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Evaluacion del potencial de levaduras nativas aisladas de aguas
residuales industriales para la remocion de colorantes azoicos

Assessment of the potential of native yeast isolated from industrial residual waters in the
removal of azoic dyes

Manuela Bolivar—Correa’, Ana Maria Gaviria—Villa!, Lina Maria Lopez—de Avila'*

Resumen

Los colorantes azoicos son ampliamente utilizados en la industria textil, liberando efluentes contaminados
que afectan a diferentes organismos por su toxicidad y caracter recalcitrante. Reconociendo el papel de
las levaduras en la biorremediacion de diferentes ambientes contaminados, el objetivo de este estudio
fue evaluar el potencial de levaduras nativas aisladas de fuentes hidricas contaminadas en la remocion
del colorante azoico azul Novasyn luz BLR. Se aislaron 15 colonias de levaduras con capacidad de crecer
en presencia del colorante, con éstas se realizaron ensayos de remocion en medio sintético en los que se
obtuvieron porcentajes de remocion superiores al 60%. La colonia MAO11 identificada como Hanseniaspora
opuntinae fue seleccionada para evaluar el efecto de la composicion del medio de cultivo, el pH y la
concentracion del colorante en su capacidad de remocion. Los resultados demostraron que la concentracion
de colorante y el pH tienen un efecto significativo sobre el porcentaje de remocion; ademas se evaluo el
efecto de diferentes concentraciones de colorante sobre el crecimiento y la capacidad de remocion de
H. opuntinae y no se evidencio un efecto toxico del colorante hasta 2000 ppm; sin embargo, se observo
que a concentraciones mas altas del colorante disminuye la capacidad de remocion. Finalmente se evalud
la capacidad de remocion de H. opuntinae en aguas residuales y no se observaron cambios en el perfil
espectrofotométrico del colorante antes y después de la interaccion con la levadura, lo que permite sugerir
que la remocion del colorante por H. opuntinae se da por biosorcion.
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Abstract

Azo dyes, widely used in the textile industry, release contaminating effluents that affect different organisms
due to their toxicity and recalcitrant nature. Recognizing the role of yeasts in the bioremediation of different
contaminated environments, the objective of this study was to evaluate the potential of native yeasts isolated
from contaminated water sources in the removal of the azo dye Novasyn blue light BLR. We isolated 15
yeast colonies able to grow in the presence of Novasyn blue light BLR dye and determined their ability to
remove the dye in a synthetic medium, obtaining colonies with removal percentages greater than 60%. We
selected one colony, MAO11, identified as Hanseniaspora opuntinae, to evaluate the effect of the culture
media composition, pH, and dye concentration on the removal capacity of the yeast. The results showed
that dye concentration and pH have a significant effect on the removal percentage. In addition, differing
dye concentrations on the growth and removal capacity of H. opuntinae were evaluated, with a toxic effect
of the dye not observed up to 2000 ppm. However, we found that high dye concentrations decreased the

removal capacity of the yeast. Finally, we evaluated the removal capacity of H. opuntinae in wastewater,
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observing no changes in the spectrophotometric profile of the dye before and after the interaction with the
yeast, suggesting that dye removal by H. opuntinae occurs by biosorption.

Keywords: bioremediation, biosorption, Hanseniaspora

INTRODUCCION

Los colorantes son sustancias orgdnicas fluorescentes
o de tonalidad intensa que imparten color a una sus-
tancia incolora o a un sustrato mediante la absorcién
selectiva de la luz, estos compuestos pueden clasifi-
carse segin su estructura quimica, su aplicacién al
tipo de fibra o dependiendo de su solubilidad. Entre
los tintes mas usados se encuentran los azoicos, que
son compuestos aroméaticos con uno o més enlaces (-
N=N-) y representan entre el 65—70 % de la produc-
cién total de colorantes. Su gran demanda se debe a
que ofrecen una amplia gama de colores, presentan
alta estabilidad y resistencia a la degradacién por
luz, temperatura y pH (Zuleta, 2013). El compuesto
Novasyn Luz Azul BRL es un colorante diazoico,
comunmente utilizado en la industria textil para
dar una coloraciéon azul marino a materiales como
algododn, cuero, entre otros (Posada y Pulido, 2011).

Se ha reportado que cerca del 15% de los colorantes
empleados en la industria textil se pierden en el
proceso de tefiido y en la mayoria de los casos son
vertidos en cuerpos de agua sin ningtin tratamiento
previo, generando contaminacion en los ecosistemas
acudticos (Pazarlioglu et al., 2005). Cantidades mini-
mas de colorante, incluso en una concentracién de 1
ppm es suficiente para ocasionar un impacto negativo
debido a que afectan de forma directa los procesos
fotosintéticos por disminucién de la penetracion de
la radiacién solar, perjudicando la biota acuatica
en general. Ademds, multiples estudios (Barreda et
al., 2015; Chequer et al., 2009) han demostrado que
los efluentes de este tipo tienen efectos nocivos en
diversos organismos, que pueden llegar a ser carci-
nogénicos, mutagénicos o teratogénicos, impactando
incluso en la salud humana (Sarmiento, 2017).

Debido a las multiples desventajas que presentan
estos tintes, se ha hecho necesario desarrollar me-
todologias efectivas para su remocién (Martinez y

Brillas, 2009; Saratale et al., 2011), entre las cuales
se encuentran métodos fisicos como adsorcién, filtra-
cién, radiacion y métodos quimicos como el uso de
hipoclorito de sodio o la ozonizacion, los cuales son
costosos y causan contaminacién secundaria (Joshi et
al., 2004). En comparacion, los métodos biolégicos,
utilizando microorganismos como bacterias, hongos
y algas en los procesos de remocion, son mas atracti-
vos debido a sus menores costos (Gomi et al., 2011;
Saratale et al., 2009).

Se ha encontrado que las levaduras tienen un amplio
potencial en la biorremediacién de ambientes conta-
minados, debido a que son microorganismos toleran-
tes que exhiben una mejor respuesta a condiciones
extremas como la presencia de metales pesados, altas
concentraciones de sales, pH acido y altos niveles de
xenobidticos (Al-Tohamy et al., 2020; Carballo et al.,
2012; Giovanella et al., 2019), sumada a su capaci-
dad para remediar cuerpos de agua con colorantes
sintéticos azoicos producidos por la industria textil.
En este sentido, Bankole et al. (2017) demostraron
que levaduras como Diutina rugosa puede ser una
alternativa econdmica, eficiente y respetuosa con el
ambiente en la remocién de colorantes tipo indigo,
logrando una remocién completa (99,97 %) de es-
te colorante (10 mg/L) en 5 dias. Adicionalmente,
otras levaduras como Pichia occidentalis y Candida
tropicalis han demostrado la capacidad de degradar
mas del 98 % del colorante Acid Red B (ARB) en
16 h (Song et al., 2017) y de decolorar de manera
eficiente (80—90 %) aguas contaminadas con colo-
rantes azoicos en condiciones aerébicas (Tan et al.,
2013; Qu et al., 2012), respectivamente. Asimismo,
Aksu y Doénmez (2005) reportaron una cepa de C.
tropicalis con la capacidad de remover los colorantes
Remazol Black B y Remazol Blue (85,8 y 90,3 %,
respectivamente) en un periodo de 15 dias.

Teniendo en cuenta la capacidad de remociéon de
levaduras aisladas de fuentes contaminadas con co-
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lorantes, es de esperar que efluentes industriales sean
reservorio de levaduras con gran potencial biotecno-
légico. En este sentido, el objetivo de este trabajo
fue aislar y caracterizar levaduras nativas aisladas
de aguas residuales contaminadas con colorantes y
evaluar su potencial para remover el colorante dia-
zoico Azul Novasyn BLR. El resultado més relevante
de este trabajo fue el aislamiento de una cepa de
H. opuntinae que alcanzé una remocién del colo-
rante superior al 90 % a través de un mecanismo de
biosorcién, y que soportd concentraciones de hasta
2000 ppm sin efectos inhibitorios en su crecimiento.
Estos resultados demuestran que la utilizacion de
levaduras en la recuperacién de agua contaminada
es un proceso biotecnoldgico eficiente.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento de levaduras nativas

Las levaduras fueron aisladas de cuerpos de agua
en 2 lugares cercanos a vertimientos de industrias
textiles a lo largo del Valle de Aburrd (6° 19’ 44.4” N,
75° 33’ 28.8”W; 6° 05’ 41.1”N, 75° 38’ 14.7 "W).
Las muestras fueron recolectadas en frascos estériles
de 250 ml y llevadas al laboratorio para su proce-
samiento. Se sembraron 100 pl de cada muestra en
medio YM (Glucosa 10 g/L, extracto de levadura 3
g/L, extracto de malta 3 g/L, peptona 5 g/L y agar
20 g/L) suplementado con cloranfenicol (25 ppm) y
se incubd a 35 °C durante 72 horas. Posteriormen-
te, se seleccionaron las colonias con caracteristicas
morfoldgicas macro y microscopicas compatibles con
levaduras. Para evaluar la tolerancia de las colonias
aisladas al colorante azul Novasyn Luz BLR, se sem-
braron por agotamiento en agar YM suplementado
con el colorante (100 ppm) y se incubaron a 35 °C
por 72 horas.

Evaluacion de la capacidad de remocion del co-
lorante

Las levaduras con la capacidad de crecer en presencia
del colorante fueron evaluadas en caldo YM para
determinar su capacidad de remocién. Se determiné
el porcentaje de remocion a diferentes concentracio-
nes del colorante (250 y 500 ppm) y a diferentes
temperaturas de incubacién (25 °C y 35 °C) con
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pH de 4,0 y agitacién constante (120 rpm) durante
120 horas. Se realizaron controles sin levadura para
evaluar factores abidticos asociados a la decoloracién
y controles sin colorante para evaluar la viabilidad de
las levaduras. Posterior a las 120 horas de incubacién
se tom6 1 ml del cultivo, se centrifugé a 12.000 x g
durante 10 minutos, la biomasa fue resuspendida en
agua destilada estéril y se midié su absorbancia a 600
nm y la del sobrenadante a 560 nm y se determiné
el porcentaje de remocién, calculado a partir de la
siguiente férmula (Bankole et al., 2017):

., Absorbancia inicial — Absorbancia final
%decoloraciéon = - 100
Absorbancia inicial

Identificaciéon bioquimica y molecular

Para la identificacion bioquimica se seleccionaron los
aislados con un porcentaje de remocién superior al
90 %. A partir de cultivos de 24 horas, se realizé la
identificaciéon bioquimica empleando la galeria API®
20 C AUX siguiendo las instrucciones del fabrican-
te (bioMérieux ®). La identificaciéon molecular se
realizé por secuenciacién de la regién ITS 5.8S. La
extraccién de ADN incluyd la eliminacién de la pared
celular con la enzima liticasa (Sigma), lisis celular,
purificaciéon con fenol:cloroformo y finalmente pre-
cipitacién con isopropanol. Para la amplificacion de
la regién I'TS 5.8S se utilizaron los cebadores I'TS1
(5’-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3’) e ITS4
(5’-TCC TCC GCT TAT GAA TGC-3’) (White et
al., 1990). El perfil de temperatura de la PCR fue
el siguiente: 95 °C durante 10 minutos, seguido de
30 ciclos a 94 °C por 30 s, 53 °C por 30 s, 72 °C
por 1 min y finalmente a 72 °C durante 5 minutos.
Los productos de PCR fueron purificados y enviados
a secuenciar en Macrogen (Corea del Sur). Las se-
cuencias fueron analizadas utilizando la herramienta
BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Influencia del medio de cultivo en la remociéon
del colorante

Para evaluar el efecto de la composicién del medio
de cultivo en el porcentaje de remocion se selecciond
el aislado con el mayor porcentaje de remocién. Se
evaluaron diferentes concentraciones de glucosa (2,
6 y 10 g/L), extracto de levadura (0; 0,1 y 0,2
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g/L), sulfato de amonio (0; 0,5 y 1 g/L) y del
colorante azul Novasyn luz BLR (250, 500 y 750
ppm); ademds, se evaluaron diferentes pH (3, 5 y
7). Las concentraciones del sulfato de magnesio y el
fosfato dipotésico se mantuvieron en 0,5 g/Ly 1 g/L,
respectivamente. Los cultivos fueron incubados a 35
°C con agitacién continua (120 rpm) por 24 horas y se
tomaron muestras cada 3 horas. Las muestras fueron
centrifugadas a 12.000 x g por 10 minutos, para
determinar la concentracién de biomasa producida
y la concentracién residual del colorante. Todos los
ensayos fueron realizados por duplicado.

Toxicidad del colorante

Para evaluar el efecto inhibitorio del colorante en el
crecimiento de la cepa de levadura con mejor desem-
peno en la remocién del colorante, se incubé en caldo
YM con diferentes concentraciones de colorante (500,
1000, 1500, 2000 ppm). Los ensayos fueron realizados
a 35 °C en agitacién continua (120 rpm) durante 24
horas. Se tomaron muestras al inicio y al final del
ensayo. Las muestras fueron centrifugadas a 12000
x g por 10 minutos, para determinar la biomasa
producida y la concentracién residual del colorante.
Todos los ensayos fueron realizados por duplicado.

Analisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron por duplicado.
El diseno experimental para determinar la influencia
del medio de cultivo fue superficie de respuesta. El
analisis estadistico se llevé a cabo con un andlisis
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de varianza (ANOVA) de un factor utilizando el
Software Design Expert 11.

RESULTADOS

Aislamiento e identificacion de levaduras con po-
tencial decolorante

A partir de las muestras de aguas residuales re-
colectadas en el Area Metropolitana del Valle de
Aburra, se aislaron 22 colonias de levaduras con
caracteristicas morfolégicas diferentes, de las cuales
se seleccionaron 15 colonias en funcién de su ca-
pacidad de crecer en presencia del colorante Azul
Novasyn BLR a una concentracién de 100 ppm. La
principal caracteristica macroscopica diferencial en
los aislados fue la coloracién de las colonias, algunas
crecieron como colonias blancas sin cambios en el
color del medio de cultivo, otras crecieron como
colonias violetas con decoloracién del medio (figura
1). La identificacién bioquimica y molecular de las
cepas con mayor porcentaje de remocién (>90 %)
evidencié la presencia de Candida sp., Hanseniaspora
sp. y Pichia sp. (tabla 1).

Ensayo de remocion del colorante

Las cepas que crecieron en presencia del colorante
fueron sometidas a un ensayo de remocién en medio
liquido. Se evaluaron diferentes concentraciones del
colorante (250 y 500 ppm) a dos temperaturas de
incubacién (25 °C y 35 °C). La mayoria de las

Tabla 1. Clasificacion taxondomica de levaduras aisladas de aguas residuales industriales y porcentaje de

remocion de colorante

Aislad Identificacion taxonémica Porcentaje de remocion a 25 °C | Porcentaje de remocion a 37 °C
151d0 ™ Bioquimica ITS 5.85 250 ppm 500 ppm 250 ppm 500 ppm
4 | candida rugosa Cameiice 100,0 100,0 100,0 98,4
catenulata

5 Candida _ Candida 47,0 43,7 95,8 99,5
guilliermondii intermedia

8 | Kiloeckeraspp. | Hansemiaspora 91,7 86,6 100,0 99,1
opuntinae

11 Kloeckera spp. Hanseniaspora 98,3 98,1 100,0 99,5
opuntinae

Geotrichum . . ,
14 klebahnii Pichia kluyveri 98,8 90,9 98,4 97,7
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Figura 1. Crecimiento en medio YM + Azul Novasyn Luz BLR de levaduras aisladas de aguas residuales

industriales.

colonias aisladas exhibieron porcentajes de remocién
similares en las concentraciones del colorante evalua-
das, siendo superiores al 60 % a 25 °C y 35 °C (figuras
2A y 2B). Los ensayos realizados a 35 °C exhibieron
una mayor remocion del colorante, donde 9 de las 15
colonias evaluadas lograron porcentajes superiores al
90 % y solo dos colonias presentaron mayor remocién
a la concentracién mas baja del colorante; mientras
que a 25 °C se obtuvo mayor produccién de biomasa
(figuras 2C y 2D). Adicionalmente, algunas colonias
presentaron un comportamiento contrario en la re-
mocién del colorante, mientras que las colonias 6 y
13 lograron mayor remocién a 500 ppm, las cepas 7

5

y 15 mostraron mayor remocién a 250 ppm. Sin em-
bargo, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas en la remocién del colorante a 25 y 35
°C (p>0,05).

Influencia del medio de cultivo en la remocién
del colorante Azul Novasyn Luz BLR

De acuerdo con el comportamiento exhibido por las
levaduras en el ensayo de remocién, se seleccioné el
aislado 11 identificado como Hanseniaspora opuntiae
para evaluar el efecto de la composicién del medio
de cultivo en la remocion. Se evaluaron diferentes
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Figura 2. Porcentaje de remocion de colorante a 25 °C (A) y 35 °C (B) y crecimiento de biomasa a 25 °C (C)

y 35 °C con 250 y 500 ppm del colorante.

concentraciones de glucosa, extracto de levadura, sul-
fato de amonio y colorante a diferentes condiciones
de pH, observandose que la composicién del medio
de cultivo no influyé en la remocién del colorante
ni en el crecimiento de la levadura y la biomasa
no se vio favorecida a mayores concentraciones de
glucosa o extracto de levadura (p>0,05) (figura 3A).
Sin embargo, la concentracién del colorante y el pH
fueron los pardmetros que influyeron significativa-
mente en la remocién (p <0,05) (figuras 3B y 3C),
demostrando que un ambiente acido en el medio
favorece la remocion del colorante a concentraciones
bajas del colorante (250 ppm) por H. opuntiae.

Ensayo de toxicidad

Para determinar el efecto de la concentracién del
colorante sobre el crecimiento de H. opuntiae, se
evaluaron concentraciones entre 500 y 2000 ppm. Los
resultados obtenidos confirman que el porcentaje de
remocion y la formacién de biomasa disminuyen a
medida que aumenta la concentracién del colorante;
sin embargo, en concentraciones hasta 2000 ppm no
se observa un efecto inhibitorio sobre el crecimiento

de H. opuntiae. Las altas concentraciones del co-
lorante pueden representar una situacién de estrés,
pero no resultan toxicas, ni inhiben el crecimiento de
H. opuntiae.

Ensayo de remocién en aguas residuales

Para realizar el ensayo de remocién del colorante de
efluentes textiles, las condiciones de cultivo estableci-
das fueron: colorante a 250 ppm, temperatura a 35 °C
y pH de 3.0 con agitacion constante a 120 rpm. Luego
de 24 horas de incubacion, el porcentaje de remocion
fue menor al 30 %. Con respecto a la produccién de
biomasa se observa que fue menor cuando hay pre-
sencia del colorante en el medio (0,1 g/L de biomasa
en el medio con colorante, 0,43 g/L de biomasa en el
medio sin colorante); aunque en ambas condiciones
la produccién de biomasa fue mucho menor que la
obtenida en el medio de cultivo (3,96 g/L) (figura
4A).

Finalmente, se evalué el espectro de absorcién del
sobrenadante del cultivo en el rango de luz visible
(400-700 nm). El medio coloreado sin inocular pre-
sentd un pico de absorbancia maxima a 560 nm,

6
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Figura 3. Efecto de la composicion del medio de cultivo, la concentracion de colorante y el pH en el
crecimiento y remocion del colorante por H. opuntinae. A. Crecimiento de la levadura en medio sintético
con glucosa (2, 6 y 10 g/L), extracto de levadura (0; 0,1y 0,2 g/L) y sulfato de amonio (0; 0,5y 1 g/L). B.
Porcentaje de remocion a 250, 500 y 750 ppm del colorante. C. Porcentaje de remocion a pH de 3,5y 7.

después del tratamiento de 24 horas con H. opuntiae
se observa una disminucién sustancial en la absor-
bancia del medio indicando decoloracion, aunque sin
cambios en el pico de absorcién ni la aparicion de
otros picos que sugieran cambios en la estructura
quimica del colorante (figura 4B).

DISCUSION

Los colorantes azoicos son los més utilizados en la
industria textil, sin embargo, las aguas residuales
coloreadas son de dificil tratamiento por métodos

convencionales y la liberaciéon de estos efluentes al
ambiente tiene grandes repercusiones por su natu-
raleza toxica, carcinogénica y su bioacumulacion a
lo largo de la cadena tréfica (Sathishkumar et al.,
2019). Existen tratamientos fisicos y quimicos para
tratar esta clase de efluentes, pero son costosos o
generan compuestos toxicos, por lo tanto, la decolo-
racion biolégica puede ser considerada el método maés
viable y efectivo para el tratamiento de este tipo de
efluentes (Jafari et al., 2013). Aunque se ha estudiado
el comportamiento de muchos microorganismos en la
remocién de colorantes, las levaduras han sido poco
exploradas, pero algunas cepas de Candida sp., De-
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Figura 4. Comportamiento de H. opuntinae en aguas residuales contaminadas con colorante. A. Crecimiento
y porcentaje de remocion de colorante en agua residual. B. Espectro del colorante antes y después de la

decoloracion.

baryomyces sp., Issatchenkia sp., y Magnusiomyces
sp., han sido reportadas como potenciales candidatas
para la remocién colorantes azoicos (Sinha et al.,
2018).

En este estudio, la remocién del compuesto Azul No-
vasyn Luz BLR en el medio YM fue superior al 60 %
con todas las cepas aisladas de efluentes industriales,
demostrando mayor capacidad de decoloracion a 35
°C. Se ha reportado la influencia positiva de la tem-
peratura en la remocion debido a que se disminuye la

viscosidad de la solucion coloreada, aumentando la
velocidad de difusion de las moléculas del colorante
a través de la pared celular microbiana, favoreciendo
asi su remocién (Zhou et al., 2019). Estudios reali-
zados con levaduras como Scheffersomyces spartinae
y Pichia kudriavzevii demostraron una mayor capa-
cidad de decoloracién (98—100%) a temperaturas
por encima de 30 °C (Tan et al., 2016; Rou et al.,
2018), que estaria asociada con la temperatura 6pti-
ma de crecimiento de las levaduras y el mecanismo
de decoloracién utilizado (Khan et al., 2012). Los
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resultados obtenidos en este estudio no demuestran
una relacién directa entre la produccién de biomasa
y la remocién del colorante, donde no se encontraron
diferencias significativas en la decoloracién en los
cultivos crecidos a 25 °C y 35 °C; por lo tanto, el
mecanismo empleado por las levaduras aisladas en
este estudio puede estar asociado a otros factores.

Las levaduras con una mayor capacidad de remocién
del colorante Azul Novasyn Luz BLR, fueron iden-
tificadas como Candida catenulata, C. intermedia,
H. opuntiae y Pichia kluyveri. Multiples especies de
Candida sp. han sido reportadas en el tratamiento
de aguas residuales de procesos fermentativos (Liu
et al., 2019), granjas porcicolas (Martinez y Brillas,
2009) y en la decoloracién de efluentes textiles, prin-
cipalmente por mecanismos de biosorcién (Pajot et
al., 2014). Algunas especies de Pichia sp. han demos-
trado capacidad para la biodegradacién de colorantes
azoicos por la produccion de enzimas tipo lacasas y la
hidroxilacién del colorante (Wang et al., 2020). Para
los experimentos posteriores se selecciono la levadura
H. opuntiae teniendo en cuenta su alto porcentaje de
remocién en todas las condiciones evaluadas (25 y
35 °C, 250 y 500 ppm de colorante). Esta levadura
se ha reportado principalmente como parte de la
microbiota responsable de la fermentacion del cacao
y en la cofermentacion de bebidas alcohdlicas como
vinos, cervezas y destilados (Figueroa et al., 2019;
Gschaedler, 2017). En medio YM crece como células
apiculadas o elongadas con gemacion bipolar y las
colonias son cremosas de coloracién blanca a beige.

La produccién de biomasa se ha descrito como un
factor importante en la capacidad de remocién de
colorantes con levaduras y la modificacién de factores
que influyen en el crecimiento microbiano puede afec-
tar la eficiencia de decoloracién (Zabocka y Przysta,
2020). En un estudio realizado con C. tropicalis se de-
termind la relacion directa entre el crecimiento de la
biomasa y la capacidad de decoloracion, necesitando
un inoculo del 6 % para lograr una remocion total del
90 % en 24 horas (Tan et al., 2014). Esta asociacién
pudiera ser mas relevante con altas concentraciones
de colorante (>100 mg/L) (Chen y Ting, 2015). Sin
embargo, en este estudio no se pudo establecer una
relacién directa entre el crecimiento de biomasa y la
remocién del colorante, aiin con concentraciones de
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colorante hasta 500 ppm.

Al evaluarse el efecto de componentes del medio de
cultivo en la produccién de biomasa y la remocién del
colorante, no se evidencié ningun efecto de las con-
centraciones evaluadas (glucosa 2-10 g/L; extracto
de levadura 0-0,2 g/L; sulfato de amonio 0-1 g/L)
sobre la remocién del colorante y la formacién de
biomasa; resultados que no concuerdan con otros
estudios que reportan que la adicién de extracto de
levadura favorecié la decoloracion de Pichia occiden-
talis G1 en un 96 %, relacionado con la promocién del
crecimiento celular (Song et al., 2017). Un estudio
realizado por Tan et al. (2014), demostré que el
exceso de sulfato de amonio no afecto la decoloracién,
aunque concentraciones de glucosa por encima de 4
g/L disminuyeron considerablemente la capacidad de
remocién del colorante azoico Rojo Acido B.

Por otro lado, la concentracién de colorante y el pH
si tuvieron efecto sobre el porcentaje de remocién
por H. opuntiae, donde se observé una relacién in-
versamente proporcional entre estas variables y el
porcentaje de remocién. El aumento en la concen-
tracién del colorante Azul Novasyn Luz BLR result6
en la disminucién de la eficiencia de decoloracién de
la levadura (80% a 250 ppm y 30% a 500 ppm),
resultados que concuerdan con estudios anteriores
en los que concentraciones por encima de 100 mg/L
causan efectos negativos sobre la decoloracién (Tan
et al., 2013; Guo et al., 2019) debido a la saturacién
de los sitios de sorcién en la levadura a medida que
aumenta la concentracion del colorante. Otros estu-
dios respaldan estos resultados, Aksu (2003) reporté
que todas las especies de levadura evaluadas fueron
capaces de eliminar mds del 90% del colorante a
100 ppm; sin embargo, por encima de 400 ppm, este
porcentaje disminuy6 considerablemente debido a
que habian alcanzado su capacidad de saturacién. La
composicién de la pared celular puede influir conside-
rablemente en la capacidad de unién al colorante por-
que los grupos funcionales capaces de unir moléculas
de colorante, como los grupos amino, carboxilico,
sulfhidrilo, fosfato y tiol, difieren en su afinidad y
especificidad por la unién del colorante (Volesky y
May, 1995; Aksu y Donmez, 2001; Fu y Wang, 2011).
El pH es otro factor critico en la remocién de colo-
rantes, siendo favorecida en condiciones de pH bajo.
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La fuerza de atraccion electrostatica de la membrana
celular biosorbente y el colorante es mucho mayor
en condiciones acidas, resultando en un poder de
remocién mucho mayor. Mahmoud (2016), reporté
decoloracién total cuando el pH de la solucién estaba
entre 1.0 y 2.0; ademds, la disminucién considerable
de la remocién del colorante a medida que el pH
aumentaba (70 % de remocién a pH 3.0 y 20% a pH
6.0). Estos resultados concuerdan con lo encontrado
en este estudio, demostrando un efecto significativo
del pH en la capacidad de remocion de colorante por
levaduras.

Luego de determinar la disminucién en la decolo-
racién del colorante Azul Novasyn Luz BLR en al-
tas concentraciones, se evalué la toxicidad de este
compuesto para H. opuntiae. Se evaluaron concen-
traciones hasta 2000 ppm de colorante, evidenciando
una disminucion de la capacidad de remocién propor-
cional al aumento en la concentracién del colorante
(77,5 hasta 24,7 %) (figura 3). Aunque no se encontrd
una relacién directa entre la produccién de biomasa
y la decoloracién, concentraciones mas altas del co-
lorante afectaron también la produccién de biomasa,
aunque sin alcanzar a inhibir por completo el cre-
cimiento de la levadura. La presencia del colorante
es detectada por H. opuntinae como una condicién
de estrés y una mayor concentracién puede afectar
procesos celulares no relacionados con la viabilidad
celular. Algunos estudios sugieren que un aumento en
la concentracién del colorante conlleva a un aumento
en la cantidad de tiempo requerido para la remocién
del colorante y, por lo tanto, disminuye el potencial
de eliminacién de color (Surwase et al., 2013).

Una vez comprobada la capacidad de remocién de H.
opuntinae y su tolerancia a altas concentraciones de
colorante, se llevé a cabo un ensayo de decoloracion
en aguas residuales de un efluente textil en el que se
evidencié disminucién en el porcentaje de remocién
(figura 4A). Las aguas residuales pueden contener
sales, metales y otros compuestos para mejorar la
adherencia del colorante a las fibras; sin embargo,
estos compuestos no son biodegradables y pueden ser
téxicos para el microorganismo (Imran et al., 2014).
Cationes como Nat, K+, Cu?T y Ca?* son los iones
mas comunes en aguas residuales textiles y la presen-
cia estos iones conduce a una alta fuerza idnica, lo
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que puede afectar significativamente el rendimiento
de procesos de remocion como el de biosorcién, debi-
litando la atraccién electrostatica entre la biomasa y
el colorante (Yu et al., 2009). Los resultados de este
ensayo muestran porcentajes de remocién mas bajos
que otros estudios, lo que pudiera estar relacionado
con diferentes condiciones operacionales, puesto que,
Sinha et al. (2018) reportaron remocién de colorante
del 65% en aguas residuales con Candida sp. luego
de 96 horas de exposicién. La inmovilizacién de
las levaduras ofrece una barrera entre el efluente a
decolorar y las células, protegiéndolas de los efectos
téxicos de los compuestos presentes en las aguas
residuales, alcanzando altos porcentajes de remocién
(95 %) entre 48 y 60 horas (Kurade, et al., 2019).

De acuerdo con los espectros UV-VIS del sobrena-
dante decolorado (figura 4B), el pico de absorbancia
del colorante Azul Novasyn Luz BLR disminuye con-
siderablemente luego de 24 horas de contacto con H.
opuntiae, sin observar la aparicion de nuevos picos
asociados con la degradacion del anillo azoico. La
disminucién del pico de absorciéon del colorante sin
pigmentacién de la biomasa sugiere que el mecanismo
de decoloracién es por biodegradacién (Song, et al.,
2017). Sin embargo, se hace necesario el analisis de
los sobrenadantes con técnicas cuantitativas como
HPLC-MS y FT-IR para determinar la degradacién
del colorante.

Las principales enzimas involucradas en la biode-
gradacién de colorantes azoicos son azoreductasas
y enzimas ligninoliticas tipo lacasas y peroxidasas.
Diversos estudios han evaluado la actividad enzimé-
tica bajo diferentes condiciones, demostrando que
no existe una tunica ruta de degradacion de los co-
lorantes y resalta la importancia del aislamiento y
caracterizacion de nuevas cepas fingicas (Guo, et al.,
2019).

Como conclusién, los nichos contaminados como las
aguas residuales son una fuente importante de micro-
organismos con caracteristicas biotecnolégicas supe-
riores que contribuyen en los procesos de biorreme-
diacion, seleccionando poblaciones con la capacidad
de soportar y remover los agentes contaminantes del
medio. En este estudio se logré aislar una levadura
capaz de degradar el colorante Azul Novasyn Luz
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BLR en 24 horas, que fue identificada como H.
opuntiae. Aunque esta levadura no ha sido reportada
en la decoloracion de compuestos empleados en la
industria textil, demostré una gran capacidad de
remocién y alta tolerancia a grandes concentraciones
del colorante en medio sintético. Los resultados de
este estudio demuestran la complejidad del procesos
fisiolégicos asociados a la remocién de colorantes, que
involucran no solo la concentracién del compuesto
sino otros factores como la temperatura y el pH
del medio, ademds de otros factores presentes en las
aguas residuales que no pudieron ser identificados.
Por lo tanto, son necesarios mas estudios para iden-
tificar el mecanismo especifico de degradacion y las
enzimas involucradas en este proceso para optimizar
su desempeno en efluentes textiles.
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