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Resumen
La investigacion se centra en evaluar la capacidad de extractos enziméticos de
microorganismos aislados (C6 y K6) para degradar tintes textiles comerciales, planteando la
hipotesis de que estos extractos pueden descomponer eficazmente los tintes bajo condiciones
controladas. Inicialmente, se realizaron pruebas en medio TSB convencional, pero al observar
anomalias, se repitio el experimento en medio TSB diluido. Los tintes evaluados fueron
Amarillo ME4G, Naranja RD, Rojo Sam, Negro Jet GDR y Azul HFRL. Los resultados
muestran una degradacion, especialmente en tintes oscuros como Negro Jet GDR y Azul
HFRL, destacando la eficacia de los extractos enzimaticos incluso en medios diluidos. Se
concluye que los extractos C6 y K6 tienen un gran potencial para la bioremediacion,
demostrando resiliencia y adaptabilidad en la degradacion de tintes textiles bajo diversas
condiciones. Este estudio ofrece una base sélida para la aplicacion de estas enzimas en

procesos industriales, contribuyendo a la reduccion de la contaminacion ambiental.

Palabras clave: Biodegradacion, Enzimas, Tintes textiles, Bioremediacion.



Abstract

The research focuses on evaluating the degradation capacity of enzymatic extracts
from isolated microorganisms (C6 and K6) to break down commercial textile dyes. The
hypothesis suggests that these extracts can effectively degrade dyes under controlled
conditions. Initial tests were conducted in conventional TSB medium, but after observing
anomalies, the experiment was repeated in diluted TSB medium. The dyes tested included
Amarillo ME4G, Naranja RD, Rojo Sam, Negro Jet GDR, and Azul HFRL. Results showed
degradation, particularly in dark dyes like Negro Jet GDR and Azul HFRL, highlighting the
enzymatic extracts' effectiveness even in diluted media. It is concluded that the C6 and K6
extracts have strong potential for bioremediation, demonstrating resilience and adaptability
in textile dye degradation under various conditions. This study provides a solid foundation
for applying these enzymes in industrial processes, contributing to reducing environmental

pollution.

Keywords: Biodegradation, Enzymes, Textile dyes, Bioremediation.
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Capitulo 1



1.1 Introduccion

La industria textil es ampliamente reconocida como uno de los sectores productivos
mas destacados a nivel mundial y es vital para la economia global. Sin embargo, esta
actividad conlleva una significativa carga ambiental debido a la liberacion de tintes
comerciales y otros productos quimicos en las aguas residuales.

En la Gltima década, ha habido un notable aumento en la contaminacion de las aguas
residuales debido al alto consumo de agua en la industria textil. Segin datos del Banco
Mundial, este sector representa aproximadamente el 20% de las aguas residuales industriales
a nivel global, siendo uno de los mayores contaminantes de los recursos hidricos dulces en
todo el mundo (Solaiman, Rajamohan, Yusuf, & Kamyab, 2024). En Ecuador, solo se trata el
30% de las aguas residuales generadas por esta industria, mientras que el 70% restante se
vierte sin pasar por un tratamiento alguno en cuerpos de agua.

Ademas, la industria textil figura como uno de los principales contaminantes a nivel
mundial en términos de vertidos liquidos, emisiones de gases y gestion de residuos sélidos,
contribuyendo significativamente al 10% de las emisiones totales de carbono (Mia, y otros,
2019).

En consecuencia, la industria textil necesita un método de tratamiento que evite los
lodos toxicos, requiera menos energia y siga siendo segura para el medio ambiente.
Actualmente se ha demostrado que las aguas residuales pueden ser una fuente de energia
renovable varias veces superior a la energia requerida para su tratamiento. (Yadav, y otros,
2022). Por lo tanto, transformar los residuos en energia utilizando tecnologias de gestion de
aguas residuales que consuman menos energia sigue siendo la clave para lograr la seguridad
energética en las proximas décadas (Pandey, y otros, 2016).

En respuesta a esta problematica, la investigacién en biotecnologia ambiental ha

ganado relevancia al explorar alternativas sostenibles para la eliminacién de contaminantes



textiles. En particular, el uso de extractos enzimaticos derivados de microorganismos, como
hongos, bacterias, algas y levaduras, ofrece un potencial considerable para degradar
eficazmente los tintes textiles (Pandey, Pathak, Navneet, & Rajput, 2024). Estos
microorganismos permiten transformar las moléculas de tinte en compuestos menos dafiinos,
como CO2 y agua, mitigando asi la contaminacion ambiental (Khan, y otros, 2023).

Este estudio se enfoca en investigar la capacidad de un extracto enzimético obtenido
de aislados microbianos especificos para degradar varios tintes textiles comerciales. A través
de un enfoque experimental riguroso, se busca no solo determinar la eficiencia de estos
extractos en la degradacion de tintes especificos, sino también establecer condiciones 6ptimas
de incubacion que maximicen su efectividad.

1.2 Descripcion del Problema

Los tintes textiles comerciales, ya sean naturales o sintéticos, son especialmente
dificiles de manejar debido a su persistencia y resistencia a los métodos convencionales de
tratamiento de aguas residuales. La degradacion inadecuada de estos tintes puede tener graves
consecuencias, como la toxicidad para organismos acudticos y la contaminacion de cuerpos
de agua, lo que constituye un peligro para la salud humana.

El desafio consiste en encontrar una manera de degradar los tintes textiles comerciales
utilizando extractos enzimaticos obtenidos de microorganismos aislados. En este caso, se esta
investigando la capacidad de los extractos enzimaticos de los microorganismos C6 y K6 para
descomponer los tintes Amarillo ME4G, Azul HFRL, Naranja RD, Negro Jet GDR y Rojo
Sam. La eficacia de estos extractos se analizara segun diferentes concentraciones de los tintes
y distintos tiempos de incubacién.

1.3 Justificacion del Problema
La relevancia de este estudio se fundamenta en diversos aspectos esenciales. En

primer lugar, la validacion de los extractos enzimaticos como agentes efectivos para la



degradacion de tintes textiles comerciales podria ofrecer una alternativa méas segura y
ecoldgica a los tratamientos tradicionales de aguas residuales, que a menudo son costosos y
emplean productos quimicos agresivos. Esto no solo ayudaria a reducir la contaminacion
ambiental, también podria mejorar la calidad de los cuerpos de agua impactados por los
efluentes industriales.

Ademas, el éxito en la implementacion de esta biotecnologia podria tener
repercusiones significativas para la industria textil al ofrecer un método mas eficiente y
rentable para cumplir con las normativas ambientales cada vez mas rigurosas. La reduccion
de los costos operativos asociados con el tratamiento de aguas residuales también podria
beneficiar econdmicamente a las empresas textiles, promoviendo préacticas de produccion
mas respetuosas y sostenibles con el medio ambiente.

Asimismo, este estudio podria contribuir al avance cientifico al profundizar en nuestro
entendimiento sobre las capacidades de biodegradacion de microorganismos especificos y la
optimizacion de condiciones de cultivo y produccién de enzimas. Esto abriria nuevas
oportunidades para la aplicacion de la biotecnologia en otros sectores industriales y en la
gestion de otros tipos de contaminantes organicos.

1.4 Objetivos
1.4.1 Objetivo general
1. Evaluar la capacidad de un extracto enzimatico de aislados microbianos incubando los
microorganismos C6 y K6 para degradar los tintes textiles comerciales.
1.4.2 Objetivos especificos
1. Cuantificar los porcentajes de degradacion de diferentes tintes textiles mediante la
aplicacion de extractos enzimaticos, con el fin de establecer el tiempo 6ptimo de

incubacion que permita observar el inicio de degradacion.



2. Comparar la eficacia de degradacion de los tintes en un medio de cultivo
convencional y en uno diluido a 1:10, con el objetivo de analizar el comportamiento
del extracto enzimatico bajo condiciones de carbono limitado.

1.5 Marco Teorico

La amplia utilizacion de tintes esta fuertemente relacionada con el crecimiento de la
industria textil. Los compuestos quimicos empleados en este sector, esenciales para lograr
colores vibrantes y duraderos en las telas (Ardiati, Yanto, Anita, & Watanabe, 2019),
presentan serios retos en cuanto a su eliminacién segura tras su uso.

Desde una perspectiva quimica, los tintes textiles se agrupan en diversas categorias
segun su estructura y su afinidad por las fibras. La estructura quimica de los tintes puede
variar ampliamente, pero generalmente estdn compuestos por un componente cromoforos
que determina el color visible, junto con un auxocromo que modula tanto la solubilidad como
la intensidad del color. (Schuhmacher, y otros, 2024). La interaccion entre el tinte y la fibra
textil es fundamental para lograr una fijacion adecuada del color, proceso que puede implicar
la formacion de enlaces covalentes, interacciones electrostaticas o fuerzas de van der Waals
(Song, y otros, 2023), dependiendo del tipo de tinte y de la fibra. Comprender estas
interacciones quimicas no solo es crucial para obtener colores vibrantes y duraderos en
textiles, sino también para desarrollar procesos efectivos de tefiido y tratamiento que
minimicen el impacto ambiental.

Los tipos mas comunes incluyen los tintes de origen natural, derivados de fuentes
vegetales y animales, y los tintes sintéticos, producidos mediante procesos industriales que
implican compuestos quimicos complejos (Yuli Yanto, y otros, 2023). Los tintes empleados
en la industria textil pueden categorizarse de la siguiente manera, tintes basicos, acidos,
reactivos y directos (Igbala, Yusafa, Usmana, Bokharia, & Manshaa, 2023). Todos estos tipos

son dificiles de eliminar, es decir, recalcitrantes por naturaleza (Ali, y otros, 2023). Estos



tintes se descomponen en aminas aromaticas peligrosas a través de diversos procesos
bioldgicos y fisicoquimicos en el ambiente (Yadav, y otros, 2022). Por lo general, esta
descomposicién puede causar dafios significativos a la vida marina al reducir la luz y la
fotosintesis, resultando en bajos niveles de oxigeno y la muerte de organismos acuaticos
(Lellis, Favaro-Polonio, Pamphile, & Polonio, 2019). Ademas, algunos metabolitos
anaerobicos de los colorantes son toxicos, cancerigenos y mutagénicos, afectando tanto a
microorganismos como a seres humanos (Hsueh & Chen, 2008).

La persistencia de estos agregados en las aguas residuales industriales y en los
cuerpos de agua ha motivado la busqueda de metodos eficaces y sostenibles para su
degradacion, clasificados en fisicos, quimicos y biolégicos (Guadie, y otros, 2017). Los
métodos quimicos, como la oxidacion, precipitacion y floculacion, son eficaces para la
decoloracion, pero existen algunos inconvenientes, como ser costosos, producir lodos
activados, tener subproductos que necesitan procesamiento adicional y consumo intensivo de
energia (Yanto, Auliana, Anita, & Watanabe, 2019). Los métodos fisicos como la adsorcion y
la absorcion se centran en remover el color sin alterar la estructura del contaminante, pese a
su alta eficiencia (Mohammadifard, Allouss, xVVosoughi, Dargahi, & Moharrami , 2022). Por
el contrario, los métodos biologicos son ecoldgicos y econémicos, y se usan globalmente para
tratar diversas aguas residuales (Ceretta, Vieira, Wolski, Foletto, & Silvestri, 2020). Los
métodos bioldgicos emplean diferentes tipos de microorganismos como levaduras, hongos,
bacterias y algas (Ali, Amjad, & Rehman, 2023), siendo las bacterias las méas efectivas por su
rapido crecimiento, adaptabilidad ambiental y versatilidad bioquimica (llyas & Rehman,
2013).

Asimismo, las enzimas degradadoras de tintes son proteinas cataliticas que pueden
descomponer los compuestos de los tintes en productos menos complejos y menos toxicos

(Bharathi, Thiruvengadam Nandagopal, Ranjithkumar, Gupta, & Djearamane, 2022). Estas



enzimas, como las lacasas, peroxidasas y azoreductasas, acttian mediante la ruptura de
enlaces especificos en las moléculas de los tintes, facilitando su degradacion y mineralizacion
(Legerska, Chmelova, & Ondrejovi¢, 2018). Las lacasas, por ejemplo, actian como
catalizadores en la oxidacién de una gran variedad de compuestos, tanto fenélicos como no
fendlicos, mientras que las peroxidasas utilizan peréxido de hidrégeno para oxidar los
sustratos (R. Ngo & Tischler, 2022). La eficiencia de estas enzimas en la degradacién de
tintes depende de varios factores, incluyendo la concentracion del tinte, las condiciones
ambientales como pH y temperatura (Kim Thoa, y otros, 2023).

El aislamiento y la caracterizacion de microorganismos con capacidad degradadora de
tintes son procesos clave en el desarrollo de biotecnologias para el tratamiento de efluentes
textiles (Ayed, Mahdhi, Cheref, & Bakhrouf, 2011). Estos microorganismos pueden ser
identificados en ambientes contaminados por tintes o a partir de muestras especificas
mediante técnicas avanzadas de cultivo y biologia molecular (Kim Thoa, y otros, 2023).

La evaluacion de la eficacia de estos microorganismos y sus extractos enzimaticos
implica la medicidn precisa de la decoloracion de las soluciones tintadas y el analisis de los
productos de degradacion generados (Yanto, y otros, 2021). Se puede realizar mediante
diversas técnicas analiticas, siendo la espectrofotometria UV-Vis una de las mas comunes
(Kishor, y otros, 2021). Este enfoque consiste en medir la absorbancia de la luz en los rangos
ultravioleta y visible, absorbida por las moléculas de tinte en solucién (Li, Yu, & Jaroniec,
2016). Cada tinte tiene una longitud de onda de maxima absorbancia (Amax) caracteristica,
que corresponde a la transicion electronica en la molécula del tinte (Palmeira, y otros, 2024).
Durante el proceso de degradacion, los cambios en la absorbancia en la Amax se monitorean
para evaluar la extension de la degradacién del tinte (Srinivasan & Sadasivam, 2021). Una
disminucion en la absorbancia en la Amax indica la ruptura de los enlaces cromoforos y, por

lo tant20, la degradacion del tinte (Zhang, Xu, & Wei, 2023). Esta técnica proporciona



informacidén cuantitativa sobre la eficiencia del proceso de degradacion y es esencial para
comparar la actividad de diferentes enzimas o métodos de tratamiento.

En otras palabras, la absorbancia (A) es un parametro clave utilizado para medir la
cantidad de luz que una solucién absorbe, siendo proporcional a la concentracion de una
sustancia en dicha solucién. Este principio se fundamenta en la ley de Beer-Lambert, la cual
indica que la absorbancia es directamente proporcional a la concentracion de las moléculas
absorbentes y a la longitud del trayecto optico (Saksit, Varinrumpai, & Tanakorn, 2022). En
estudios de degradacion de tintes, como en el caso del presente trabajo, la absorbancia es un
indicador directo de la concentracion de tinte en el medio de cultivo. A medida que los
microorganismos degradan el tinte, la absorbancia disminuye, reflejando una reduccion en la
concentracion de tinte (Cat-Van & Jay, 2020). Ademas, el porcentaje de decoloracion se
utiliza como una métrica cuantitativa para evaluar la eficiencia del proceso de degradacion,
mostrando el porcentaje del tinte original que ha sido eliminado del medio.

En conclusion, la problematica de la contaminacion medioambiental por tintes textiles
requiere enfoques innovadores y sostenibles para su mitigacion. La investigacion sobre la
capacidad de degradacion de un extracto enzimatico de aislados microbianos ofrece una
solucion prometedora para este desafio. Al integrar conocimientos sobre la quimica de los
tintes, los métodos de tratamiento de aguas residuales y las capacidades biodegradadoras de
microorganismos especificos, se pueden desarrollar procesos mas eficientes y ecologicos. La
evaluacion de la decoloracion y el analisis de los productos de degradacion son esenciales

para asegurar la efectividad y seguridad de estos métodos.
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2.1 Metodologia

2.1.1 Ubicacion del ensayo

Esta investigacion se realiz6 en el Laboratorio de Biologia Molecular del Centro de
Investigaciones Biotecnoldgicas del Ecuador (CIBE), situado en el campus Gustavo Galindo
de la Escuela Superior Politécnica del Litoral (ESPOL) en un periodo comprendido desde
mayo a agosto del 2024

2.1.2 Disefio de la Investigacion

La investigacion se disefi6 de manera experimental y se desarroll6 en dos fases
principales: produccion del extracto enzimético y evaluacion de la degradacion de tintes
textiles.

2.1.3 Poblacion

La poblacion del estudio consistié en microorganismos aislados con potencial para la
produccién de enzimas degradadoras de tintes. Los microorganismos seleccionados para este
estudio fueron denotados como C6 y K.

2.1.4 Muestra

La muestra incluyd cinco tintes textiles suministrados por diferentes empresas:
Corazol Orange RD, Corafix Yellow ME4G 150% y Corafix Jet Black GD-R de Colourtex;
Remazol Red Sam de Dystar; y Drimaren Azul HFRL de Archroma. Estos tintes se utilizaron
para evaluar la capacidad de los extractos enzimaticos producidos por los microorganismos
seleccionados en la degradacion de los mismos.

2.1.5 Instrumentos de Recoleccion de Datos

Los materiales quimicos, reactivos y equipos necesarios para el disefio experimental y
los procedimientos fueron proporcionados por el CIBE. Estos incluyen medios de cultivo,
autoclave, espectrofotdémetro UV-Vis, centrifuga, entre otros instrumentos y materiales

esenciales para llevar a cabo la investigacion de manera precisa y controlada.



2.1.6 Fase 1: Produccién del Caldo Enzimatico
1 Seleccion y Aislamiento de Microorganismos
Se aislaron microorganismos (C6 y K6) con potencial para producir enzimas
degradadoras de tintes.
2 Preparacion del Medio de Cultivo Liquido
e Composicién del Medio TSB

Tabla 2.1.1 Férmula para 300 ml de agua destilada para TSB

Tryptone 5,19
DPW 4,59
NaCl 1,26

K2HPO4 0,759
Glucosa 0,75¢

Nota: El extracto se dividio en tres partes: 125 mL para C6, 125 mL para K6 y 50 mL para

control
e Agar Nutritivo

Tabla 2.1.2 Férmula para 150 ml de agua destilada

AN 3,45¢

3 Inoculacion y Fermentacion

- El medio de cultivo TSB se inoculd con una suspension celular de los
microorganismos seleccionados, C6 y K6, utilizando un in6culo del 3 %v/v (3850
pL).

- Se incub6 a 33°C con una agitacion constante de 150 rpm durante 96 h.

- Se monitore0 el crecimiento y la produccion enzimatica cada 12 h.



4 Recoleccion del Extracto Enzimatico

- Después del periodo de incubacién, se centrifug6 el cultivo a 7500 rpm durante 20
min.

- Serecogio el extracto enzimatico.

5 Concentracion de Extracto Enzimatico

Con el objetivo de asegurarnos de que el extracto enzimatico esté libre de

microorganismos, ya que el medio de cultivo rico en nutrientes podria favorecer la

reproduccion de los mismos, se procedié a concentrar el extracto enziméatico mediante

dialisis. A continuacion, se detalla el procedimiento:

- Se utilizaron tubos de membrana de dialisis con un tamafio de poro de 10,000 Da, los
cuales fueron remojados previamente en agua destilada para su activacion.

- La membrana se sellé realizando dos dobleces en cada extremo, utilizando pinzas
para asegurar que el contenido no se escape.

- Los diferentes extractos enzimaticos fueron transferidos a la membrana con la ayuda
de una pipeta.

- Se sec6 cuidadosamente la parte exterior de la membrana utilizando papel absorbente
para eliminar cualquier residuo liquido.

- La membrana que contenia el extracto enzimatico se sumergio en una bandeja con
una azucar.

- El proceso se dejo durante toda la noche a 4°C o, alternativamente, por 2 horas
dependiendo del volumen del extracto enzimatico.

- El extracto enzimético concentrado fue recogido cuidadosamente y almacenado a 4°C

hasta su uso en las pruebas de degradacion de tintes textiles.



2.1.7 Fase 2: Evaluacion de la Degradacion de Tintes Textiles
1 Preparacion de Soluciones de Tintes
Se preparé stocks de 30 mL por cada tinte, Amarillo ME4G, Naranja RD, Negro
Jet GDR, Rojo Sam y Azul HFRL, a una concentracion de 1000 mg/L. Esto se calculd

utilizando la ecuacion 2.1

30 mL .
* TooomL = 0.03 g x tinte (2.2)

Para que la concentracién se exprese en mg/L, se empled la siguiente ecuacion 2.2

0,03 g _ 1000 mL _ 1000 m m -,
9« * 9 = 1000 2¢ x concentracién stock (2.2)
30 mL 1L 1g L

2 Preparacion de medios de cultivo
e Medio TSB 1:10

Para determinar la cantidad de medio de cultivo que se debe preparar, primero se
considerd el indculo que se iba a utilizar. Si en cada tubo se colocan 10 mL en total,
equivalentes al 100%, y se desea inocular con el 20 %v/v de extracto enzimatico, se

deben afiadir 2 mL de in6culo. Esto se calcul6 usando la ecuacion 2.3:
10 mL * % = 2 mlL x indculo (2.3)
A continuacion, se aplica la formula de dilucion 2.4 para calcular la cantidad de

tinte a usar, partiendo de una concentracion de 50 mg/L.

CiVi = CiVf (2.4)

o Extracto de Microorganismos

(50 %)(s mL)
= mg
1000 L

Vi = 0,4 mL x tinte (2.5)

Entonces:
(2.6)

TSB 1:10 x microorganismos = 10mL —2mL —0,4ml = 7,6 ml TSB 1: 10 x micro



Para los 10 tubos (2 microorganismos, C6 y K6, y 5 colores en total):
(2.7)
TSB 1:10 x microorganismos = 7,6 mL * 10 tubos = 76 mL TSB 1: 10 x micro
o Control
Se prepararon controles con agua destilada y las mismas concentraciones de tinte,
pero sin extracto enzimatico:

(50 7910 mL)
= mg
1000 7

Vi = 0,5 mL x tinte (2.8)

Entonces:
(2.9)
TSB 1:10 x control = 10mL —0,5ml =9,5mITSB 1:10 x micro

Para los 5 tubos de control (5 colores en total):

(2.10)

TSB 1:10 x control = 9,5mL * 5 tubos = 47,5 mL TSB 1:10 x micro

o TSB total a preparar

(2.12)

TSB1:10Total =76 mL +47,5mL =123,5mL = 125mLTSB 1:10 Total

Tabla 2.1.3 Férmula para 125 ml de agua destilada para TSB diluido

Tryptone 0,2125¢g
Difco Peptone Water 0,1875¢g
NaCl 0.0525¢g
KoHPO4 0,0312g

Glucosa 0,0312g




Configuracion de Experimentos de Degradacion

Se separaron en alicuotas los diferentes medios en tubos de 50 mL.

Luego, se agrego el tinte correspondiente a cada medio, tanto para los extractos de
microorganismos (segun la ecuacion 2.5) como para el control (segun la ecuacion
2.8).

Después, se autoclavaron los tubos.

Una vez autoclavados, se inocularon los tubos de cada pigmento en camara con el
extracto enzimatico de los microorganismos C6 y K6, con un indculo del 20 %v/v
(2000 pL), segun la ecuacion 2.3.

Incubacion

Las muestras se incubaron a 33°C a 150 rpm, durante 3 dias.

Preparacion de las muestras

Muestreo

En la camara se tomaron 3 alicuotas de cada tubo y se colocaron en tubos Eppendorf.
Se tomaron muestras de 300 pL (0.3 mL) de cada alicuota a intervalos de 24 horas
para su analisis.

Centrifugacion

Las muestras se centrifugaron a 4°C, 8000 rcf, durante 20 minutos.

Recogida del sobrenadante

Se tom6 100 uL (0.1 mL) del sobrenadante de cada tubo Eppedorf.

Se coloco el sobrenadante en las placas de lectura para el espectrofotémetro.
Medicion de absorbancia

Se leyd la absorbancia de cada muestra a las longitudes de onda especificas

determinadas previamente.



6 Monitoreo de la Degradacion

e Método Analitico

- Se midid la absorbancia de las muestras a las longitudes de onda méaximas especificas

para cada tinte utilizando un espectrofotometro UV-Vis.

Tabla 2.1.4 Longitudes de onda estandar para cada tinte

Amarillo ME4G
Azul HFRL
Naranja RD

Negro Jet GDR

Rojo Sam

~430nm

~610nm

~490nm

~600nm

~530nm

7 Calculo del Porcentaje de Degradacion

Se utiliz6 la formula:

%Degradacion = (Ci;,cf) * 100

Donde:
Ci: Concentracion inicial

Cf: Concentracion final

(2.12)



Capitulo 3



3.1 Resultados y anélisis

En un primer ensayo, se utilizd medio TSB concentrado, y se observé que el tiempo

maximo de decoloracion de los tintes fue de 15 dias. Sin embargo, al analizar los resultados,

se concluyo que el tanto el porcentaje como el tiempo de decoloracion estaban relacionados

con un posible crecimiento bacteriano, que no se evidencié en las pruebas iniciales.

Posteriormente, se realizaron pruebas adicionales limitando las fuentes de carbono y

utilizando extractos enzimaticos concentrados. Estos ajustes permitieron obtener resultados

que se detallaran a continuacion.

3.1.1 Resultados de Decoloracion de Tintes en un Medio TSB a 1:10

Tabla 3.1.1 Absorbancia y Porcentaje de Decoloracion de Tintes Textiles en Diferentes Dias

de Incubacion

Amarillo
Dias AC- AC6 AKG6 %Decoloracion C- %Decoloracion C6 9%Decoloracion K6
DO 0,204 0,200 0,224 0,000 0,000 0,000
D1 0,196 0,191 0,208 3,764 4,659 7,281
D2 0,190 0,177 0,193 6,710 11,647 13,967
D3 0,192 0,164 0,180 5,728 18,136 19,614
D6 0,187 0,147 0,174 8,183 26,456 22,288
Naranja
Dias AC- AC6 AKG6 %Decoloracion C- %bDecoloracion C6 %Decoloracion K6
DO 0,329 0,284 0,275 0,000 0,000 0,000
D1 0,326 0,280 0,267 1,012 1,408 3,148
D2 0,323 0,261 0,258 2,024 8,099 6,174
D3 0,310 0,182 0,228 5,769 36,033 17,312
D6 0,301 0,124 0,188 8,603 56,338 31,598
Rojo
Dias AC- AC6 AKG6 %Decoloracion C- %bDecoloracion C6 %Decoloracion K6
DO 0,165 0,146 0,135 0,000 0,000 0,000
D1 0,162 0,143 0,132 1,815 2,506 2,463
D2 0,158 0,141 0,121 4,637 3,872 10,591
D3 0,156 0,109 0,100 5,645 8,146 13,793
D6 0,155 0,101 0,097 6,250 31,207 28,325
Negro
Dias AC- AC6 AKG6 %Decoloracion C- %Decoloracion C6 %Decoloracion K6
DO 0,324 0,271 0,259 0,000 0,000 0,000



D1 0,323 0,267 0,253 0,309 1,355 2,062
D2 0,285 0,183 0,228 11,843 32,512 32,512
D3 0,248 0,120 0,126 9,257 47,529 46,077
D6 0,245 0,109 0,127 24,202 59,852 50,902
Azul
Dias AC- AC6 AKG6 %Decoloracion C- %bDecoloracion C6 9%Decoloracion K6
DO 0,255 0,210 0,221 0,000 0,000 0,000
D1 0,247 0,202 0,202 3,133 3,651 8,735
D2 0,238 0,135 0,108 6,919 35,714 51,054
D3 0,227 0,068 0,064 11,917 66,935 69,654
D6 0,216 0,065 0,063 15,405 68,889 71,687

Figura 3.1.1 Degradacion de Tintes al Transcurso de los Dias

DO

D1

D2

D3

D6

C- C6 K6



3.1.2 Comparacion de los Controles de los Tintes

Figura 3.1.2 Comparacion de la Absorbancia y Decoloracion de Diferentes Tintes en el

Absorbancia vs Dias (C-) % Decoloracion vs Dias (C-)
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Nota. Los datos muestran la absorbancia y el porcentaje de decoloracion en funcion de los
dias de incubacidn para diferentes tintes utilizando el control (C-).

En la Figura 3.1.2, el anélisis revela tendencias distintas de decoloracion en cada tinte
durante el periodo estudiado del control (C-). Para el tinte amarillo, la absorbancia muestra
una ligera disminucion durante los primeros dias, pasando de 0.204 a 0.187 en el dia 6, con
una decoloracion total del 8.183%. La baja tasa de decoloracion puede ser atribuida a la
estabilidad quimica del tinte en condiciones normales.

El tinte naranja presenta una tendencia similar, pero con una decoloracién algo mas
pronunciada, alcanzando un 8.603% para el dia 6. La absorbancia decrece de 0.329 a 0.301,
lo que indica una ligera pero continua degradacién, sugiriendo una mayor susceptibilidad a la
accion de factores ambientales, posiblemente la fotooxidacion, que podria estar
contribuyendo a la reduccion en la absorbancia.

El tinte rojo muestra una decoloracion inicial rapida, con una caida en la absorbancia

de 0.165 a 0.155 y un incremento en la decoloracion del 6.250% al final del experimento. La



decoloracion podria indicar que el tinte rojo tiene una mayor variabilidad en su estabilidad
quimica bajo condiciones de control, posiblemente influenciada por la interaccion con
componentes del medio o condiciones experimentales.

El tinte negro presenta una caida significativa en la absorbancia, desde 0.324 hasta
0.245, con una decoloracion total del 24.202% al dia 6. Este alto porcentaje de decoloracion
sugiere que el tinte negro es el mas susceptible a cambios ambientales en el medio de control,
lo que podria estar relacionado con su mayor complejidad quimica y la interaccion con la luz,
acelerando su degradacion a través de procesos como la fotooxidacion.

Finalmente, el tinte azul, con una absorbancia inicial de 0.255, muestra una tendencia
de decoloracion mas uniforme y continua, con una disminucion a 0.216 y una decoloracion
del 15.405% al final del experimento. La tendencia sugiere una degradacion progresiva pero
menos pronunciada en comparacion con el negro, indicativa de una estabilidad relativamente

alta en condiciones controladas.

3.1.3 Comparacion del Extracto Enzimatico C6 en los Tintes

Figura 3.1.3 Comparacion de la Absorbancia y Decoloracion de Diferentes Tintes con el

extracto C6

Absorbancia vs Dias (CE) % Decoloracion vs Dias (C6)
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Nota. Los datos muestran la absorbancia y el porcentaje de decoloracién en funcién de los
dias de incubacion para diferentes tintes utilizando en el extracto enzimatico C6.

En la Figura 3.1.3, que muestra la absorbancia y el porcentaje de decoloracion de los
tintes bajo el tratamiento con el extracto enzimatico del microorganismo C6, se observan
variaciones significativas entre los diferentes tintes a lo largo del tiempo.

El tinte amarillo presenta una absorbancia relativamente alta al inicio del
experimento, pero muestra una tendencia clara de disminucion en absorbancia y aumento en
decoloracion a medida que pasan los dias, alcanzando una decoloracién de aproximadamente
26.456% al dia 6. Esto indica que el extracto enzimatico tiene una capacidad considerable
para degradar el amarillo, pero la degradacion es gradual, lo cual puede ser atribuido a la
estructura quimica del tinte y su resistencia a la accion enzimatica, que requiere mas tiempo
para romperse completamente.

El tinte naranja muestra una tendencia similar, aunque con una absorbancia inicial
algo menor comparada con el amarillo. A medida que avanzan los dias, la decoloracion
aumenta significativamente, alcanzando aproximadamente 56.338% al dia 6. Esto sugiere que
el tinte naranja es mas susceptible a la accion enzimatica en comparacion con el amarillo,
posiblemente debido a una estructura menos compleja o a una mayor afinidad del extracto
enzimatico por los compuestos del naranja.

El rojo, en contraste, muestra una absorbancia mas baja desde el principio y presenta
una decoloracion mas moderada en comparacion con los anteriores, con un maximo de
aproximadamente 31.207% al dia 6. Esto puede indicar que el tinte rojo es menos reactivo
con el extracto enzimatico del microorganismo C6, tal vez debido a su estructura quimica que
resulta menos accesible o mas resistente a la degradacion enzimatica.

El tinte negro tiene una absorbancia inicial comparable a la de los otros tintes, pero la

tasa de decoloracion es considerablemente alta, alcanzando alrededor de 59.852% al dia 6.



Esta mayor decoloracion puede estar relacionada con la complejidad de los compuestos en el
tinte negro, que podrian ser mas facilmente degradados por el extracto enzimatico debido a
una mayor variabilidad en las estructuras quimicas presentes en el tinte.

El tinte azul, con la absorbancia méas baja desde el principio, alcanza una notable
decoloracion de 68.889% al dia 6. La alta susceptibilidad del azul a la degradacion
enzimatica indica que su estructura quimica es la mas facilmente descompuesta por el
extracto. A pesar de que la decoloracion ya es evidente desde el dia 3, la medicion hasta el
dia 6 confirma que la eficacia del extracto enzimatico es mas pronunciada a lo largo del

tiempo.

3.1.4 Comparacion del Extracto Enzimatico K6 en los Tintes

Figura 3.1.4 Comparacion de la Absorbancia y Decoloracion de Diferentes Tintes con el

extracto K6
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Nota. Los datos muestran la absorbancia y el porcentaje de decoloracion en funcion de los
dias de incubacidn para diferentes tintes utilizando en el extracto enziméatico K6.
La Figura 3.1.4 presenta los resultados del analisis de absorbancia y el porcentaje de

decoloracion de los tintes, empleando el extracto enzimatico del microorganismo K6. El



analisis revela diferencias significativas en la eficiencia de decoloracion entre los diferentes
tintes.

Para el tinte amarillo, la absorbancia disminuye de 0.224 en el dia 0 a 0.174 en el dia
6. Este cambio corresponde a un aumento en el porcentaje de decoloracién desde 0% hasta
22.288%. La réapida reduccion en la absorbancia a partir del dia 3 y la notable decoloracion en
el dia 6, sugiere una persistente actividad enzimatica que sigue descomponiendo el colorante
incluso después del dia 3.

Para el tinte naranja, la absorbancia se reduce de 0.275 a 0.188, con un aumento en el
porcentaje de decoloracion de 0% a 31.598%. Desde el dia 3, se nota una decoloracion
significativa, con un porcentaje de 17.312%. La comparacion con el amarillo revela que el
extracto K6 es mas eficiente en la degradacion del naranja, posiblemente debido a la
estructura quimica que facilita la accién enzimatica.

El tinte rojo muestra una disminucidén en la absorbancia de 0.135 a 0.097 y un
aumento en el porcentaje de decoloracion de 0% a 28.325%. En el dia 3, el tinte rojo ya
presenta un porcentaje de decoloracion de 13.793%, destacandose como un color que también
responde bien al extracto enzimatico, similar al naranja, pero con una eficacia algo menor.

En el caso del tinte negro, la absorbancia baja de 0.259 a 0.127, y el porcentaje de
decoloracion crece de 0% a 50.902%. A partir del dia 3, el tinte negro muestra una
decoloracion de 46.077%, lo que indica una alta eficiencia del extracto K6 en la degradacion
de tintes oscuros. Esta capacidad superior sugiere que el extracto enzimatico puede
descomponer estructuras complejas presentes en tintes oscuros mas efectivamente.

Finalmente, el tinte azul presenta la mayor reduccion en absorbancia, de 0.221 a
0.063, con un porcentaje de decoloracion que aumenta de 0% a 71.687%. A partir del dia 3,
el porcentaje de decoloracién ya es de 69.654%, destacandose como el tinte con la mayor tasa

de decoloracion.



3.2 Discusién

Tabla 3.2.1 Porcentaje de Degradacion de Tintes Textiles Comerciales en Medios de Cultivo

TSB Diluido
Medio TSB 1:10
Dia 3
Tinte % Degradacion % Degradacion % Degradacion
() (Cé6) (K6)
Amarillo 0 0 0
MEAG 6% 18% 20%
Naranja RD 6% 36% 17%
Rojo Sam 6% 8% 14%
Negro Jet 0 0 0
GDR 9% 48% 46%
Azul HFRL 12% 67% 70%
Figura 5

Figura 3.2.1 Degradacion de los Tintes en un Medio TSB Diluido al Dia 3 por Diferentes

Extractos Enzimaticos
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Nota. Los datos reflejan la eficacia de cada extracto enzimatico en la degradacién de los

tintes bajo las condiciones experimentales establecidas.



Enla Tabla 3.2.1 y Figura 3.2.1, de degradacion mostrada, se observa que los tintes
mas oscuros, como el Negro Jet GDR y el Azul HFRL, presentan porcentajes de degradacion
mas altos en comparacion con los tintes mas claros, como el Amarillo ME4G, Rojo Sam y el
Naranja RD. Este patron sugiere que los colores oscuros tienden a ser mas susceptibles a la
degradacion, donde puede explicarse por varias razones relacionadas con la estructura
quimica y la interaccion de los tintes con los microorganismos.

Los tintes oscuros, como el negro y el azul, suelen contener moléculas mas complejas
y extensas que pueden ser mas facilmente atacadas por las enzimas microbianas. Las
estructuras mas grandes y complejas pueden ser mas susceptibles a la accion enzimética
porque tienen multiples sitios activos para la interaccion de las enzimas, facilitando asi la
degradacion. Ademas, los grupos funcionales presentes en los tintes oscuros pueden ser mas
reactivos o menos estables, lo que podria contribuir a una mayor degradacion.

En contraste, los tintes mas claros como el amarillo y el naranja tienden a tener
estructuras quimicas menos complejas y menos grupos funcionales susceptibles a la
degradacion enzimatica. Esto puede resultar en una menor tasa de degradacion, ya que las
enzimas microbianas pueden tener menos sitios activos disponibles para atacar estos tintes.

En comparacion con trabajos anteriores realizados en el CIBE, donde se utilizé el
Comassie Blue, los resultados también mostraron una mayor degradacion en los tintes
oscuros. EI Comassie Blue, conocido por su color intenso y estructura compleja, demostro
una mayor actividad enzimatica y una mayor capacidad de degradacion en estudios previos.
Esta tendencia refuerza la hipotesis de que los tintes con estructuras quimicas mas complejas,

como los tintes oscuros, son mas susceptibles a la degradacion enzimatica.



Capitulo 4



4.1 Conclusiones y Recomendaciones

4.1.1 Conclusiones

El objetivo de este estudio fue analizar la capacidad de un extracto enzimatico
derivado de microorganismos aislados para degradar tintes textiles comerciales. Los
resultados obtenidos destacan la eficacia de los extractos C6 y K6 en la degradacién de tintes,
con diferencias en la eficiencia dependiendo del tipo de tinte. A continuacion, se presentan
las conclusiones mas relevantes:

e Los extractos C6 y K6 mostraron una notable capacidad para degradar tintes textiles.
Los tintes Azul HFRL y Negro Jet GDR presentaron los mayores porcentajes de
decoloracion. Es posible que los colores oscuros se degradaran mas debido a que el
extracto enzimatico utilizado en investigaciones anteriores se indujo en Comassie
Blue, lo que podria indicar cierta similitud en la estructura quimica.

e Eltiempo necesario para alcanzar una degradacion significativa vario segun el tinte.
Los extractos comenzaron a mostrar actividad degradativa desde el primer dia en un
medio TSB diluido, con un aumento notable en la tasa de degradacion a partir del
tercer dia. La observacion extendida hasta el sexto dia permitié obtener una vision
completa del proceso de degradacion.

e Aunque la degradacion fue mas alta en el medio TSB concentrado, los extractos
enzimaticos en el medio diluido lograron resultados relevantes. Esto indica que los
extractos C6 y K6 pueden degradar tintes incluso en condiciones de carbono
limitadas.

e Los extractos C6 y K6 tienen una alta resiliencia y adaptabilidad, permitiéndoles
degradar tintes textiles bajo diversas condiciones. Esto representa un impacto positivo

al reducir la carga contaminante en cuerpos de agua y ofrece la posibilidad de



optimizar procesos en la industria textil para una degradacion eficiente de

contaminantes en aguas residuales.

4.1.2 Recomendaciones

Para aprovechar al maximo la capacidad de los extractos enzimaticos en la

degradacion de tintes textiles, es fundamental implementar una serie de estrategias y pasos

adicionales. Estas recomendaciones estan orientadas a optimizar los procesos de

investigacion y mejorar la efectividad de la degradacion en aplicaciones industriales y futuras

investigaciones.

Para maximizar la degradacion de los tintes, es crucial optimizar las condiciones de
incubacion, como la temperatura, pH y tiempo de incubacion. Se sugiere realizar
pruebas preliminares para determinar las condiciones dptimas para cada tipo de
extracto y tinte.

Una vez completada las investigaciones respecto a la degradacion de los tintes
textiles, el siguiente paso serian las pruebas piloto en condiciones que simulen el
entorno industrial lo que ayudara a identificar posibles desafios y ajustar el proceso.
Después de la revision general de resultados, se recomienda usar como control
positivo el uso de coomasie blue.

Para futuras investigaciones, se debe considerar la induccién de extractos enzimaticos
en pigmentos claros, con el fin de obtener mejoras en la degradacidn de tintes claros y
expandir la aplicabilidad de los extractos enzimaticos a una gama mas amplia de

tintes textiles.
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Anexos

Anexo a. Crecimiento de Microorganismos C6 y K6 en Medio TSB, con su respectivo control

(€)




Anexo c¢. Medio TSB Diluido a 1:10

Anexo d. Concentracion del Extracto Enzimatico de los Microorganismos C6 y K6 Mediante

el Proceso de Dialisis




Anexo e. Extractos C6 y K6 concentrados




Anexo g. Inoculacion del Medio TSB Diluido, con Tintes y Extractos




Anexo i. Colocacién de Alicuotas Centrifugadas en Placa de 96 Pocillos




Anexo k. Incubacién

Anexo |. Disefio Gréafico Experimental
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