
> Estudiar la cinética de remocion de los colorantes en cultivos sumergidos.

> Estudiar el proceso de remociéon a una escala mayor en biorreactor tipo tanque

agitado.

> Realizar ensayos de fitoxicidad con semillas de Lactuca sativa L.



Capitulo 2. Materiales y métodos

2.1 Colorantes textiles

Durante la realizacion de este trabajo se utilizaron los siguientes colorantes textiles:
Rojo Reactivo 141 (RR141), Negro Reactivo 5 (NRS5), Verde Reactivol9 (VR19), Naranja
Reactivo 16 (NR16) y Violeta Reactivo 5 (VRS). Los cuales fueron gentilmente donados
por la empresa ALCONIC SA.

Naranja Reactivo 16 (NR16)

Es un colorante azoico comercial comunmente utilizado en la tincioén de la seda 'y
el algodon. Su estructura quimica se presenta en la figura 1. Se clasifica como un colorante
monoazo. Su longitud de maxima absorbancia es de 495nm y su peso molecular es de

617,54 g/mol (Gomes et al. 2011; Jafari et al. 2014)
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Figura 1: Estructura quimica del colorante azoico Naranja Reactivo 16 (NR16).

Rojo Reactivo 141 (RR141)

Este compuesto es un colorante azoico de uso comercial. Su estructura quimica se
muestra en la figura 2. Pertenece a la clase de los diazo, con una longitud de maxima
absorbancia de 543 nm y un peso molecular de 1774,19 g/mol (Jafari et al. 2014; Senasu et

al. 2017).
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Figura 2: Estructura quimica del colorante azoico Rojo Reactivo 141 (RR141).

Negro Reactivo 5 (NRS)

Se trata de un colorante azoico utilizado comercialmente, cuya estructura quimica
se ilustra en la figura 3. Esta clasificado como un diazo, con una méaxima absorbancia de

597 nm y un peso molecular de 991,82 g/mol (Doruk et al. 2013; Jafari et al. 2014).
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Figura 3: Estructura quimica del colorante azoico Negro Reactivo 5 (NRS).

Verde Reactivo 19 (VR19)

Este producto es un colorante azoico comercial, cuya estructura quimica aparece en
la figura 4. Clasificado como diazo, tiene una longitud de onda méxima de absorbancia de

640 nm y un peso molecular de 1418,84 g/mol (Razali et al. 2018; Sane et al. 2018).
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Figura 4: Estructura quimica del colorante azoico Verde Reactivo 19 (VR19).

Violeta Reactivo 5 (VRS)

Es un colorante azoico de caracter comercial, cuya estructura quimica se encuentra
representada en la figura 5. Se clasifica dentro de los monoazo, con una maxima

absorbancia a 550 nm y un peso molecular de 735,59 g/mol (Cabansag et al. 2013).
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Figura 5: Estructura quimica del colorante azoico Violeta Reactivo 5 (VRS).
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Las soluciones de colorante se preparaban pesando la cantidad de colorante
deseada en una balanza y posteriormente disolviendo en agua destilada hasta alcanzar
5000 mg/L. Las soluciones finales fueron esterilizadas por filtracion utilizando un filtro de

0,4 nm de poro.

2.2 Levaduras del kéfir

Se trabajé con una coleccion de 23 cepas de levaduras aisladas de kéfir de agua,
diez de las cepas pertenecen al género y especie Pichia membranifaciens, cinco cepas
pertenecen a Pichia kudriavzevii, cuatro cepas a Geotrichum candidum, tres a

Saccharomyces cerevisiae y una cepa de Candida boidinii (Moure et al. 2023).

Las cepas se criopreservaron a -80°C.

2.3 Busqueda de levaduras capaces de remover colorantes textiles —

Screening en medio NDM

A fin de seleccionar aquellas levaduras capaces de remover colorantes textiles se
realizo un primer estudio cualitativo en placa. Para este ensayo se utilizo un medio solido
conocido como Normal decolorization media (NDM) propuesto por Ramalho et al. (2004)
(g/1): glucosa, 20; (NH4)2SOg4, 2.5; extracto de levaduras, 2.5; KH2PO4, 5; MgS04.7H20,
0.5; CaCly, 0.13; agar, 1.5. También se prepararon las soluciones de colorantes (Negro
reactivo 5, Naranja reactivo 16, Violeta reactivo 5, Verde reactivo 19 y Rojo reactivo 141)
posteriormente esterilizadas por filtracion y agregadas, de manera individual al NDM agar
antes de su gelificacion en una concentracion final de 100 mg/l. Luego, las pacas de NDM
con los distintos colorantes fueron inoculadas con las levaduras en crecimiento activo
provenientes de un medio YPD (Composicion g/l: peptona, 5; extracto de levadura, 5;
Dextrosa, 20) y se incubaron a 28 °C durante 72 h en oscuridad. Como control se incub¢ el

medio NDM sin la adicidon de colorante.

El criterio de seleccion para continuar con los pasos siguientes de la investigacion

se baso en observar presencia de halo de decoloracion alrededor de la colonia y que no
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hubiera cambio de color en la misma. De esta manera se seleccionaron aquellas levaduras

capaces de producir un halo de decoloracion y que ademas no acumularan el colorante.

2.4 Estudio de la cinética de remocion de los colorantes VR5, NR5

NR16, RR141 y VR19 en cultivo sumergido

De las cepas que fueron con potencial para remover los cincos colorantes en el
screening en placa se selecciond para trabajar la cepa Pichia membranifaciens 16 'y se
llevé a cabo un ensayo cualitativo en medio liquido para confirmar que esta levadura
mantuviera la capacidad de remover los colorantes observados en el screening en placa,
ahora en cultivos sumergidos. Para ello, se utilizaron Erlenmeyers de 100 ml con 20 ml de
medio de cultivo NDM a pH 6,0 con una concentracioén de cada colorante de 100 mg/1,
inoculados con un cultivo overnight de Pm16. La degradacion se evalué mediante una
comparacion visual con un control (Erlenmeyer con 100mg/1 colorante sin inocular),
verificando la disminucion en la intensidad del colorante. Los cultivos fueron incubados a
24 + 2 °C de temperatura y con una agitacion de 150 rpm. Se observd cémo evolucionaron
los cultivos a lo largo del tiempo y se selecciono para trabajar en ensayos posteriores el

colorante con el cual la levadura tardaba menos tiempo en decolorarlo.

2.5 Efecto de la temperatura en la remocion del colorante NR16

Se realiz6 un ensayo para determinar la temperatura 6ptima de crecimiento de la
levadura Pichia membranifaciens 16 y la degradacion del colorante. Se trabajo con
Erlenmeyers de 100 ml con 20 ml de medio de cultivo NDM llevado a pH 6,0 con una
concentracion de 100 mg/1 del colorante Naranja reactivo 16. Los Erlenmeyer, se
inocularon con la misma densidad optica (DO) utilizando un inoculo de levaduras en fase
de crecimiento exponencial. Los ensayos se realizaron por duplicado y se incubaron a
cuatro temperaturas distintas: 15, 22, 28 y 30 °C, con agitacioén constante a 180 rpm. Como
control, se utilizoé un cultivo con medio NDM sin colorante. Se tomaron muestras a
distintos tiempos de cultivo y se evaluaron midiendo la DO a 600nm sin centrifugar, y la

DO del sobrenadante a 495 nm.
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2.6 Estudio de cinética de remocion del colorante NR16 a escala de

Erlenmeyer

Para estudiar la cinética de crecimiento y de remocion del colorante NR16 por
parte de la levadura Pm16 se utiliz6 Erlenmeyers de 250 ml que contenian 50 ml de medio
NDM con una concentracion final de colorante de 100 mg/1. Se inocul6 el medio de
cultivo con la levadura, proveniente de un indculo overnight con una densidad optica
inicial DO1 de 1,0 y luego se incub6 a 28° C con una agitacion de 180 rpm. Se tomaron
muestras a distintos tiempos para la determinacion del crecimiento microbiano y para la

determinacion del porcentaje de decoloracion.

FEl crecimiento microbiano se determind indirectamente con la medida de la DO a

600nm en las muestras sin centrifugar.

Para cuantificar la remocion del colorante del medio de cultivo se realiz6 la medida
del sobrenadante de las muestras utilizando un espectrofotémetro UV-VIS a 495nm que es
la longitud de onda de absorbancia maxima del colorante NR16. Dicha disminucién del
colorante en el medio de cultivo se define como porcentaje de decoloracion el cual se

expresa como con la siguiente ecuacion (Manogaran et al. 2021):

. -, (Ao —A)
porcentaje de decoloracion = TxlOO

Donde Ao es la absorbancia inicial del sobrenadante a 495nm del medio
suplementado con el colorante y A es la absorbancia al tiempo t del sobrenadante a 495nm.

(Pajot et al. 2007).

Posteriormente se realiz6 una curva de calibracion del colorante para determinar las
ppm remanentes del colorante en el cultivo en distintos tiempos, utilizando la siguiente

ecuacion:

(Amuestra — Abiotico)

ppm = — ordenada al origen

pendiente
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Ademas, se realizaron barridos espectrales de los sobrenadantes en muestras de
diferentes tiempos dentro del rango de 200 a 800 nm, con el fin de observar la disminucién
de intensidad en el pico de absorbancia méxima y la posible aparicion de otros picos
dentro de las longitudes de onda estudiada. También se evalu6 la apariciéon o disminucion
de absorbancia a 254 y 312 nm, valores que indican la presencia de aminas aromaticas
generadas por procesos de degradacion. Estos picos en el espectro representan los grupos

benceno y naftaleno, respectivamente (Ong et al. 2012).

También se evalu6 el consumo de glucosa a lo largo del tiempo midiendo la glucosa

remanente mediante el uso de un kit Glucemia Wiener Lab.

2.7 Analisis del efecto de la concentracion del colorante sobre el

crecimiento y la remocion de este en el medio de cultivo

Con el objetivo de analizar el efecto de la concentracion de colorante en el
crecimiento de la levadura seleccionada, se realiz6 un ensayo cualitativo utilizando
Erlenmeyers de 100 ml con 20 ml de medio de cultivo NDM llevado a pH 6,0 y diferentes
concentraciones de colorante: 100, 200, 300 y 400 mg/1, agitados a 180 rpm a 28°C. Los
ensayos se realizaron por duplicado y se utilizé como control un cultivo en medio NDM
sin colorante. A cada tiempo de cultivo se evalu6 la densidad optica (DO) a 600nm sin

centrifugar, y la DO del sobrenadante a 495 nm.

2.8 Escalado del estudio de decoloracion en biorreactor de tipo

tanque agitado

Siguiendo con el estudio del analisis cinético y estequiométrico de la decoloracion
del colorante NR16 por parte de la levadura Pm16, se realizé un escalado del proceso a un
reactor tanque agitado utilizando el reactor BIOFLO 310 volumen util 1.31. Los cultivos se
realizaron en medio NDM a 28°C con un pH de 5.75, en el caso en que se agregd colorante

la concentracion final fue de 100 mg/1.
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Los cultivos se inocularon con una DOinicial de 0,5 y se realizaron toma de
muestras gaseosas y liquidas en intervalos de tiempo definidos. Se monitorearon variables

como la temperatura, rpm, el pH y el oxigeno disuelto.

Para la toma de muestra gaseosa se analizo el flujo de aire, el porcentaje de

oxigeno a la entrada y salida, y la produccién de CO2.

Para la determinacion del flujo de aire se utilizé un caudalimetro de burbuja el cual
se conectd a la salida de gases del biorreactor. Utilizando un cronémetro se midid por
triplicando el tiempo que una burbuja tarda en recorrer la distancia entre los aforos del
caudalimetro. El volumen entre esos dos puntos es conocido siendo este de 198 ml. De

modo tal que el flujo se define con la siguiente ecuacion:
! Volumen del caudalimetro

m
Fluj =
wo () promedio de tiempo

Por otro lado, el porcentaje del oxigeno a la entrada y salida se midi6 utilizando un
detector paramagnético de O>. Mientras que para el porcentaje de CO: a la salida se utilizo

un detector infrarrojo de COx.

Teniendo en cuenta estos valores junto con la temperatura ambiente, el volumen
liquido y el flujo se pudo calcular la velocidad volumétrica de consumo de O> (rO2) y la

velocidad volumétrica de produccion de CO» (rCOz) mediante las siguientes ecuaciones:

Fx (XNy) * P %02in %0;0u
%k —
Vi*Rx*T 100 — %0,;, 100 — %055y — %CO0504¢

ro2 = )

F % (XN,) = P %C0z0ut
*
Vi«sRxT 100 — %OZOut - %COZOut

rC02 = )

Tanto el consumo total del oxigeno como la produccion total de CO2 se obtuvieron

calculando el area bajo la curva de rO2 y rCO; respectivamente.

Posteriormente de la muestra gaseosa se realiza la toma de la muestra liquida. Para
esto se tom6 un volumen (15ml aproximadamente) conocido del cultivo procesandose de

igual manera que lo expuesto para los ensayos en Erlenmeyer, es decir, se determind la
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DO, el pH, la absorbancia del sobrenadante a 495 nm, la concentraciéon de glucosa y la
biomasa. Esta tltima se determin6é mediante peso seco a 110°C siempre utilizando una

alicuota de 10ml del cultivo.

2.9 Bioensayo de fitotoxicidad

Por ultimo, se realizé un ensayo de fitotoxicidad para evaluar como afectaba la
presencia de los productos generados durante la degradacion del colorante NR16 por
medio de la levadura Pm16 en la germinacion y en el desarrollo de la raiz de semillas de
Lactuca sativa L. Para este bioensayo de toxicidad aguda en semillas de Lactuca sativa L.

se siguieron los protocolos reportados por Standard Methods 18th Edition (1992)

Para realizar este ensayo se utilizaron sobrenadantes de muestras de los cultivos en
biorreactores con presencia de colorante que fueron tomadas a distintos tiempos y

conservadas a -20°C hasta el momento de la realizacion del mismo.

Se prepar6 una serie de placas de Petri de 9 cm de diametro con doble papel de
filtro, sobre las cuales se distribuyeron uniformemente 20 semillas de Lactuca sativa L. A
cada placa se le agregaron 5 ml de los sobrenadantes, en concentraciones de 100% y
diluciones al 50%, 25% y 10%. Todas las condiciones se realizaron por cuatriplicado. Las
placas se incubaron en oscuridad a 24 °C durante 5 dias. Como control negativo de
toxicidad se emple6 agua destilada, y como control positivo una solucion de ZnSOa4 a 500

mg/l.

Se midio el porcentaje de germinacion y la longitud de las radiculas e hipocotilos.
También se observaron las caracteristicas que presentaban las plantulas, tales como
oscurecimiento o tonalidades marrones en el tejido vegetal, rasgos atribuidos
principalmente a tejidos necrosados y también modificaciones en vellosidades absorbentes

de la radicula y desarrollo y coloracion de cotiledones.

Con el conjunto de medidas se realizo el calculo del promedio y la desviacion

estandar para cada medida de la radicula e hipocotilo correspondiente a cada muestra y

18



dilucién. Y con esto se calculo el porcentaje de inhibicion del crecimiento de la radicula

mediante la siguiente ecuacion:

Yoinhibicid medida de elongaciéon radicula blanco — medida de elongacién radicula x 100
= *
binhibicion = ( medida de elongacion radicula blanco )

Por ultimo, se construy6 una curva de porcentaje de inhibicion en funcion del
logaritmo decimal de la concentracion de colorante en milimoles. A partir de esta curva se
determiné la concentracion inhibitoria capaz de impedir la elongacion de la radicular en un
50% de las plantulas de Lactuca sativa L. (IC50). Ademas, se calcularon indice de
germinacion (GI%) y el indice de crecimiento relativo (RGI) mediante las siguientes

ecuaciones (Young et al. 2011; Ruscasso et al. 2021):

(RLS * GSS = 100)
RLC * GSC

GI% =

RLS

RGI = ——
1= Ric

*RLC es la longitud de la radicula del control
*RLS la longitud radicular de las muestras
*GSC: ntimero de semillas germinadas del control

*GSS: niimero de semillas germinadas de las muestras
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Capitulo 3. Resultados y discusion

3.1 Busqueda de levaduras capaces de remover colorantes textiles —

Screening en medio NDM

El criterio utilizado para determinar si una cepa de levadura era capaz de remover
el colorante se basé en dos observaciones: la ausencia de colorante en la colonia visto
desde la parte frontal de la placa y la presencia de un halo en la parte posterior de la placa,
indicando la actividad degradativa de la cepa (figura 6). Cabe aclarar que este criterio de
seleccion sobre la capacidad de un microorganismo de remover colorantes textiles permite
hacer una primera seleccion, luego debe ser confirmado por diferentes estudios tales como
determinacion e identificacion de los productos de degradacion presentes en los
sobrenadantes del medio de cultivo, etc. Como fue realizado en el trabajo de Russcaso y
col. (2018) donde se realizo un HPLC en los sobrenadantes a diferentes tiempos de cultivo

con el objetivo de identificar los productos generados luego de la remocién del colorante.

En la Tabla 1, las levaduras que cumplieron con el criterio fueron marcadas con
"si", mientras que aquellas que no lo cumplieron se identificaron con "no". A partir de esta
informacion, se calcul6 el porcentaje de levaduras capaces de remover el colorante textil

estudiado.
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Figura 6: Placas con colorantes correspondientes al screening en placa: a. placa con colorante VRS
vista de forma frontal. b. placa con colorante VRS5 vista desde la parte posterior de la placa. c. placa con
colorante NR16 vista de forma frontal resaltado en azul la cepa Pm16. d. placa con colorante NR16 la parte

posterior de la placa resaltado en azul la cepa Pm16.
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levadura Megro reactivo 5 Rojo reactivo 141 Verde reactivo 19 Violeta reactivo 5 Naranja reactivo 16|
Pichia membrefaciens 18 Si Si S Si Si
Pichia membrefaciens 16 si Si Si Si Si
Pichia membrefaciens 32 Si no Si no Si
Pichia membrefaciens 29 si no Si Si no
Pichia membrefaciens 24 si Si Si S S
Pichia membrefaciens 21 si no Si Si Si
Pichia membrefaciens 5 Si Si Si no Si
Pichia membrefaciens 11 Si Si Si no Si
Pichia membrefaciens 94 si Si no Si Si
Pichia membrefaciens 17 si no Si Si Si
Pichia kudriavzevii 25 Si no no no Si
Pichia kudriavzevii 20 si no no Si Si
Pichia kudriavzevii 14 si no no S S
Pichia kudriavzevii 27 Si no no Si Si
Pichia kudriavzevii 23 si no no Si Si
Geotrichum candidum 31 no Si no no no
Geatrichum candidum 2 no no no no no
Geotrichum candidum G no no Si no no
Geotrichum candidum 30 no no no no no
Saccharomyces cerevisiae 33 |no no no no si
Saccharomyces cerevisiae 35 |no no no no no
Saccharomyces cerevisiae 98 |no no no no no
Candida boidinii 37 Si no no no no

Tabla 1: Listado de microorganismos estudiados y su capacidad de degradar el colorante o no en

funcion del criterio antes descrito. Aquellas cepas que cumplen con el criterio se considera que si removian

el colorante mientras que las que no cumplen el criterio se considera que no removian el colorante.

De las 23 levaduras estudiadas, el 69.5% fueron capaces de remover el colorante
Negro reactivo 5, siendo que todas las cepas de Pichia membranifaciens y Pichia
kudriavzevii fueron capaces de decolorarlo. El Naranja reactivo 16 fue removido por el
62.2% de las levaduras, mientras que el Violeta reactivo 5 y el Verde reactivo 19 fueron
removidos por el 47.8% y 43.5% de las cepas, respectivamente, destacando entre las
levaduras que mas los decoloraron, las cepas de P. membranifaciens. Finalmente, el Rojo
reactivo 141 tuvo el menor porcentaje de levaduras capaces de decolorarlo siendo este solo

el 30%.

Con base en los resultados obtenidos, el colorante con menor porcentaje de
levaduras capaces de removerlo fue el Rojo reactivo 141, mientras que los colorantes
Negro reactivo 5 y Naranja reactivo 16 fueron los mas removidos por las levaduras. Esto
podria atribuirse a las caracteristicas quimicas de cada colorante; el colorante Rojo
reactivo 141, al ser mas complejo y de mayor peso molecular, es menos susceptible a la

degradacion por levaduras.
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Por otro lado, las cepas de Pichia membranifaciens demostraron tener la capacidad
de remover la mayoria de los colorantes estudiados, lo que sugiere que podrian tener un
amplio espectro de accion frente a diferentes tipos de colorantes textiles. En particular, las
cepas Pm16, Pm18 y Pm24 fueron capaces de remover del medio solido los cinco
colorantes evaluados. Las cepas de P. kudriavzevii también mostraron una buena
capacidad degradadora, especialmente en los colorantes Negro reactivo 5, Naranja reactivo
16 y Violeta reactivo 5, aunque no mostraron capacidad de decolorar los colorantes Verde

reactivo 19 y Rojo reactivo 141.

En contraste, las cepas de Geotrichum candidum y Saccharomyces cerevisiae
presentaron un menor potencial para remover colorantes textiles. Dos de las cuatro cepas
de Geotrichum candidum y dos de las tres cepas de Saccharomyces cerevisiae no lograron
remover ningun colorante siendo que las cepas de Saccharomyces cerevisiae
bioacumulaban varios de los colorantes pero no los removian, mientras que las otras dos
cepas de G. candidum y la cepa de S. cerevisiae que fueron capaces de remover algiin

colorante lo hicieron solo con uno cada una.

Como ya se ha mencionado antes, este no es el primer trabajo en el que se reportan
levaduras con capacidad de remover colorantes, entre las levaduras reportadas con mayor
potencial se encuentran los géneros Candida, Rhodotorula, Pichia, Saccharomyces,
Trichosporon, Debaryomyces, Cryptococcus y Kluyveromyces (Sampaio et al. 2018; Al-
Tohamy et al. 2022).

En estudios realizados por Pajot et al. (2007) se ha encontrado que aislamientos de
levaduras provenientes de Laurel del Monte y suelos subyacentes eran capaces de remover
colorantes textiles en placas de agar. Se utilizaron placas con colorantes para evaluar las
levaduras aisladas, y se observaron halos incoloros o menos coloreados alrededor de las
colonias como un parametro cualitativo de la capacidad de decoloracion. Se buscéd una
asociacion entre la alta eliminacion del colorante (seglin el tamafio del halo) y una baja
tincion de las colonias, lo que indicaria levaduras con mayor potencial de biodegradacion.
Encontraron que el colorante Rojo reactivo 141 era el mas recalcitrante y dificil de
degradar, ademas de que las cepas de Saccharomyces cerevisiae no degradaban, sino que
bioacumulaban, lo que coincide con los resultados obtenidos en este trabajo. En otra

investigacion realizado por el mismo autor se encontré que nueve aislamientos de
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levaduras provenientes de muestras de aguas residuales y 17 aislamientos de Las Yungas
mostraron potencial de decoloracion de colorantes azoicos, pero a diferencia de los
resultados obtenidos en este trabajo, Pajot encontrd cepas de Pichia kudriavzevii capaces

de remover el colorante Rojo reactivo 141 (Pajot et al. 2010).

Actualmente, no se han encontrado estudios especificos que hayan investigado la

capacidad de Pichia membranifaciens para degradar colorantes azoicos.

3.2 Estudio de la cinética de remocion de los colorantes VR19,

VRS, RR141, NRS y NR16 en cultivo sumergido

De las 3 cepas P. membranifaciens capaces de remover los 5 colorantes se
selecciond a la levadura Pm16 y se realizé una comprobacion de que en medio liquido
fuese realmente capaz de remover los cinco colorantes textiles en estudio. En base a
conocimientos previos del grupo de trabajo se comenzo6 el estudio con una concentracion
de glucosa como fuente de carbono y energia de 20 g/I (figura 7), en esta condicion la
levadura fue capaz de decolorar completamente a los colorantes menos complejos como el
Naranja reactivo 16 y el Negro reactivo 5, mientras que los medios de cultivo
suplementados con los colorantes Violeta reactivo 5, Verde reactivo 19 y Rojo reactivo
141, colorantes cuya estructura es mas compleja la decoloracion resulto ser menor como se
observa en la figura 8. Por lo que para estos ultimos los colorantes se aument6 la
concentracion de glucosa en el medio de cultivo 30 g/l y 40 g/l. Y como se puede observar
en las figuras 9, 10 y 11 el aumento de la concentracion de glucosa también provoco un

aumento en la remocion del colorante.

Coincidiendo con este trabajo, el aumento en el porcentaje de remocion del
colorante al aumentar la concentracion de glucosa se ha evidenciado antes en trabajos
como el de Jafari et al. (2014) donde se observo que la eficiencia de decoloracion del
colorante Negro reactivo 5 por la cepa JKS6 aumentaba cuando aumentaba la
concentracion de glucosa. Esto se debe a que la asimilacion de una fuente de carbono
como la glucosa proporciona a las células de levadura el poder reductor necesario para la

decoloracion. De manera coincidente, Al-Tohamy et al. (2023) también informo6 que la

24



adicion de fuentes de carbono, como glucosa, es necesaria para mejorar la eliminacion de
colorantes azoicos, o bien, que su presencia potencia significativamente el proceso. En este
estudio, se destacd que la maxima remocion del colorante Negro reactivo 5 se logrod

utilizando glucosa entre las diversas fuentes de carbono evaluadas.

El aumento de la concentracion de glucosa en el medio de cultivo puede mejorar la
capacidad de una levadura para degradar colorantes azoicos, ya que la glucosa actua como
fuente de carbono y energia favoreciendo tanto el crecimiento celular como la actividad
metabolica de la levadura. La degradacion de los colorantes azoicos requiere la reduccion
de los enlaces azo (-N=N-), un proceso llevado a cabo por enzimas azo-reductasas. Estas
enzimas dependen de los cofactores NADH o NADPH, los cuales se generan durante el
catabolismo de la glucosa, lo que explica el efecto positivo del aumento de la
concentracion de glucosa en la capacidad de remocion de los colorantes azoicos por parte

de las levaduras.

Figura 7: Erlenmeyers de cultivo sumergido al tiempo inicial del experimento, utilizando una

concentracion de 100 mg/l de colorantes. De izquierda a derecha, los colorantes empleados son: VR19, VRS,

RR141, NR5 y NR16.
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Figura 8: Erlenmeyers de cultivo sumergido al tiempo final del experimento (luego de 24hs),
utilizando una concentracion de 100 mg/1 de colorantes. De izquierda a derecha, los colorantes empleados

son: VR19, VRS, RR141, NR5 y NR16.

Figura 9: Erlenmeyers de cultivo sumergido al tiempo final del experimento (luego de 24hs),
utilizando una concentracion de 100 mg/1 de colorante VR19. A la izquierda se encuentra el Erlenmeyer con

40 g/l de glucosa y a la derecha el Erlenmeyer con 30 g/l de glucosa

Figura 10: Erlenmeyers de cultivo sumergido al tiempo final del experimento (luego de 24hs),
utilizando una concentracion de 100 mg/l de colorante RR141. A la izquierda se encuentra el Erlenmeyer con

40 g/l de glucosa y a la derecha el Erlenmeyer con 30 g/l de glucosa
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Figura 11: Erlenmeyers de cultivo sumergido al tiempo final del experimento (luego de 24hs),
utilizando una concentracion de 100 mg/1 de colorante VRS5. A la izquierda se encuentra el Erlenmeyer con

40 g/l de glucosa y a la derecha el Erlenmeyer con 30 g/l de glucosa

Diversos estudios han reportado la capacidad de levaduras para la remocion de los
colorantes evaluados en este trabajo, colorantes como el Rojo reactivo 141 y el Negro
reactivo 5 ya fueron estudios en trabajos como el de Martorell et al. (2012) donde
demostraron que cepas de levaduras como Candida sp. MM 4035, T. porosum MM 4037
B. californica MM 4018 y Saturno MM 4034 eran capaces de remover ambos colorantes
en cultivos liquidos con 200 mg/I de colorante en medio NDM (glucosa 20g/1) después de
24 hs a 25 °C, mientras que estudios realizados por Do Nascimento et al. (2013)
informaron que Candida rugosa INCQS 71011 removio6 el colorante Rojo reactivo 141 en
24 horas de tratamiento con una concentracion de glucosa de 20g/1. Por ultimo, un estudio
realizado por Ruscasso et al. (2022) report6 resultados utilizando levaduras antérticas para
la remocion del colorante Negro reactivo 5 también en medio NDM (glucosa 20g/1), en
donde luego de 24 horas de cultivo, las levaduras Candida sake 41E, Cystofilobasidium
infirmominiatum F13E y Leucosporidium muscorum F20A fueron capaces de remover el

colorante.

En el caso de los colorantes Naranja reactivo 16 y el Violeta reactivo 5 su remocion
ha sido evaluada en trabajos como el realizado por Sampaio et al. (2018) donde se evalud
la capacidad de remover los colorantes de aislamientos de levaduras de humedales
forestales mediterraneos utilizando glucosa como fuente de carbono y energia, en donde
llega a la conclusion de que la capacidad de las levaduras para remover los colorantes
azoicos estudiados depende de varios factores como la estructura del colorante, la especie

pudiendo variar entre cepas.
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Por ultimo, en ¢l caso del colorante Verde reactivo 19 atin no se han encontrado

reportes de levaduras con capacidad de degradarlo.

3.3 Efecto de la temperatura en la remocion del colorante NR16

El ensayo cualitativo de crecimiento a diferentes temperaturas de la levadura Pm16
en presencia de 100 mg/1 de colorante NR16 dio como resultado, un bajo crecimiento a 15
y 22 °C y donde el porcentaje de remocion del colorante fue practicamente nulo (figuras
12 y 13). Mientras que a 28 y 30°C la levadura crecid y fue capaz de remover el colorante
en mas de un 95% siendo a 28 °C la temperatura donde el crecimiento y la remocion fue

maxima.

Figura 12: Erlenmeyers de cultivo sumergido al tiempo inicial. De izquierda a derecha se muestran

los cultivos realizados a diferentes temperaturas.
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Figura 13: Erlenmeyers de cultivo sumergido al tiempo final. De izquierda a derecha se muestran

los cultivos realizados a diferentes temperaturas: 15 °C, 22 °C, 28 °C y 30 °C.

Ya existen diversos estudios donde se evaliia como afecta la temperatura a el
porcentaje de remocion de colorante y al crecimiento microbiano. Uno de esos estudios es
el de Bolivar Correa et al. (2023), donde se evalu6 la remocion del colorante Azul
Novasyn Luz BLR en condiciones de agitacion constante a 120 rpm, utilizando un pH de
4.0 y dos temperaturas de incubacion: 25°C y 35°C, a concentraciones de colorante de
conocidas. Los resultados mostraron que la cepa de Candida rugosa y la de Kloeckera spp.
presentaban porcentajes de remocion de colorantes similares en ambas temperaturas.
Mientras que para cepas de Candida Guillermondi la diferencia fue significativa pasando
de un porcentaje de remocion de colorante de aproximadamente el 45% a 25°C a un

porcentaje de mas del 90% a 37 °C.

En la investigacion de Jafari et al. (2014), se estudi6 la decoloracion del colorante
RBS5 por la cepa JKS6, utilizando una concentracion inicial de colorante de 200 mg/1, en
condiciones de agitacion a 150 rpm y diferentes temperaturas. Se encontrod que la

temperatura Optima para la decoloracion fue de 32°C.

En general, como la remocion del colorante esta fuertemente asociado a la
produccion del NADH, la temperatura optima de remocion va a ser aquella en la cual el

crecimiento de la levadura sea optimo.

3.4 Estudio de cinética de remocion del colorante NR16 a escala de

Erlenmeyer

Se realiz6 un estudio de la cinética de remocidn del colorante NR16 usando la cepa
Pm16. El crecimiento microbiano se determin6 indirectamente con la medida de la DO a
600nm en las muestras sin centrifugar y para cuantificar la remocion del colorante del

medio de cultivo se realizo la medida del sobrenadante de las muestras utilizando un
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espectrofotometro UV-VIS a 495nm. Adicionalmente se hizo un seguimiento de la

concentracion de glucosa en el medio a lo largo del cultivo.
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Figura 14: Grafico donde se ilustra el cambio a lo largo del tiempo del estudio de cinética de
remocion del colorante NR16 por la cepa Pm16 a escala de Erlenmeyer de: 1la DO cultivo bidtico (celeste), la
DO cultivo suplementado con 100 mg/l de NR16 (rojo), la concentracion de glucosa del cultivo bidtico
(verde), la concentracion de glucosa del cultivo suplementado con 100 mg/l de NR16 (naranja) y la caida de

las ppm del cultivo suplementado con 100 mg/l de NR16 (amarillo).

En la figura 14, se observa la curva de crecimiento de la levadura Pm16 bajo dos
condiciones experimentales: un cultivo bidtico y un cultivo con la adicion de 100 mg/1 del
colorante NR16. Para ambos casos, se calculo la velocidad maxima de crecimiento en la
fase exponencial del cultivo. En el caso del control bidtico, se determind que umax es
igual a 0,27+0,07 h™!, en tanto que, para el cultivo con la adicion del colorante NR16, se
obtuvo un valor de pmax de 0,26+0,07 h™!, lo que sugiere que la presencia del colorante no

generd un impacto significativo en la velocidad méxima de crecimiento de la levadura.

En el cultivo suplementado con colorante, se observo que al cabo de 26 horas se
alcanzo6 un 95% de decoloracion del medio, logrando reducir la concentracion del

colorante de 100 mg/l a 6 mg/l. Este proceso de decoloracion se representa en la curva

30



amarilla del grafico, la cual muestra una correlacion directa entre el incremento en la
biomasa de la levadura y la disminucion abrupta de la concentracion de colorante en el

medio.

Adicionalmente, también se evalud la variacion de la concentracion de glucosa en
ambos cultivos a lo largo del tiempo. Al inicio del experimento, la concentracion de
glucosa fue de 20 g/l en ambas condiciones, y se observo una disminucion hasta llegar a
valores practicamente indetectables (0 g/1) a las 30 horas de cultivo. Este comportamiento

fue similar tanto en el cultivo control como en el cultivo con colorante.

En estudios anteriores ya se ha reportado que la velocidad de crecimiento puede no
verse afectada por la presencia de colorante del mismo modo que ocurre en este trabajo.
Uno de estos casos es en el estudio de Ramalho et al. (2004) donde se encontrd que la tasa
de crecimiento especifica (0.32 + 0.03 h™') no se vio afectada significativamente por la
presencia de los colorantes en las concentraciones utilizadas. Esto sugiere que, en las
condiciones del experimento, los colorantes no alteraron la velocidad maxima de
crecimiento de este microorganismo. Del mismo modo en el estudio de Bulacio Gil et al.
(2018), no se evidencio inhibicion en el crecimiento en presencia del colorante Negro
Reactivo 5 en el medio NDM1 (en g/l: glucosa, 20; extracto de levadura, 2,5; (NH4)2SO4,
2,5; KH2POs, 5; MgS04.7H>0, 0,5; CaCl, 0,13) para T. chiarellii, T. akiyoshidainum HP-
2023 y T. porosum 4029 siendo similares los perfiles de crecimiento al control sin

colorante.

Pero también hay estudios donde la presencia del colorante puede resultar toxico
para el microorganismo como el caso de la investigacion llevada a cabo por Nilanjana et al
(2012) donde se evaluo la influencia de la concentracion del colorante Basic Violet 3 sobre
la tasa de crecimiento especifico de P. fermentans MTCC 189 y se encontrd que la tasa de
crecimiento especifico disminuia al aumentar la concentracion del colorante, lo que
sugiere que el colorante ejerce un efecto toxico a concentraciones mas altas y afecta la

velocidad de crecimiento de la levadura.

En la figura 15 se puede observar el barrido espectral de absorcion al tiempo cero
del cultivo control y el cultivo con 100 mg/l de NR16. La presencia del colorante genera

un pico a 495nm que corresponde al cromoéforo del colorante, es decir, el enlace azo,
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ademas en las longitudes 200-300nm también hay picos mas marcados que corresponde a

la presencia de benceno sustituido (Ruscasso et al. 2021)

20

100 200 300 400 500 600 700 800 900
nm

——to Nr16 ——to biotico

Figura 15: Barrido de UV-VIS del sobrenadante del cultivo control (rojo) y del tiempo inicial de
cultivo con 100 mg/1 de NR16 (azul)

También se realizaron espectros de absorcion del sobrenadante del cultivo a los
tiempos de 8hs, 22hs y 48hs de cultivo, siendo el porcentaje de degradacion 59%, 97% y
93% respectivamente. En dicho grafico podemos observar una disminucion de la
absorbancia a 495 nm (figura 16) lo que implica una ruptura del enlace azo del colorante.
Por otro lado, hay una pequefia disminucion de los picos comprendidos entre 200-300nm

lo que indicaria una posible mineralizacion parcial del colorante.
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Figura 16: Barrido de UV-VIS del sobrenadante del cultivo control (rojo), del tiempo inicial de
cultivo con 100 mg/l de NR16 (azul), un tiempo al 56% de decoloracion a 9,5hs (amarillo), un tiempo al

100% de decoloracion 10,5 hs (celeste) y un tiempo final a las 44,5hs (verde)

Al igual que en este trabajo en el estudio realizado por Rosu et al. (2018), se
reportd que la intensidad de los picos detectados a 250nm no disminuyeron, lo cual
sugeriria que la mineralizacion del colorante no fue completa. Por otro lado, el trabajo
realizado por Madhuri et al. (2011) en donde utilizaron un cultivo de Enterococcus
faecalis, alcanzando un 97,24% de porcentaje de remocion del NR16 a las 3,5h a una
concentracion inicial de 50 mg/l, en condiciones estaticas a 37°C, detectaron la
desaparicion total del pico de absorbancia a 495nm y la aparicidon de un pico a 302nm, que
podria indicar la produccion de aminas aromaticas producto de la biodegradacion del

colorante.

3.5 Analisis del efecto de la concentracion del colorante sobre el

crecimiento y la remocion de este en el medio de cultivo

En las figuras 19, 20 y 21 podemos observar el ensayo de crecimiento de la

levadura Pm16 y la remocion del colorante NR16 a distintas concentraciones de este. Se
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pudo observar que el crecimiento de la levadura no s6lo no se inhibe por la presencia de
altas concentraciones de colorante, sino que ademas la velocidad de crecimiento no se vio
afectada siendo para los cuatro cultivos aproximadamente de 0,26 h!, la cual fue calculada
a partir de los datos de la figura 18. También, como se muestra en la figura 17, se lleg6 a
un porcentaje de degradacion de casi el 100% en todas las concentraciones con la inica

diferencia de que a concentraciones mas altas se requeria de un mayor tiempo.
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Figura 17: Grafico del porcentaje de decoloracion en los distintos tiempos de cultivo para las

distintas concentraciones de colorante.
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Figura 18: Grafico de la DO (600nm) en los distintos tiempos de cultivo para las distintas

concentraciones de colorante.

Figura 19: Erlenmeyer de cultivo sumergido en el tiempo inicial. De izquierda a derecha cultivo

control, cultivo con 100 mg/1, cultivo con 200 mg/1, cultivo con 300 mg/1 y cultivo con 400 mg/1.

Figura 20: Erlenmeyer de cultivo sumergido en el tiempo intermedio (18hs). De izquierda a
derecha cultivo control, cultivo con 400 mg/1, cultivo con 300 mg/1, cultivo con 200 mg/1 y cultivo con 100

mg/l.

Figura 21: Erlenmeyer de cultivo sumergido en el tiempo final (24hs). De izquierda a derecha

cultivo control, cultivo con 400 mg/l, cultivo con 300 mg/1, cultivo con 200 mg/l y cultivo con 100 mg/1.
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Ya se han reportado estudios donde evaluan el efecto de la variacion de
concentracion de colorante en el crecimiento microbiano, siendo uno de estos el estudio de
Rosu et al. (2018) donde investigan la remocion de este mismo colorante empleando
Pichia kudriavzevii con 30 g/l de glucosa como fuente de carbono. En dicho estudio, se
logré la remocion total (100%) del colorante en 24 horas para una concentracion inicial de
50 mg/l, mientras que, al incrementar la concentracion a 400 mg/l, la remocién fue del

95% luego de 72 horas de cultivo.

En el caso de la investigacion de Ruscasso et al. (2022), se evalu6 el efecto de la
concentracion de colorante en el crecimiento de la levadura Leucosporidium muscorum
F20A4 en medio NDM con 20g/1 de glucosa. Se utilizaron concentraciones de colorante
Negro Reactivo 5 que variaron de 100 a 700 mg/1 y se encontr6 la concentracion de
colorante no inhibi6 el crecimiento de la levadura hasta concentraciones de 700 mg/l; sin

embargo, la capacidad de remocion disminuia a altas concentraciones.

En el estudio de Bolivar Correa et al. (2023), se evalu¢ el efecto de diferentes
concentraciones del colorante Azul Novasyn luz BLR en el crecimiento de H. opuntiae,
utilizando concentraciones de colorante desde 500 hasta 2000 mg/I con una concentracion
de glucosa de 10g/l. Como resultado se obtuvo que el porcentaje de remocion del colorante
disminuia a medida que aumentaba la concentracion pero que no se observo ningun efecto

inhibitorio sobre el crecimiento hasta los 2000 mg/1.

3.6 Escalado del estudio de decoloracion en biorreactor de tipo

tanque agitado

Se realizo6 el escalado a un biorreactor con 1,71 de medio de cultivo, se realizé un
cultivo biotico (figura 23), sin suplementacion con colorante para estudiar los parametros
cinéticos de la levadura Pm16 y luego se realiz6 un cultivo manteniendo exactamente las

mismas condiciones, pero adicionando 100 mg/1 de colorante NR16 (figura 22).
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Figura 22: biorreactor biotico en distintos tiempos de cultivos los cuales son de izquierda a

derecha: tiempo inicial, tiempo intermedio y tiempo final.

Figura 23: biorreactor con 100 mg/1 en distintos tiempos de cultivos los cuales son de izquierda a

derecha: tiempo inicial, tiempo intermedio y tiempo final.

A partir de los datos de los cultivos bidticos y los cultivos suplementados con el
colorante NR16 se calcul6 la velocidad de crecimiento para ambos fermentadores siendo
esta 0,30 £ 0,02 h™! en el cultivo bidtico y 0,29 + 0,03 h™! en el cultivo al que se le
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adicionaron 100 mg/1 de colorante, lo que indicaria que la presencia de colorante en el
medio no afecta a la velocidad de crecimiento de la levadura. Ademas, se calcul6 el tiempo
de duplicacion (g) tanto para el control como para el cultivo con colorante siendo esta de

2,31 h'y 2,39 h respectivamente.
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Figura 24: Grafico del biorreactor con el cultivo bidtico donde se ilustra como varia a lo largo del

experimento la DO (600nm) (violeta) y la concentracion de glucosa (verde).
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Figura 25: Grafico del biorreactor con el cultivo suplementado con 100 mg/1 des colorante NR16
donde se ilustra como varia a lo largo del experimento la biomasa en g/l (violeta) y el porcentaje de

decoloracion (rojo).
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Figura 26: Grafico del biorreactor con el cultivo suplementado con 100 mg/I des colorante NR16

donde se ilustra como varia a lo largo del experimento la DO (600nm) (celeste) y la concentracion de glucosa

(verde).

Se evalud glucosa remanente en el medio de cultivo a lo largo del tiempo tanto en
el fermentador bidtico como en el suplementado con 100 mg/l de colorante. En ambos
casos, la concentracion inicial de glucosa fue de 20 g/1. La medicion se realizo utilizando
el kit Glucemia Wiener Lab y al después de 24 hs, la glucosa fue 0 g/l segtn la
sensibilidad del kit. Con esta informacion de la glucosa inicial y final, y sumado a la

informacion brindada por el peso seco se realizo el calculo del rendimiento en biomasa con

la siguiente ecuacion:

biomasa final — biomasa inicial
Glucosa inicial — Glucosa final

Yx/s = (

De modo tal que el rendimiento para el cultivo control fue de 0,59 (Cmol biomasa
/Cmol de Glucosa) mientras que para el cultivo con colorante fue de 0,55 (Cmol biomasa

/Cmol de Glucosa).
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A partir de las mediciones realizadas en la muestra gaseosa, se determinaron las

tasas de consumo de oxigeno rO2 y de produccion de didxido de carbono rCO: en funcion

del tiempo, como se muestra en las figuras 27 y 28.
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Figura 27: Grafico de la variacion de la velocidad volumetrica de consumo de O; para el cultivo

biotico (azul) y para el cultivo suplementado con 100 mg/l de colorante NR16.

0,05
0,045
0,04
0,035
0,03

0,025

mol/lh

0,02
0,015
0,01

0,005

0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (h)
—&—rC02 biotico —@—1rC02 100ppm

40



Figura 28: Grafico de la variacion de la velocidad volumetrica de produccion de CO; para el

cultivo biotico (azul) y para el cultivo suplementado con 100 mg/1 de colorante NR16.

Posteriormente, estas tasas se analizaron para calcular el area bajo las curvas. El
area bajo la curva para rO; vs tiempo de cultivo corresponde a la cantidad de moles totales
de oxigeno consumido mientras que el area bajo la curva de rCO; vs tiempo de cultivo
corresponde a la cantidad de moles de CO; producidos, lo que permiti6 obtener los
parametros b y YCO>/S. Dichos parametros se determinaron aplicando las siguientes

ecuaciones:

moles consumidos de 0,
Vi

b=

moles producidos de C0O,
VAN

Yco,/s =

A partir de los datos obtenidos sobre el rendimiento de biomasa (Yx/s) y dioxido
de carbono (Yco2/s), es posible analizar y determinar si se esta llevando a cabo la
produccion de un producto en el sistema bajo estudio. Este andlisis se basa en el balance de

carbono, el cual se expresa mediante la siguiente ecuacion:
1=Yx/s +Yco,/s +Yp/s

Para evaluar el rendimiento de producto (Yp/s), se realiza el despeje de esta
variable dentro de la ecuacion, permitiendo asi determinar su valor a partir de los datos

experimentales disponibles.

Ademas, es posible determinar el grado de reduccion del producto (yproducto), un
parametro que se define como el numero de electrones disponibles que se transfieren desde
un compuesto reducido por cada gramo de atomo de carbono presente en dicho compuesto
(Doran, P.M., 1995). Este concepto resulta fundamental para comprender las

caracteristicas quimicas y el destino electronico del producto formado durante el proceso.

Para calcular el grado de reduccion del producto formado, se establece el siguiente
balance de vy, considerando las relaciones estequiométricas y las transformaciones
electronicas implicadas en el sistema. En este contexto, b representa el coeficiente de

oxigeno en la reaccién de combustion del producto, mientras que se utilizan como estados
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de referencia NH3, CO, y H>O para definir los grados de reduccion de la biomasa y el

sustrato.

ysustrato — 4b = yproducto * Yp/s + ybiomas *Yx/s

De acuerdo con los datos experimentales y utilizando estas referencias, se obtiene
que el grado de reduccion de la biomasa (YBIOMASA) tiene un valor de 4.2, mientras que

el grado de reduccion del sustrato, en este caso glucosa (yYSUSTRATO), es igual a 4.

Siendo b el coeficiente del oxigeno, y usando como estado de referencia, NH3, CO»
y H2O, para los grados de reduccion de la biomasa y el sustrato. De esta manera, se puede

despejar el yP, el cual nos va a dar una idea de la naturaleza del producto.

Biorreactor control:

e b=0,23

® Ycoy/s=0,22
e Yp/s=0,19

o yP=32

Biorreactor con 100 mg/1:

e b=0,28

® Ycoy/s=0,25
e Yp/s=0,20
e yP=29

De acuerdo con los resultados obtenidos se podria considerar la existencia de un
producto cuyo grado de reduccion es cercano a 3. Los productos con un grado de
reduccion cercano a 3 suelen ser compuestos mas oxidados, como 4cidos organicos y otros
intermediarios metabolicos que contienen proporciones relativamente altas de oxigeno en
su estructura, entre los cuales podemos encontrar el glicerol (y=3) y el piruvato (y=3) el

cual es un intermediario clave en la glucdlisis. De modo tal que nos podria dar un indicio
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de que el colorante no ha sido completamente mineralizado por parte de la levadura,
aunque para tener certeza del producto y de si la levadura mineraliza completamente o no

el colorante se deberia realizar un analisis de los sobrenadantes por HPLC.

Al igual que en este trabajo, en la investigacion realizada por Ruscasso et al.
(2021), también se evalu6 la decoloracion del colorante NR-16 pero utilizando la levadura
C. sake 41E en biorreactor tipo tanque agitado. Donde se observaron rendimientos de
biomasa y velocidades de crecimientos similares entre el control bidtico y el suplementado
con 100 mg/1 de colorante lo que indicaria que el crecimiento de la levadura no se vio
afectada por la presencia del colorante. Ademas, se alcanzo6 un porcentaje de remocion del
94,3% luego de 48h. C. sake 41E presenta una velocidad de crecimiento menor siendo esta
de 0,06 h'! con un rendimiento en biomasa también es menor de 0,26 Cmolx/Cmols, lo que
supondria que a iguales condiciones de cultivo la P. membranifaciens 16 llegaria al mismo

porcentaje de decoloraciéon mas rapidamente.

3.7 Ensayo de fitotoxicidad

Para dicho ensayo se tomaron muestras a diferentes tiempos de cultivos del
fermentador suplementado con 100 mg/l de colorante. Los sobrenadantes de dichas
muestras correspondian a distintos tiempos de cultivo: a tiempo inicial de Ohs donde la
concentracion de colorante era de 100 mg/l, a un tiempo intermedio de 17hs donde el
porcentaje de decoloracion era de 96%, es decir, 5 mg/l de colorante y a un tiempo final de
27,5 hs donde ya el cultivo habia finalizado con un porcentaje de decoloracion del 94% (6

mg/l de colorante).

Si comparamos el control negativo de inhibicidn (figura 29) con las placas de la
muestra del tiempo inicial (figura 30) podemos observar que la germinacion es muy
reducida en comparacion con el control. A medida que la muestra se diluye, el nimero de
semillas germinadas aumenta. Sin embargo, en la Figura 31 se evidencia que, aunque la
semilla logra germinar, su radicula se ve afectada: en la muestra al 100%, esta es

notablemente corta y presenta una coloracion rojiza/amarronada. A medida que la muestra
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se diluye, estas alteraciones disminuyen, pero la radicula nunca alcanza las caracteristicas

del control, permaneciendo mas corta y con menor cantidad de vellosidades.

Figura 29: placa de Petri control (blanco)

Figura 30: placa de Petri de la muestra a tiempo inicial de cultivo en diluciones de: a. 100%, b.

50%, c. 25% y d. 10%.
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Figura 31: Fotografia comparativa de los brotes correspondientes a la muestra control y de la
muestra de tiempo inicial para las distintas diluciones. De izquierda a derecha: control, 100%, 50%, 25% y
10%.

En el caso de la muestra en un tiempo intermedio (Figuras 32 y 33), la germinacioén
ya no se ve tan afectada como en el tiempo inicial. Sin embargo, el largo de la radicula
sigue reducido en comparacion con el control, y la cantidad de vellosidades continua

siendo menor.
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Figura 32: placa de Petri de la muestra a tiempo intermedio de cultivo en diluciones de: a. 100%, b.

50%, c. 25% y d. 10%.

Figura 33: Fotografia comparativa de los brotes correspondientes a la muestra control y de la
muestra de tiempo intermedio para las distintas diluciones. De izquierda a derecha: control, 100%, 50%, 25%
y 10%

Finalmente, en el tiempo final (Figuras 34 y 35), la germinacion sigue sin
mostrarse afectada, pero el crecimiento de la radicula mantiene una inhibicidn, la cual esta

evidenciada por su menor longitud en comparacion con el control.
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Figura 34: placa de Petri de la muestra a tiempo final de cultivo en diluciones de: a. 100%, b. 50%,

c.25% y d. 10%.

Figura 35: Fotografia comparativa de los brotes correspondientes a la muestra control y de la
muestra de tiempo final para las distintas diluciones. De izquierda a derecha: control, 100%, 50%, 25% y

10%.

A partir de los datos obtenidos de los porcentajes de inhibicidn, se construyd una
curva que relaciona el porcentaje de inhibicion con el logaritmo decimal de la
concentracion del colorante, expresada en milimoles (mM) (figura 36). Con base en esta
curva, fue posible determinar el valor de la concentracion inhibitoria media (IC50),
definida como la concentracion de colorante necesaria para causar un 50% de inhibicion en

la elongacion de la radicula. Este parametro permite evaluar la toxicidad del colorante.
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Figura 36: Grafico del porcentaje de inhibicion vs el logaritmo decimal de la concentracion del

colorante para el tiempo inicial (azul), tiempo intermedio (rojo) y tiempo final (verde).

Ademas de la determinacion de IC50, se calcularon otros indicadores, como el
indice de germinacion (GI%) y el indice de crecimiento relativo (RGI). Estos indices
proporcionan informacion adicional sobre el impacto global del colorante en el desarrollo
germinativo y el crecimiento de las plantulas, permitiendo una evaluacién mas integral del

efecto toxico del compuesto en estudio.

Concentracion inhibitoria media (IC50)

tiempo IC50 (mg/1)

inicial (Oh) 14,60241515
intermedio (17hs) 3,599073416
final (27,5h) 1,076879725

Tabla 2: Resultados de la Concentracion inhibitoria media.

Podemos observar en la tabla 2 como el IC50 disminuye a medida que avanza el

tiempo lo que indicaria que la toxicidad va en aumento. Es decir que tanto al inicio como
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al final del tratamiento hay sustancias que inhiben el crecimiento de las plantulas de L.

Sativa L. En un inicio a las Ohs la presencia del colorante que es toxico es el causante de la

inhibicion del crecimiento, mientras que para tiempos del ensayo mas avanzados esta

inhibicion del crecimiento puede atribuirse a metabolitos toxicos.

indice de germinacién (GI%)

Gl%

Porcentaje de dilucion
100%
50
25
10

Tiempo inicial
1,196367583
15,46963526
42,13723128

53,91819096

tiempo intermedio
46,2754782
51,2600942
57,41867389
61,56473728

tiempo final

34,64136355
42,47876609
44,63402005
48,78670504

Tabla 3: Resultados del Indice de germinacion (GI1%).

Podemos notar que el indice de germinacion aumenta a medida que la muestra se

diluye (tabla 3). Siendo el tiempo intermedio quién presenta el mayor porcentaje de

germinacion comparado con otros tiempos.

Indice de crecimiento relativo (RGI)

RGI
Porcentaje de dilucion [Tiempo inicial [tiempo intermedio [tiempo final
100%| 0,033675532 0,462754782| 0,360649812
501 0,183701919 0,541078772| 0,436268409
25| 0,444781886 0,574186739| 0,458403449
10| 0,553754394 0,632286491| 0,514970775

Tabla 4: Resultados del Indice de crecimiento relativo (RGI)

En el estudio llevado a cabo por Young et al. (2012), se establecieron tres

categorias para clasificar los valores del Indice de Crecimiento Relativo (RGI) en funcion

del efecto toxico de las sustancias analizadas. Estas categorias son las siguientes:
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e Inhibicién de la elongacion radicular (I): 0<RGI<0.8
¢ Sin efectos significativos (NSE): 0.8<RGI<1.2

e Estimulacion de la elongacion radicular (S): RGI>1.2

Esta clasificacion permite interpretar de manera clara el impacto de las sustancias
sobre el desarrollo de la raiz. Podemos ver, en base a los datos de la tabla 6, que en general
hay una inhibicion en la elongacion radicular siendo esta mas significativa en el tiempo

inicial

En conclusion, con los resultados obtenidos de estos ensayos podemos decir que
hay inhibicion de la elongacion radicular en todos las muestras y un aumento de la
toxicidad. Este incremento en la toxicidad tras el tratamiento del colorante Naranja
reactivo 16 con la P. membranifaciens 16 puede deberse a una mineralizacion incompleta
del colorante, dejando como resultado luego del tratamiento metabolitos que son toxicos
para la Lactuca sativa L. Como resultado, estos compuestos mostraron una toxicidad

superior a la de la molécula original del colorante.

Ya existen investigaciones anteriores donde se encontr6 que a pesar de que la
levadura en estudio era capaz de decolorar con éxito el colorante, no fueron capaces de
mineralizarlo completamente, de modo que luego de terminado el cultivo siguen presentes
metabolitos toxicos que afectaban al desarrollo de la radicula de la plantula de Lactuca
sativa L, dichos metabolitos se generan durante el tratamiento del colorante. Un trabajo
donde se evidencia lo dicho anteriormente es el estudio realizado por Ruscasso et al.
(2022) utilizando Leucosporidium muscorum F20A, donde se logroé una decoloracion
eficiente del colorante Negro reactivo 5. Sin embargo, los ensayos de fitotoxicidad
realizados con muestras recolectadas a las 24, 48, 72 y 144 horas de cultivo mostraron una
inhibicidn del 50% en la elongacion de la raiz de Lactuca sativa L. Ademas, se observo un
incremento en la toxicidad en todos los tiempos analizados. Los valores de IC50 obtenidos
indicaron que la toxicidad aumentaba conforme avanzaba el tratamiento, lo que sugiere
que los metabolitos generados eran mas toxicos que el colorante original. Mientras que
también en ensayos realizados por Almeida y Corso et al. (2014) también mostraron un
aumento en la toxicidad a medida que el tratamiento de colorante avanzaba, este resultado

también se lo atribuyo a una mineralizacién incompleta del colorante.
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Por otro lado, también se han reportado estudios con resultados positivos en
términos de reduccion de toxicidad. Young et al. (2012) analizaron la toxicidad de los
productos derivados del tratamiento de un efluente textil utilizando un consorcio
microbiano en un biorreactor anaerobio con distintos compartimentos. Observandose que
en momentos iniciales del tratamiento se presentaba una mayor toxicidad, manifestada en
necrosis e inhibicion del crecimiento radicular de Lactuca sativa L. Sin embargo, en las
muestras recolectadas en la fase final del circuito, después de 14 semanas de tratamiento,

no se registraron efectos adversos sobre el crecimiento de las plantulas.

Un estudio adicional realizado por Ayed et al. (2017) también mostrd resultados
positivos, trabajando con un consorcio bacteriano compuesto por Staphylococcus aureus
que fue utilizado para la remocién del colorante VRS, evaluando la toxicidad de los
metabolitos resultantes en semillas de Triticum turgidum ssp. duro. Se registr6é un
porcentaje maximo de germinacion del 94,3% en el tratamiento con S. aureus ATCC como
microorganismo predominante, lo que llevo a la conclusion de que el consorcio bacteriano

fue capaz de reducir la toxicidad del colorante de manera efectiva.
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Capitulo 4. Conclusiones

La presente investigacion ha demostrado que las levaduras aisladas del kéfir de
agua, en particular Pichia membranefaciens Pm16, poseen potencial para la biotecnologia
ambiental, especialmente en la decoloracion de colorantes textiles. Lo que sugiere su

posible aplicacion en el tratamiento de efluentes industriales.

La levadura PM16 fue capaz de decolorar los 5 colorantes textiles en estudio.
Ademas, se pudo determinar que la temperatura 6ptima de trabajo para dicha levadura es
de 28°C. Asimismo la levadura PM16 también se destaco por decolorar el colorante NR16
en concentraciones entre 100 y 400 mg/1 sin suftir inhibicidon de su crecimiento lo que la

vuelve una candidata prometedora para procesos de biorremediacion.

Ademas, los ensayos realizados en distintos sistemas de cultivo tanto en
Erlenmeyer como en biorreactor de tanque agitado demostraron que la levadura mantuvo
una velocidad de crecimiento estable sin evidenciar efectos adversos por la presencia de

colorantes.

Por otra parte, el ensayo de fitotoxicidad muestra que al final del tratamiento hay
presencia de metabolitos toxicos generados durante la ruptura del enlace azo del colorante,
lo que indicaria una necesidad de un tratamiento acoplado capaz de degradar dichos

metabolismos. De esta manera se mantendria la eficiencia de decoloracién de la levadura.

En conclusion, los resultados obtenidos en este estudio resaltan la importancia del
kéfir de agua como una fuente valiosa de microorganismos con aplicaciones en la

biorremediacion.
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