ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO

FACULTAD DE CIENCIAS

ESCUELA DE CIENCIAS QUIMICAS

EVALUACION DEL PORCENTAJE DE REMOCION DE
COLORANTE NEGRO REACTIVO 5, EN AGUAS RESIDUALES
DEL CURTIDO DE PIELES, UTILIZANDO 2 HONGOS
LIGNOLITICOS.

TRABAJO DE TITULACION
TIPO: PROYECTO DE INVESTIGACION

Presentado para optar al grado académico de:

INGENIERA EN BIOTECNOLOGIA AMBIENTAL

AUTORA: JOHANNA GABRIELA MEDINA MORENO
TUTORA: DRA. JENNY MARINA MORENO MORA

Riobamba-Ecuador

2018



©2018, Johanna Gabriela Medina Moreno

Se autoriza la reproduccion total o parcial, con fines académicos por cualquier medio o
procedimiento, incluyendo la cita bibliografica de documento, siempre y cuando se reconozca el

Derecho de Autor.



ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO
FACULTAD DE CIENCIAS

ESCUELA DE CIENCIAS QUIMICAS

El tribunal de Trabajo de Titulacion certifica que: El trabajo de investigacion: EVALUACION
DEL PORCENTAJE DE REMOCION DE COLORANTE NEGRO REACTIVO 5, EN
AGUAS RESIDUALES DEL CURTIDO DE PIELES, UTILIZANDO 2 HONGOS
LIGNOLITICOS, de responsabilidad de la sefiorita Johanna Gabriela Medina Moreno,
minuciosamente revisado por los miembros del Tribunal de Trabajo de Titulacion, quedando

autorizada su presentacion.

FIRMA FECHA

Dra. Jenny Marina Moreno Mora

DIRECTOR DE TRABAJO  —eceeeeecmeceecenes

DE TITULACION

Dra. Yolanda Dolores Diaz Heredia

MIEMBRO DEL TRIBUNAL —




DECLARACION DE AUTENTICIDAD

Yo, Johanna Gabriela Medina Moreno soy responsable de las ideas, doctrinas y resultados
expuestos en este Trabajo de Titulacion y el patrimonio intelectual del Trabajo de Titulacién

pertenece a la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

Johanna Gabriela Medina Moreno



DEDICATORIA

A mis padres Pedro y Yolanda por ser el pilar fundamental en todo lo que soy, en mi educacion,
tanto académica, como de la vida, por su incondicional apoyo mantenido a través del tiempo, a
mis hermanas Carolina y Nicole, a mis tios Nicolas y Rosa, y a todas aquellas personas que me
acompafiaron en mi vida estudiantil.

Gabriela



AGRADECIMIENTO

A Diosy laVirgen Inmaculada que me han brindado fortaleza para culminar esta etapa estudiantil,
a mis padres que me motivaron durante este proceso gracias por su apoyo incondicional y
paciencia. A mis amigos, técnicos docentes de Laboratorio, docentes de la Escuela Superior
Politécnica de Chimborazo que ayudaron a la realizacion de esta investigacion

Gabriela

\



TABLA DE CONTENIDO

RESUMEN ...t Xiv
SUMMARY .o Xiv
INTRODUGCCION ..ottt bbb 1

CAPITULO |

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL .....covevieieveiecteee et 4
1.1.  Antecedentes de 1a iINVESTIACION ..........cccccviiiiieii i 4
1.2, MaArcO CONCEPLUAL ......ccviiiieiii et srestaesrenre s 6
1.2.1. BIOrreMEIACION ...c.vcuiiiiiitiiiiiesteete ettt ettt bbbt 6
1.3.  Hongos de podredumbre BIaNCa..........ccocooiiiieiiicc e 7
1.3.1.  PlEUIOLUS OSTIEALUS ......c.eitiieiiteieie ettt bttt n e 7
1.3.1.1. CIasificacion taXONOMICA. .......cciueriiueririe ittt ettt 8
1.3.2. ASPEIGIIUS NIGEE ..ottt st e b e te s e s reeraesresre s 9
1.3.2.1. CIasificacion taXONOMICA. .......cuiveirieiiieiiiii sttt 10
1.4, Colorantes tEXLIES ........cocueiiiiieie e 11
1.4.1. Clasificacion de 10S COIOTANTES. ........ccociiiiiiiiirieiee e 11
1.4.2. Estructura quimica de Un COlOrante.........ccccceviiiiiieie e e 12
1.4.2.1. GrUPO CrOMOFOF0. ...ttt bbbttt 12
1.4.2.2. GIUPO QUXOCTOMO ....veiutiiieneeatesseestesseessesteeseesbessee e sbees e sbeebeebesbe e s e sbeaseenbeabeenesreennenneans 13
1.4.3. Colorante Negro reaCIVO 5........ccooveiiiiiiiie e 13
1.5. Impacto ambiental de 10s colorantes teXtiles ..........ccoovvevevvriieie v 14
1.5.1. Mecanismos para la remocion de Colorantes. ...........ccoovveveieiiieiiciesie e 15
1.5.1.1. Tratamient0S NZIMALICOS. .......cuiueiriiirieeiiee ettt 15
1.5.1.2. REACIOIES @NAEIODIOS ........eivieireeeieeiieieee sttt 15
1.5.1.3. Procesos de oXidacCion QVanZada ...........c.ceoveuerieiirieiirieisieesiee et 15
1.5.1.4. TECNICAS ElECLrOQUIMICAS ....veveeeeereeiieieeie et 15
1.5.2.  Mecanismos bioldgicos para la remocion y degradacion de colorantes...................... 16

VI



1.6, CUrtidO de PIEIES.....c.eiiiieiee e re s 17
1.7.  Aguas residuales en la industria de la curtiembre .........c..ccoocoviiiie e, 18

1.7.1. COMPOSICION GENETAL ........iuiiiiiiiiiiiieieie bbb e 19

CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO EXPERIMENTAL ....coovvivevieeieeeeeeereeeeeesenisneas 24
2.1, HIpOteSIS Y VAriabIES.......cooviiiiiiiee e 24
2.0 HIPOLESIS ..ttt bbbt ettt 24
2.1.2. VATTADIES ... e 24
2.1.2.1. Variable dependiente........ccccoiiiiiiiie et re s 24
2.1.2.2. Variables iNAEPENGIENTES .......c.iiiiieieiece et s be et be e e e 24
2.2.  Tipoy Disefio de INVESTIGACION.........ccoviieiiiieie et re e 24
2.3.  DiSefio eXPeriMENTal........ccceoiiiiiiiiie et 25
2.4, UNIdad de @NALISIS.........ceiiiiiiiieieie e 25
2.5, PoDIACiON de eSTUAIO.......cciuiiiiiieie e 25
2.6. Tamafio de 12 MUESTIA. ........coiiiieiii et 25
2.7.  SelecCiOn de 12 MUESTIA .......cccoiiiiiieiei e 25
2.8.  Técnicas de recoleccion de datos...........coeireirieiriisenee e 26
2.8.1. Localizacion y descripCion del TUQAr .........ccccoveiiiiiiciiiiccccee e 26
2.8.2. IMIUBSIIEO ...ttt r et 26
2.8.3. Caracterizacion de parametros fisico-quimicos y microbiol6gicos. .........ccccccevvevennene. 27
2.9.  Microorganismo de estudio Pleurotus 0Streatus ..........cccccecvvevieieieeneseceesiese e, 28
2.9.1. Desarrollo del protocolo de inmovilizaCion ..o, 28
2.9.2. Seleccion del método o protocolo de inmovilizacién para la biomasa fungica........... 28

2.9.3. Inmovilizacién utilizando discos de agar con hongo crecido en soporte vegetal Luffa

(03 [T 0o [ o= OO S PSSP TP P T PTPPPO 28

2.9.4. Biomasa del hongo Pleurotus ostreatus utilizando como soporte vegetal Luffa

(03 [T 0o [ o= OO S PRSP P R U PP PRPPPI 29
2.9.5. Masificacion de Pleurotus ostreatus utilizando como soporte el trigo..........c.ccceu..... 29
2.9.6. Biomasa del hongo Pleurotus ostreatus utilizando como soporte el trigo ................. 30

Vil



2.10. Microorganismo de estudio Aspergillus NIger.........cccovveveieiie v 30

2.10.1. Obtencion del Aspergillus niger a partir de varios SUsStratos.........ccccccevvevveiervernennnnn, 30
2.10.2. Aislamiento del hongo ASpPergillus NIgEr..........ccoviiiiiiiiie e 30
2.10.3. Purificacion del hongo Aspergillus NIger.........cocoiiiiiiiiiiie e 31
2.10.4. Desarrollo del protocolo de masifiCacion ..o 31
2.10.5. Seleccion del método o protocolo de masificacion de la biomasa fungica.................. 31
2.10.6. Método para cuantificar esporas del hongo Aspergillus niger ........................... 31
2.10.6.1. Preparacion de la solucion Tween 80 al 0,1%0.........ccccvveerenivensesiese e 30
2.10.6.2. Conteo de las esporas en camara de Neubauer improved................cccvveene.n. 31
2.10.7. Identificacion y mantenimiento del hongo Aspergillus Niger...........ccoceovvvireiirienee. 33
2.10.7.1.1dentificacion del hongo ASperdillus NIGEr ... 33
2.10.7.2.Mantenimiento del hongo ASPergillus NIGET ..........ccviiiiiiiiieieeee e 33
2.11.  Inoculacion del agua residual................cooiniiiiiii e 33
2.12. Caracterizacion del colorante negro reactivo 5 (CNRDS).........cccevivniiiiiincincie, 34
2.12.1. Curva de CaliDIaCiON ...........cooviiiiiiieie i 35
2.13. Determinacion de la concentracion minima inhibidora (CMI)..........ccccccoevvveienenn, 35
2.14. Control de crecimiento MiCrobian0.............ocoiiiiiiiiii i, 35

CAPITULO 11l

3. MARCO DE RESULTADOS. ... .ottt et 37
3.1. Resultados, analisis Y diSCUSION. .........ccoiiiiiiiciccce e 37
3.1.1. Caracterizacion de parametros fisico-quimicos y microbiolégicos. ............cccccevenenie. 37
3.1.2. ldentificacidn macroscopica y MiCrOSCOPICA.........cecvveieeeeieie et 38
3.1.2. 1. PIEUIOLUS OSEFEALUS. ... e.veieeesieiietietesie sttt ettt sttt b et st sne e enes 38
3.1.2.2. ASPEIGIIUS NIGET ..ttt sreeraesresre s 40
3.2.  Biomasa de PIeUrOtUS OSLIEALUS .........cccveverieiieieiteeie e eieeeste et sae e ee e s e e nee s 41
3.2.1. Determinacion de peso NUMEAO........cccuveiiiiiiriie e 41
3.2.2. Determinacion 08 PESO SECO.....cuiuerirueririeesieeaieieteseetesesteseese st et sbes s e b e s et e anens 42
3.3, CONTEO TE BSPOF@S. ....eiueiieiesieiieieeieste sttt sttt bbbttt sttt b 44
3.3.1. Preparacion del inoculo de Aspergillus NIger..........cccovireiiniiiiiiceeseesee e 44

IX



3.4. Preparacion del bafio de eflUeNTE...........coooviiiiii i 45

3.5.  Cinéticas de remocién de colorantes textiles por tratamientos biol6gicos.............. 45
3.6.  Evaluacion del porcentaje de decoloracion............coocovviiieiiieineineiseesee e 46
3.6. 1.. Eficiencia del colorante negro reactivo 5............oooiiiiiiiiii e 48
3.6.2. Control crecimiento MiCrobian0. ... .........ooiiiiiiiiiiii 59
CONCLUSIONES. . ... e e 60
RECOMENDACIONES. ... e e et 62
BIBLIOGRAFIA

ANEXOS



INDICE DE TABLAS

Tabla 1-1: Taxonomia de Pleurotus 0Streatus. ..............coevveuinininiiiiiieeeee e 8
Tabla 2-1: Taxonomia de ASPergillus NIger...... ..o 10

Tabla 3-1: Microorganismos utilizados en el tratamiento de colorantes y su mecanismo de accion

Para 1a deCOlOTACION. . ... vttt ettt e e et e e e et aaaas 17
Tabla 4-1: Caracteristicas de los efluentes de curtiembre................coooiiiiiiiiiiiiiiinn 19
Tabla 1-2: Disefio eXPerimental...........ouiriniitiit et e 24
Tabla 2-2: Analisis fisico quimicos y MiCrobiolOgicos. ...........covviviriririiiiiiiiieieaeaa, 26
Tabla 3-2: Elaboracion del Caldo Papa y DeXtroSa............ooueuiurieiriiiiiiiiiiiaiie e, 30

Tabla 1-3: Caracterizacion fisico- quimica y microbiolédgica del agua residual dilucion 1-100

87770 T 36
Tabla 2-3: Caracteristicas macroscépicas de Pleurotus ostreatus.................ccoeeveienennn.n. 37
Tabla 3-3: Caracteristicas microscéopicas de Pleurotus ostreatus................cccooeevivinininnnn. 38
Tabla 4-3: Caracteristicas macroscopicas de Aspergillus niger...............coooiiiiiiiiiiininnn. 39
Tabla 5-3: Caracteristicas microscépicas de Aspergillusniger................ooooiiiiiiiin, 39
Tabla 6-3: Resultados de la biomasa inmovilizada utilizando el tratamiento PL.................. 42
Tabla 7-3: Resultad0os CONEO 0e €SPOTaS. .......uveeirir ettt et eaeneaaaas 43
Tabla 8-3: Resultados porcentaje de remocion del colorante NR5...............coooiiiiinn, 46
Tabla 9-3: Pruebas t muestras relacionadas. .............coooiiiiiiiiiii e 48
Tabla 10-3: Estadisticos de muestras relacionadas. ..............cooeuviiiiiiiiiiiriiiiiieans 49
Tabla 11-3: Correlaciones de muestras relacionadas. ..............covevviiiiiiiiiiiiiiiineennn 49
Tabla 12-3: Diferencias relacionadas respecto a [0S dias.............cccoeiviiiiiiiiiinniinn. 51
Tabla 13-3: Control crecimiento microbian0...........cooevviiiiii e, 59

Xl



INDICE DE FIGURAS

Figura 1-1: Macroscopica PIeurotus OStreatUus.............c.oviuiniriniiiiiiee e, 8
Figura 2-1: Microsclpica Pleurotus OStreatus. ...........ooviniiriniieii i e, 9
Figura 3-1: Macroscopica ASpergillus NIger. ... .....ooviiiir i 9
Figura 4-1: Microscépica de Aspergillus Niger. ... ... ..o e, 10
Figura 5-1: Grupos CromOfOr0S. ... ...uu ettt et e eeeeans 12
Figura 6-1: Grup0S @UXOCIOIMOS. ... .. uuint ettt et et et eneter ettt et et et ee s et ere e aseneeeneeenenans 13
Figura 7-1: Estructura quimica del colorante negro reactivo S............cooeviiiininiinanannnn. 14
Figura 8-1: Esquema proceso de produccion cueros curtidos. .......o.o.eviveerieiriiineennannnn, 21
Figura 1-3: Hongo Pleurotus ostreatus MacCroSCOPICA. .......cveieieerierresteeieiesreeteestesee e sreeseesee s 46
Figura 2-3: Hongo Pleurotus oStreatus microSCOPICA. .......uvuuuintterereretenieeeeeeenene s 46
Figura 3-3: Hongo Aspergillus niger macroscopica. ... ......o.vuvuiiiineeeiieiiiieieeiiinea e 47
Figura 4-3: Hongo Aspergillus niger microSCOPICa. ... ....ouvverereririiiiiiieieieieieneneeennenn 48
Figura 5-3: Masificacion de Aspergillus niger............cooiiiiiii e, 52
Figura 6-3: Inmovilizacion de Pleurotus ostreatus con Luffa cylindrica........................... 53

Xl



INDICE DE GRAFICOS

Gréfico 1-3: Espectro de absorcion UV/VIS para el colorante NR5...............cooeviiinnnn. 34
Graéfico 2-3: Concentracion de CNRS5 vs Tratamiento Pleurotus ostreatus.......................... 50
Gréfico 3-3: Concentracion de CNR5 vs Tratamiento Aspergillus niger ........................... 51
Gréfico 4-3: Concentracion de CNRS5 vS TIE€MPO........oviviririniiieieieeeeeeeeeeeeeeee, 52
Gréfico 5-3: Porcentaje de decoloracion vs Tratamientos aplicados............ccoevveininennn... 53
Gréfico 6-3: DBOs vs Tratamientos aplicados. ..........ovviririririiiiiieieeeeeereeeenens 55
Gréfico 7-3: DQO vs Tratamientos aplicados. ............oviviriniiiiiii i, 56
Gréfico 8-3: Oxigeno disuelto vs Tratamientos aplicados.............c.oeviviiiiiiinininiiinnn.. 57
Gréfico 9-3: Solidos totales vs Tratamientos aplicados..............ocoeviiiiiiiiriininiiiienn.. 58
Gréfico 10-3: pH vs Tratamientos aplicados. ... .....o.euiniiiiiiriii e 59

Xi



RESUMEN

Esta investigacion evaluo el porcentaje de remocion del colorante negro reactivo 5 de las aguas
residuales del Laboratorio de Curticion de Pieles de la ESPOCH utilizando 2 hongos lignoliticos.
Tratando la fuerte coloracién de los residuos de colorante negro reactivo 5 (CNR5) que imparten
a los medios de descarga llegando a suprimir los procesos fotosintéticos en los cursos de agua,
empleando los hongos de podredumbre blanca: Pleurotus ostreatus y Aspergillus niger, especies
gue se caracterizan por su capacidad de remover colorantes. Se establecieron dos tratamientos a
tres concentraciones diferentes de CNR5 de 100,150,200 ppm: P (Pleurotus ostreatus + Agua
residual), A (Aspergillus niger + Agua residual), y un control con agua residual sin inoculacion
de esporas, Pleurotus ostreatus inmovilizado en Luffa cylindrica y Aspergillus niger en solucion
de esporas; se inocularon ajustando una concentracion de 3x10%sporas/ml, realizandose cada
tratamiento por triplicado, con un total de 27 unidades experimentales; el tiempo de
experimentacion fue de 18 dias controlandose la concentracion de CNR5 a los 1,9,18 dias. Al
término de la experimentacion se midieron: demanda quimica de oxigeno (DQO), demanda
bioldgica de oxigeno (DBOs), solidos totales (ST), solidos suspendidos (SS), oxigeno disuelto
(OD). Los tratamientos P6 y A1; redujeron el colorante negro reactivo 5 en un 90,93% y 88,45%
respectivamente mostrandose que, P6 se tuvo mayor reduccion de la concentracién de CNR5. Por
lo tanto, el uso de estos hongos constituye una alternativa viable para el tratamiento de aguas
residuales del curtido de pieles, recomiendo emplear otros residuos de plantas que posean

cantidades significativas de lignina.

Palabras clave: <BIORREMEDIACION>, <MICROBIOLOGIA>, <TRATAMIENTO DE
AGUAS RESIDUALES>, <COLORANTE NR5>, <CURVA DE CALIBRACION>, <HONGO
(Aspergillus niger)>, <HONGO (Pleurotus ostreatus)>.
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ABSTRACT

This investigative work evaluated the percentage of removal of the reactive black dye 5
from the wastewater of the ESPOCH Piece Tanning Laboratory using 2 lignolite fungi.

Treating the strong coloration of the reagent black dye residues 5 (CNR5) that impart the
discharge media, eliminating the photosynthetic processes in the water courses, using the
white rot fungi: Pleurotus ostreatus y Aspergillus niger species, that are characterized by
the ability to remove dyes. Two treatments were established at three different
concentrations of CNR5 of 100,150,200 ppm: P (Pleurotus ostreatus + Waste water), A
(Aspergillus niger + Waste water), and a control with residual water without inoculation
of spores, Pleurotus ostreatus immobilized in Luffa cylindrical y Apergillus niger in
solution of spores adjusting a concentration of 3x10® spores / ml, each treatment was
made three times, total of 27 experimental units; the experimental time was 18 days and
the CNR5 concentration was controlled at 1.9.18 days. After the experiment was finished,
the following were measured: chemical oxygen demand (COD), biological oxygen
demand (BOD), total solids (SS), dissolved oxygen (DO). Treatments P6 and Al reduced
the reactive black dye 5 in 90.93% and 88.45% respectively, showing that P6 had a greater
reduction in the CNR5 concentration. Therefore, the use of these fungi is a viable
alternative for the treatment of wastewater from leather tanning, I recommend using other

plant residues that have significant amounts of lignin.

Keywords: BIOREAMEDIATION, MICROBIOLOGY, WASTEWATER
TREATMENT, COLORANT NR5, CALIBRATION CURVE, FUNGUS (Aspergillus
niger), FUNGUS (Pleurotus ostreatus).

XV



INTRODUCCION

Identificacion del problema

Uno de los problemas més severos en la industria textil es la presencia de colorantes azoicos,
muchos de estos compuestos son cancerigenos y producen un impacto sanitario y ambiental.
Durante el proceso de la curtiembre, la etapa de coloracion, ocasiona la pérdida de considerables
cantidades de colorantes. Los volimenes liberados dependen del tipo de colorante y del proceso
de aplicacion, variando desde un 2%, si se trata de un colorante bésico, a un 50% cuando se

utilizan algunos colorantes reactivos. (CEPIS Publicaciones, 1997)

El color es el principal contaminante en ser reconocido en el agua, concentraciones menores a
1ppm son altamente visibles para algunos colorantes afectando asi, la estética de los cuerpos
acuaticos Sus caracteristicas quimicas, los hacen muy resistentes a la luz, temperatura, al ataque
microbiano y por consiguiente son compuestos altamente recalcitrantes. Uno de los principales
efectos de su liberacién al ecosistema acuatico, estd asociado con la reduccion de la
concentracién del oxigeno disuelto, generando condiciones anodxicas, que pueden afectar

organismos a diferentes niveles troficos. (Fernandez, y otros, 2009).

Los procesos de curtido del Laboratorio de Curticion de Pieles de la ESPOCH descargan carga
contaminante constituida por restos de carnaza, lana, derrames de cromo, acido sulfhidrico, cal,
sal, entre otros. EI consumo de agua de este laboratorio es de 185 litros, utilizados en los
procesos de ribera, curtido y acabado. Por lo que se requiere la optimizacién del recurso hidrico,

disminuyendo derrames de cromo y aplicando tecnologias limpias. (Flores, 2015).

Por tal razén es preciso formularse la pregunta central del problema: ;Qué porcentaje de
remocion de colorante negro reactivo 5 permite el tratamiento con hongos lignoliticos Pleurotus

ostreatus y Aspergillus niger de las aguas residuales del curtido de pieles?



Justificacion

En los ultimos afios se ha incrementado la preocupacién por la preservacion del ambiente, las
actividades desarrolladas por el hombre con el fin de satisfacer las necesidades de una sociedad
consumista, generan productos de desecho que lo modifican de manera importante. En la
industria de la curtiembre se hacen tefiidos y lavados de sus materias primas desechan aguas
residuales que contienen restos de colorantes, sustancias organicas, altos niveles de DQO,
DBOs, solidos suspendidos, presencia de metales pesados. La mayoria de los colorantes

sintéticos son toxicos e incluso cancerigenos con el transcurso de los afios.

Se han desarrollado diferentes tratamientos que reduzcan los efectos adversos que causa la
contaminacién, entre ellos estan los sistemas convencionales para el tratamiento de efluentes
textileros que son bastante eficientes en la remocién de DBOs y DQO sin embrago la
decoloracion no es muy buena y los costos de estos tratamientos son bastante altos, mediante el
empleo de hongos de la podredumbre blanca Pleurotus ostreatus y Aspergillus niger, éstos
microorganismos son usados para el tratamiento de efluentes textileros debido a que producen
enzimas inespecificas asociadas con la degradacién de lignina que oxidan los diferentes

sustituyentes y los anillos aromaticos de un colorante. (Fernéndez, y otros, 2009)

Esta investigacion evaluara al hongo que presente la mayor capacidad de remocién de colorante
negro reactivo 5, como alternativa para el tratamiento de aguas residuales disminuyendo asi el
problema que se genera en la industria textil al arrojar los residuos generados sin tratamiento a
los efluentes creando efectos adversos en la biodiversidad acuatica y en los seres humanos. La
misma estd enfocada de acuerdo a las lineas de investigacion Biorremediacion aplicada al
mejoramiento de aguas y suelos, cumpliendo con el perfil profesional de la carrera de Ingenieria
en Biotecnologia Ambiental de la ESPOCH.



OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el porcentaje de remocién del colorante negro reactivo 5 de las aguas residuales del
Laboratorio de Curticion de Pieles de la ESPOCH utilizando 2 hongos lignoliticos.

Objetivos especificos

» Caracterizar fisico, quimica y microbiol6gicamente el agua residual del Laboratorio de

Curticion de Pieles de la ESPOCH, proveniente de la etapa de tinturado.

» Determinar la capacidad de degradacion de Pleurotus ostreatus y Aspergillus niger del
colorante negro reactivo 5 en aguas residuales del Laboratorio de Curticion de Pieles de la
ESPOCH a escala de laboratorio.

» Establecer las unidades experimentales con el uso del hongo con mayor capacidad de

degradacion en el agua de curtiembre.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1.  Antecedentes de la investigacion

Para los investigadores Jorge Fernandez, Lina Henao, Aura Pedroza, Balkys Quevedo; la
presencia de colorantes azoicos en aguas residuales de la industria textil es un problema
ambiental y sanitario, porque numerosos de estos compuestos son cancerigenos. Los
tratamientos biolégicos son una alternativa para la remocion de ese tipo de colorantes. Donde
evaluaron el efecto de tres hongos de podredumbre blanca, Trametes versicolor, Pleurotus
ostreatus y Phanerochaete chrysosporium sobre la decoloracion del colorante negro reactivo
5 (CNR5), ampliamente usado en la industria textil.

Se estudié la inmovilizacién de estos hongos en dos soportes, espuma de poliuretano y la
planta estropajo (L. cylindrica), para seleccionar el mejor soporte y el hongo con mayor
capacidad para la decoloracion. Ambos soportes fueron igualmente efectivos, pero se
selecciono estropajo vegetal (L. cylindrica), por ser un producto natural. EI hongo que generé
los mayores porcentajes de decoloracién en 15 dias fue Trametes versicolor, con 96%, 98% y

98% para agua con concentracion de NR5 300 ppm, 150 ppmy 75 ppm, respectivamente.

Los investigadores también mencionan que, utilizar la biomasa viable e inactiva de los hongos
lignoliticos que crecen sobre la madera ayuda significativamente a la remocidon de colorantes
textiles con este grupo de microorganismos se puede llevar a cabo como proceso activo
dependiente del metabolismo, también conocidos como bioacumulacién y reacciones de
Oxido-reduccidn asociadas con enzimas o de forma pasiva independiente del metabolismo por
medio de quelacién, quimiosorcion, complejacion y bioadsorcion. Es por esto que producir
grandes cantidades de biomasa empleando subproductos agroindustriales permite utilizarla

como bioadsorbente natural, econémico y de facil obtencion. (Gémez-Bertel, y otros, 2008).

Los tratamientos fisicos y quimicos para remover los colorantes son ineficientes o costosos y
la tendencia actual es combinarlos con microorganismos que pueden degradar estas moléculas
sintéticas los colorantes que se emplean en la industria textil, se eligen no solo por la variedad

de colores que brindan, sino por la estabilidad quimica, durante el proceso de tintura una parte
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de los colorantes es vertida a los efluentes generalmente sin ningn tratamiento previo. (Salcedo,
2009). El impacto negativo de estos colorantes esta asociado principalmente a la alteracion de
los procesos fotosintéticos del fitoplancton, afectando gravemente el equilibrio de los
ecosistemas acuiferos en los que son vertidos.

Existen diferentes clases de colorantes sintéticos y vegetales que son empleados en diferentes
industrias principalmente la textil Entre el 2 y 50% de estos colorantes forman parte de las
aguas residuales y se consideran como contaminantes persistentes que no pueden removerse
con los métodos convencionales empleados en el tratamiento de aguas. Los colorantes estan
formados por un grupo de 4tomos responsables del color denominados cromoforos, los méas

comunes son los azo (-N=N-), carbonilo (C=0), metilo (-CHs), nitro y grupos quinoides.
(Castro, y otros, 2011).

Los colorantes reactivos son sustancias de estructuras no saturadas, organicas solubles en agua
se preparan comercialmente para tener uno o dos &tomos de cloro que reaccionen con la
celulosa formando enlaces covalentes con los grupos nucleofilos de la fibra. El colorante negro
reactivo 5 se caracteriza por ser un di-azo sulfénico compuesto por un complejo croméforo-
auxocromo, constituido por el grupo azo y anillos arométicos unidos al colorante, esta

interaccion es la que determina la cantidad de luz absorbida y la intensidad del color. (Cervantes,

y otros, s.f.).

Los hongos verdaderos se agrupan en el Reino Fungi o Eumycota y son organismos eucariotas
heterdtrofos que presentan su material genético estructurado en cromosomas, digestion
extracelular y nutricién saproéfita, algunos son unicelulares pero la mayoria son pluricelulares,
de aspecto comtinmente filamentoso y con paredes celulares compuestas de quitina y f3-
glucanos, presentan ribosomas 80S y producen esporas en alguna etapa de su ciclo vital
(Salcedo, 2009). Los hongos que crecen sobre la corteza vegetal despolimerizan y mineralizan la
lignina, accediendo a los carbohidratos de la celulosa y la hemicelulosa. Esta capacidad se ha
aprovechado para desarrollar sistemas biolégicos direccionados a tratar contaminantes de alta

estabilidad, como los colorantes sintéticos textiles. (Chanaga, y otros, 2012).



1.2. Marco conceptual

1.2.1. Biorremediacion

Para (Araujo, y otros, 2016) citados en (Corton, y otros, 2006) la biorremediacion puede definirse
como la respuesta bioldgica al abuso ambiental, permite distinguir entre el uso de
microorganismos para recuperar areas contaminadas y para tratamientos de residuos tanto
solidos, liquidos o gases. El objetivo de la biorremediacion es erradicar, o reducir la
concentracion de sustancias latentemente toxicas, disipadas en suelos y/o cuerpos de agua
superficial o subterranea, empleando como parte fundamental del proceso a los

microorganismaos (Alexander, 1994).

Es un proceso que utiliza las capacidades cataliticas propias de los organismos para degradar
transformar y remover contaminantes, presenta un enorme potencial en la mitigacion de la
contaminacién ambiental. La biorremediacién se ha centrado en el aprovechamiento de la
diversidad genética y variabilidad metabdlica que es propia de las bacterias para transformar
contaminantes en productos libres de contaminantes o, en su defecto, menos tdxicos, que
pueden entonces integrarse en los ciclos biogeoquimicos. No obstante, existen casos aislados
de utilizacién de otros tipos de organismos como, por ejemplo, los hongos y, mas

recientemente, las plantas (la llamada "fitorremediacién" es un campo altamente prometedor).
(Alkorta, y otros, 2002).

Esta técnica utiliza el potencial metabdlico de los microorganismos para convertir
contaminantes organicos en compuestos poco o0 nada contaminantes, la biorremediacion puede
darse por medio de microorganismos autoctonos del area contaminada o su vez inocular cepas
0 poblaciones microbianas que posea las rutas degradativas necesarias para metabolizar el
contaminante a eliminar; el éxito de estas inoculaciones depende no solamente de factores
abidticos como el pH, temperatura, potencial de reduccion y la disponibilidad de agua y
nutrientes, sino también de factores bidticos tales como la competencia microbiana,
amensalismo, parasitismo y depredacion que pueden limitar el crecimiento y desarrollo de las

poblaciones inoculadas.



1.3. Hongos de podredumbre blanca

El empleo de hongos de pudricion blanca, como alternativa para efectuar la decoloracion de
efluentes y para la degradacion de compuestos xenobi6ticos y recalcitrantes. Se hace presente
en procesos de tratamiento y biorremediacién los hongos de pudricion blanca poseen un
sistema enzimatico extracelular de caracter no especifico, (Bermidez, y otros, 2003)capaz de
destruir enlaces diferentes y, por lo tanto, de degradar una gran diversidad de compuestos
organicos. Phanerochaete chrysosporium, Trametes versicolor y Pleurotus spp. Son los

hongos que se han identificado con mayores condiciones para ser empleados con estos fines.
(Barr, y otros, 1994).

Los hongos de pudricion blanca de la madera han mostrado gran potencial para degradar
compuestos quimicos recalcitrantes generalmente tdxicos como hidrocarburos poli-
aromaticos, explosivos, plaguicidas, tintes, entre otros. Esta propiedad se debe principalmente
a un complejo de enzimas oxidativas extracelulares que emplean naturalmente para la

degradacion de la lignina de la madera. (Cardona, y otros, 2009).

El crecimiento filamentoso que admite una colonizacion y una exploracion mas eficiente en
suelos y aguas contaminadas, Para (Kirk, y otros, 1986) citados por (Agosin, y otros, 1990).El sistema
lignolitico de estos microorganismos se desarrolla a partir del momento en que el hongo se
encuentra en metabolismo secundario; ademas estos microorganismos tienen un sustancial
conjunto de enzimas con capacidad para oxidar numerosos sustratos entre ellos una extensa

diversidad de contaminantes ambientales.

1.3.1. Pleurotus ostreatus

Es un hongo perteneciente a la clase Basidiomycete, orden Poriales y familia Lentinaceae, su
nombre deriva de su forma “ostra”, llamado también “Pleuroto en forma de concha”, “seta de
ostra” o “pleuroto ostreado” (Moreno, y otros, 2008).Este microorganismo es un hongo saprofito
y algunas veces parasito que crece principalmente sobre sustratos lignocelulésicos vivos o
muertos, pobres en nutrientes y con bajos niveles de minerales y vitaminas. Se distribuye
principalmente en zonas templadas se encuentra sobre &rboles de los géneros Aesculus, Betula,

Fagus, Juglans, Populus, etc. Este hongo crece a temperaturas de 15°C. (Taniguchi, y otros, 2005).



En los dltimos afios se ha empleado ampliamente en biorremediacion debido al sistema
lignolitico de este hongo estd compuesto por multiples enzimas capaces de oxidar, son
netamente especificas capaces de metabolizar y mineralizar hidrocarburos policiclicos
aromaticos y colorantes artificiales causantes de contaminacion ambiental en industrias

textiles entre otros. (Moreno, y otros, 2008).

1.3.1.1. Clasificacion taxonémica.

Para Pleurotus ostreatus la taxonomia es la siguiente:

Tabla 1-1: Taxonomia de Pleurotus ostreatus

Taxonomia
Reino Fungi
Filo Basidiomycota
Clase Agaricomycetes
Orden Agaricales
Familia Pleurotaceae
Género Pleurotus
Especie P. ostreatus

Fuente. Adaptado de (Kumm, 1871)
Realizado por: Gabriela Medina.2018
Macroscépicamente Pleurotus ostreatus presenta crecimiento micelial blanco algodonoso con

abundante micelio aéreo y con formacion de anillos desde el centro de la caja hacia su periferia
(Fernédndez, y otros, 2009).

Figura 1-1: Macroscopica Pleurotus ostreatus
Fuente: Gabriela Medina. 2018



Microscopicamente este hongo presenta hifas hialinas septadas delgadas con formacion de

esporas de pequefio tamafio. (Manjén, y otros, 1986).
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Figura 2-1: Microscépic}a Pleurotus 6st.r‘eatus
Fuente: Gabriela Medina. 2018

1.3.2. Aspergillus niger

De acuerdo a (Duque, 2008) citados por (Rosas, y otros, 2015), Aspergillus es un hongo filamentoso
del grupo Deuteromycetes u hongos imperfectos su aspecto microscopico es tipico y se
caracteriza por unas estructuras esporiferas o reproductoras llamadas cabezas conidiales, estas
cabezas estdn compuestas por una vesicula rodeada por una corona de fialides en forma de

botella, en cuyo extremo se forman cadenas de esporas.

Figura 3-1: Maroscc’)pica Aspergillus niger
Fuente. (Ellis, 2017)

Es una colonia con pliegues de micelio lanoso de color blanco amarillento que cambia a negro,
el reverso es blanco amarillento, la produccién de conidios se observa, por la presencia en la
superficie del micelio de puntos negros similares a la pimienta presenta conidiéforos largos y

lisos y fidlides biseriadas que cubren completamente la vesicula.



Figuré 4-1: h‘/libroscépica de Aspergilltg‘ﬁiger

Fuente. (Patifio, s.f)
Este hongo provoca un moho negro en vegetales como: la acelga la lechuga, el tomate, también
se encuentran el limén y la naranja es una de las especies mas corrientes del género Aspergillus
cultivada para la produccion de: &cido citrico, &cido gluconico enzimas: glucoamilasa,
galactosidasa, etc. Aspergillus niger crece rapidamente en una variedad de substratos
artificiales produciendo colonias que consisten de un fieltro basal blanco o amarillo cubierto
por una capa densa de conidios de color castafio oscuro a negro. Las conidioesporas de esta
especie son tipicamente 17 de 900 - 1600 um de longitud, paredes lisas y termina en las

vesiculas globosas color café palido de 40 - 60 um de diametro.

1.3.2.1. Clasificacion taxonémica.

Para Aspergillus niger su taxonomia es la siguiente.

Tabla 2-1: Taxonomia de Aspergillus niger

Taxonomia
Subdivisién Deuteromycotina
Clase Deuteromycete
Orden Moniliales
Familia Moniliacea
Género Aspergillus
Especie Niger

Fuente. (Rico, 2017)

Realizado por: Gabriela Medina. 2018

En su libro (Garcia, y otros, 1993), mencionan que; la cantidad de &cido citrico esta en relacion
inversa con el crecimiento celular, al inicio de la fermentacién, sin embargo; se requiere un
balance apropiado de nutrientes que permita la propagacion adecuada del micelio. Los factores
nutricionales mas importantes para una produccion exitosa son: la concentracion, tipo de
carbohidratos y el contenido de metales. Los carbohidratos deben ser simples y de fécil

transportacion a través de la membrana, gracias a la presencia de invertasas extracelulares
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asociadas a la membrana como las hidrolasas, estas hidrolasas desdoblan la sacarosa a hexosas

y son sumamente activas a las condiciones de fermentacion.

1.4. Colorantes textiles

Los colorantes son sustancias que penetran y permanecen coloreando uniformemente una tela,
y que pueden usarse para producir un alto grado de coloracion cuando se dispersan en otros
materiales o se hacen reaccionar con los mismos por medio de un proceso que destruye la
estructura cristalina de la sustancia. La caracteristica de las moléculas de un colorante es que,

absorben fuertemente una radiacién en la region visible del espectro de luz. (Garcia, 2007).

1.4.1. Clasificacion de los colorantes

Los colorantes se categorizan de acuerdo al indice de color (Color Index), y a su método de

aplicacién.

e Colorantes directos

e  Colorantes reactivos

e  Colorantes sulfurosos

e  Colorantes dispersos

e Colorantes béasicos o catiénicos
e Colorantes a la tinta

e  Colorantes acidos

Colorantes reactivos: pertenecen a los colorantes nuevos que forman enlaces covalentes con
las fibras que poseen los grupos aromaticos oxhidrilo o amino. Este tipo de colorante reactivo
contiene moléculas de cloro que reaccionan con los grupos oxhidrilo de la celulosa de los
vegetales cuando se aplica un alcali. Establece un enlace de éter entre el colorante vy la fibra.
Otro tipo de colorante reactivo utiliza grupos vinilo activados, que reaccionan con un oxhidrilo
celuldsico en presencia de una base. Los colorantes reactivos exhiben firmeza al lavado, puesto
que el colorante se adhiere de tal manera que pasa a formar parte de la fibra. Las otras
propiedades dependen de la estructura de los grupos colorantes de la moléculay de los métodos

usados para enlazarlos a la parte reactiva del colorante. (Garcia, 2007).
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1.4.2. Estructura quimica de un colorante

Los cuerpos son coloreados a través de moléculas activas llamadas croméforos, cuya
caracteristica principal es darle el color, transformando al hidrocarburo incoloro en
cromogeno, conocido como generador del color. Pero este cromdgeno no es un colorante hasta

gue se introduce en la molécula de otro grupo de atomos llamado auxdcromos. (PASTI-
GRIGSBY, y otros, 1992)

1.4.2.1. Grupo cromoforo

Algunos grupos de atomos que presentan uno o mas enlaces insaturados y que su presencia es
la responsable de generar color al compuesto se los denomina croméforos. Son todos aquellos
compuestos que tienen electrones resonando a determinada frecuencia y por eso absorben luz

y al unirse refuerzan la absorcion de radiacién, proviene del griego:
Cromo = color Foro = llevar

Que significa llevar el color, los cromoforos son grupos que contienen uno o varios dobles

enlaces, los grupos mas importantes se muestran en la siguiente figura 5-1.

PRINCIPALES GRUPOS CROMOFOROS
— N‘: N— Azo ]
.37 72N
~C=8 Tiocarbonilo ” ”
//O

—N \O L Nitro \“
—N=0O Nitroso Paraquinona
=C=C_ Etilénico
~
~C=0 Carbinol AN =
=8 = Azometino | )

I etin

H Disulfuro %
—S=9S— Ortoquinona

Figura 5-1: Grupos croméforos
Fuente: (Pefiafiel, 2011)
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1.4.2.2. Grupo auxocromo

Son los responsables de la fijacion al sustrato a tefiir, capaces de fijar la molécula del colorante

y en algunos casos intensificar la labor de los croméforos. Se derivan del griego:
Auxo = aumentar Cromos = color

Esto significa aumentar el color, al reaccionar cambian las moléculas, originando propiedades

tintéreas, los grupos auxécromos mas importantes son:

GRUPOS AUXOCROMOS
— OH Hidroxilo
— NH: Amino
— COOH Carboxilo
o
- N Amino monosustituido
~H
R
— Nf Amino disustituido
ke
e, 2 ) Acido (r = radical de acido graso)
SO:H Sulfonico
- SR Sutfuro

Figura 6-1: Grupos auxocromos
Fuente: (Pefafiel, 2011)

Se denomina asi a aquellos grupos de atomos con carga positiva, que tienen la propiedad de

intensificar la accion de un grupo croméforo dentro de la misma molécula de una sustancia.

- El grupo croméforo otorga color y el auxocromo lo intensifica.

- El grupo auxocromo solo no genera color.

El grupo auxocromo esta compuesto por atomos o radicales libres con carga positiva que
desplaza los picos de absorcion de luz de los grupos insaturados (croméforos) hacia longitudes

de onda larga ademas de aumentar sus intensidades.

1.4.3. Colorante negro reactivo 5

Son moderadamente reactivos generalmente se aplica utilizando una mezcla de carbonato de
sodio y sosa caustica, este colorante muestra excelentes propiedades de fijacion bajo condicion
alcalina adecuada; son considerados de los mejores colorantes el colorante se fija por medio

de una reaccién quimica a la fibra mediante enlaces covalentes. Para que se pueda aplicar se
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necesita que tanto la fibra como el colorante tenga grupos reactivos para establecer el enlace;
no son Utiles con fibras sintéticas, ya que estas normalmente no tienen centros reactivos. El
(CNRD5) es utilizado comUnmente en la industria textil y presenta un nivel de contaminacion
ambiental alto debido a que més del 15% de su contenido se descarga a las aguas residuales
sin previo tratamiento, ademas de ser altamente toxico. Cuya formula molecular es: (C2sH2sNs
O19S 6.4 Na) y de nombre quimico (4-amino-5-hidroxi-3,6-bis [[4-[[2-(sulfonatooxi) etil]
sulfonil] fenil] azo] naftaleno-2,7-disulfonato de tetrasodio).

La estructura quimica se describe en la Figura 7-1.

Na*
Na O o)
0 ~
Osg./~(’ } “
. 3 1 A7 N
e NO- ‘)\ % ) :\3 =~
=N T v M) 0
) L~ ~8x Na
QO n =
NI NS - 5
r-'s\" ,..S¢ ~N
Yo g o i n

Figura 7-1: Estructura quimica del colorante negro reactivo 5
Fuente. (Vallejos, 2013)

1.5. Impacto ambiental de los colorantes textiles

La investigacion sobre los colorantes textiles preocupa debido a la contaminacion que se
observa en las aguas residuales, provocando disminucion de la transparencia, oxigeno disuelto,
dificultando la accién fotosintética de las plantas. Este tipo de contaminacién provocada por
colorantes muchas de las veces no lo consideran como parte de la problematica de las aguas
residuales a pesar de los dafios que provoca, esta asociado con la presencia de compuestos
toxicos y grupos cromadforos o polimeros de alto peso molecular como la lignina. Durante el
tratamiento de un residuo coloreado se debe prestar atencion a la reduccién o eliminacion del
color, contribuyendo de esta forma a reducir el impacto sobre los ecosistemas donde son

vertidos. (Bermidez, y otros, 2003).

En el proceso de tefiido se generan alrededor de 200 litros de efluentes con colorantes,
alrededor del 30% de estos compuestos se pierden debido a las ineficiencias del proceso de
teflido y son descargados. El uso de una amplia variedad de colorantes quimicos da origen en
cortos ciclos de tiempo a, efluentes considerablemente modificados en su composicion, que

requieren de un tratamiento de agua. (Coronel, y otros, s.f.)
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1.5.1. Mecanismos para la remocion de colorantes.

La industria textil mundialmente descarga 280.000 toneladas de colorantes en efluentes
textiles, se determinan tratamientos; primarios, secundarios o terciaros para la remocion y
eliminacion de materia organica, color y sélidos no eliminados, para la remocidn de colorantes
en aguas residuales, debido a su complejidad para ser eliminados se emplean métodos
bioldgicos o fisicoquimicos convencionales, en donde se recurre a la biotecnologia mediante

tecnologias innovadoras.

1511 Tratamientos enzimaticos. - bacterias y hongos son capaces de degradar
compuestos recalcitrantes, asi como los colorantes reactivos por accion enzimatica, empelando
la lacasa una enzima proveniente de Ascomycetes Myceliophtora Thermophila con la cual se
obtiene buenos resultados con la precipitacion del colorante mediante los grupos fendlicos del
colorante todas las fuentes de nitrégeno suplementarias son inhibitorias para la actividad de
lacasa y la decoloracién del colorante. Son evidentes la adsorcion insignificante del colorante
en los micelios fungicos y la biodegradacion catalizada por lacasa es la principal via de

decoloracion. (Asgher, y otros, 2008).

1.5.1.2. Reactores anaerobios. — se usa en los colorantes azoicos donde se emplean
microorganismos como las bacterias metanogénicas, estas poseen grupos funcionales de
aminas aromaticas las cuales se emplean para los biorreactores combinados (anaerobios-

aerobios) para el tratamiento de aguas residuales. (Der Zee, y otros, 2005).

1.5.1.3. Procesos de oxidacion avanzada. — utiliza los radicales -OH incluyen también
a las reacciones Fenton y fotocatalisis heterogénea, pero su principal desventaja hace
referencia a su elevado costo y consumo de energia, por lo que las industrias lo descartan

buscando opciones menos costosas y amigables con el ambiente. (Haemmerli, y otros, 1986).

1.5.1.4. Técnicas electroquimicas. — son alternativas limpias operan en condiciones
ambientales, la descomposicion de los compuestos organicos se da por oxidacion, entre sus
ventajas esta que no requiere de la adicién de productos quimicos los cuales no generan

residuos. (Crespi, y otros, s.f.).
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1.5.2. Mecanismos biolégicos para la remocion y degradacion de colorantes.

Los microorganismos tienen la capacidad de degradar colorantes dentro de los cuédles se
encuentran bacterias como Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Pseudomonas mendocina,
Bacillus subtilis, Streptomyces sp, Shewanella decolorationis, asi también los hongos de las
especies Funalia trogii, Aspergillus niger, Phanerochaete chrysosporium, Pleurotus
ostreatus, Trametes versicolor, entre otros. Para los autores (Cortazar, y otros, 2012), los
microorganismos usan mecanismos como la bioabsorcion, la biodegradacién (aerobia o
anaerobia) y métodos enzimaticos. Para la decoloracion los reactores pueden contener cultivos
mixtos, organismos aislados o enzimas aisladas algunas especies de hongos y bacterias son
utilizadas en el tratamiento bioldgico de colorantes. Estos organismos presentan diferentes

mecanismos de accion frente a los colorantes.

Los mecanismos bioldgicos para el tratamiento de efluentes de la industria textil, se basan en
el uso de microorganismos vivos 0 sus metabolitos producidos por fermentacion sélida o
liquida de material generalmente, lignoceluldsico. Los hongos, son capaces de llevar a cabo
reacciones de oxidacion de los colorantes; poseen una bateria enziméatica que tiene la
capacidad de romper la lignina del material lignocelulésico, y debido a la estructura de la
lignina que es similar a las de muchos colorantes, este fenémeno ha sido explotado para ser

usado en el tratamiento de aguas residuales con alta carga de colorantes. (Macias, 2017).

Aspergillus niger es una alternativa prometedora para complementar los mecanismos actuales
en procesos de eliminacién del colorantes de las aguas residuales, el sistema trabaja a partir de
solucion acuosa mediante biosorcidn en hongos muertos, Aspergillus niger con pretratamiento
de NaHCO:s es eficaz en la capacidad de biosorcion; los estudios se realizan evaluando el pH,
cinética e isoterma en lote para evaluar la capacidad de biosorcion de la biomasa fungica en

una solucion acuosa. (FU, y otros, 2002).

Para (Martinez, y otros, 2015).Los métodos bioldgicos se consideran como: efectivos, especificos
y menos nocivos al ambiente los procesos bioldgicos son més econémicos, bajo diferentes
condiciones de concentracion de oxigeno como los procesos anaerobios, aerobios y la
combinacion de estos, pueden degradar ciertos colorantes (procesos bioldgicos

convencionales). Asimismo, recientemente se ha dado importancia a la investigacion sobre
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cierto tipo de procesos biolégicos no- convencionales como son el uso de hongos del tipo de
los Basidiomicetos y de las enzimas del tipo de las peroxidasas extraidas de ciertos productos
naturales. (Mijaylova, y otros, 2013) En la Tabla 3-1 se muestran ejemplos de algunos
microorganismos utilizados en el tratamiento bioldgico de colorantes, asi como su mecanismo

de accidn (Kuhad, y otros, 2004).

Tabla 3-1: Microorganismos utilizados en el tratamiento de colorantes y su mecanismo de
accion para la decoloracion.

Especie Mecanismo
Aspergillus niger Adsorcion -biodegradacion
Pleurotus ostreatus Peroxidasa

Fuente. Adaptado de (Kuhad, y otros, 2004)
Realizado por: Gabriela Medina. 2018

1.6. Curtido de pieles

Es el proceso de convertir la piel putrescible en cuero imputrescible después de ser sacrificados
los animales, sus cueros son tratados con sal en el lado de la carne evitando la descomposicion
y ataques bacterianos para poder conservarlos el mayor tiempo posible y asi su posterior uso
para la obtencién del cuero, las pieles son almacenadas en el saladero hasta procesarlos en las

siguientes etapas.
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1.7.  Aguas residuales en la industria de la curtiembre

Agua residual se considera a aquella que ha sufrido una alteracién en sus caracteristicas fisicas,
guimicas o biolégicas por la introduccién de contaminantes como residuos sélidos, biol6gicos,
guimicos, municipales, industriales, agricolas etc., afectando asi los ecosistemas acuaticos y

Su entorno (Novotny, y otros, 2001).

En un informe publicado por Greenpeace basado en un estudio de la UNEP (programa del
cuidado del medio ambiente de las Naciones Unidas) habla de las curtiembres como un
ejemplo de industrias con alto potencial de impacto ambiental y seguridad laboral. Esto es
consecuencia principalmente del uso de compuestos quimicos para el curtido, solventes,

pigmentos, etc. que suelen ser toxicos y persistentes, afectando la salud humana y el medio
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ambiente; los impactos incluyen efectos no solamente sobre las aguas donde se descargan los
efluentes, sino también el suelo, agua subterranea, los sitios de disposicion de los lodos de
tratamiento y residuos solidos, la calidad del aire y la salud humana (UNEP, 1991).

Las aguas residuales en la industria de curtiembre, se caracterizan por presentar elevadas
concentraciones de contaminacion organica y toxica asociada al cromo, cloruros y sulfatos
provenientes del proceso, lo que implica una problematica que vincula un &mbito ambiental,
higiénico y social. Los procesos de transformacion en la industria de curtiembres se desarrollan
mediante etapas discontinuas, en grandes tambores rotatorios denominados fulones. En cada
una de las etapas se requiere aditivos quimicos y elevados volimenes de agua (30-60 m?/ton
piel). Como resultado, ademas del cuero, se genera una importante carga contaminante. Estos
contaminantes consisten en residuos soélidos, liquidos y gaseosos, siendo el de mayor
preocupacion el liquido, por su elevada carga orgéanica y toxica (Garcia, 2016).

1.7.1. Composicion general

La composicion de las aguas residuales puede variar mucho de una curtiembre a otra debido
al proceso que se use Tabla4.1; sin embargo, se observa elementos comunes como los altos
contenidos de materia en suspensién, proteinas, componentes oxidables, productos quimicos
y sustancias toxicas ademas del color obscuro y olor desagradable. Cabe destacar que los
procesos de ribera son responsables del 80% de la carga contaminante total expresada en
términos de DBOs debido esencialmente a la presencia de proteinas y sus productos de
degradacion, y del 60% de los sélidos suspendidos; la presencia de sulfuro en el pelambre y
de cromo en la curticién dan una especial toxicidad a las descargas, por lo que deben ser

atendidos con especial cuidado (Esparza, y otros, 2001).
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Tabla4-1: Caracteristicas de los efluentes de curtiembre.

Parametro Tipo de curtido
Curtido Vegetal Curtido al Cromo
(mg/mL) (mg/mL)
DBOs 1000 900
DQO 3000 2500
Sulfuro 160 160
Sulfato 2000 2000
Cloruro 2500 2500
Nitrogeno total 120 120
Aceites y grasas 200 200
Fosforo 1 1
Cromo (Cr®) - 70
Solidos Totales 10000 10000
Soélidos Suspendidos 1500 2500
Ceniza total 6000 6000
Ceniza en solidos 500 1000
suspendidos
Sélidos sedimentables (2h) 50 100
pH 9 9

Fuente. Adaptado de (Esparza, y otros, 2001)

Realizado por: Gabriela Medina. 2018

- pH

El valor del pH se puede medir de forma precisa mediante un potenciémetro, también conocido
como pH-metro, también empleando indicadores, acidos o bases débiles que presentan

diferente color segun el pH. El papel indicador, que se trata de papel impregnado de una

mezcla de indicadores cualitativos para la determinacién del pH. (Gonzélez, 2011).

- Temperatura

La temperatura del agua residual suele ser siempre mas elevada que la del agua de suministro,

hecho principalmente debido a la incorporacion del agua caliente procedente de la industria.

(CIDTA, s.f).
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- Solidos totales

Analiticamente, se define el contenido de sélidos totales como la materia que se obtiene como
residuo después de someter al agua a un proceso de evaporacion a entre 103 y 105°C Para la

determinacion de sélidos totales se emplea la siguiente férmula: (Torres, 2012).

_ (Masa del plato de evaporacion—residuo.g.masa del plato de evaporaciéon)x 1000g

ST

Volumen de la muestra

- Sélidos disueltos

Contaminante secundario por la Agencia de Proteccion Ambiental de los EU (USEPA) y se
sugiere un maximo de 500 mg/L en agua potable. Este estandar secundario se establece porque
TDS elevado proporciona al agua una apariencia turbia y disminuye el sabor en ésta. (Bauder, y

otros, s.f.).

- Color

Este término se refiere a la edad del agua residual, que puede ser determinada cualitativamente
en funcién de su color y su olor. El agua residual reciente suele tener un color grisaceo. Sin
embargo, al aumentar el tiempo de transporte en las redes de alcantarillado y al desarrollarse
condiciones mas préximas a las anaerobias, el color del agua residual cambia gradualmente de

gris a gris oscuro, para finalmente adquirir color negro. (Garcia, 2001).

- Olor

En su forma pura, el agua no produce sensaciones olfativas. El olor en el agua puede utilizarse
de manera subjetiva para describir cualitativamente su calidad, estado, procedencia o
contenido. Esta propiedad tiene un amplio espectro de posibilidades, para propdésitos de
calidad de aguas existen ciertos aromas caracteristicos que tipifican algunas fuentes u origenes,

mas 0 menos bien definidos. (GESTA AGUA , s.f).
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- Conductividad

Es la capacidad del agua para conducir la corriente eléctrica, mide la cantidad de iones en
solucion (fundamentalmente cloruro, nitrato, sulfato, fosfato, sodio, magnesio y calcio, la
conductividad sera determinada mediante la utilizacion de un conductimetro electrénico, el
gue genera una diferencia de voltaje entre dos electrodos sumergidos en agua. La caida en el
voltaje debida a la resistencia del agua es utilizada para calcular la conductividad por

centimetro. (Goyenola, 2007).

- Turbiedad

La turbiedad, como medida de las propiedades de transmision de la luz de un agua, es otro
parametro que se emplea para indicar la calidad de las aguas vertidas o de las aguas naturales
en relacion con la materia coloidal y residual en suspension. La medicion de la turbiedad se
lleva a cabo mediante la comparacion entre la intensidad de la luz dispersada en la muestra y la

intensidad registrada en una suspension de referencia en las mismas condiciones (CIDTA, s.f.).

Demanda quimica de oxigeno

El ensayo de la DQO se emplea para medir el contenido de materia organica tanto de las aguas
naturales como de las residuales. En el ensayo, se emplea un agente quimico fuertemente
oxidante en medio &cido para la determinacion del equivalente de oxigeno de la materia

organica que puede oxidarse. (CIDTA, s.f.).

Demanda bioquimica de oxigeno

El pardmetro de contaminacion orgénica mas ampliamente empleado, aplicable tanto a aguas
residuales como aguas superficiales, es la DBO a 5 dias (DBO5). (Hach Method 8000). La
oxidacion bioquimica es un proceso lento, cuya duracion es, en teoria, infinita en un periodo
de 20 dias se completa la oxidacion del 95 a 99 por 100 de la materia carbonosa, y en los 5

dias que dura el ensayo de la DBO se llega a oxidar entre el 60 y el 70 por 100. Se asume la
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temperatura de 200C como un valor medio representativo de temperatura que se da en los
cursos de agua que circulan a baja velocidad en climas suaves, y es facilmente duplicada en

una incubadora. (CIDTA, s.f.).
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO EXPERIMENTAL

2.1. Hipdtesis y variables

2.1.1. Hipotesis

Existe diferencia significativa en las concentraciones de colorante negro reactivo 5 por efecto

de los tratamientos con Pleurotus ostreatus y los tratamientos con Aspergillus niger

2.1.2. Variables

2.1.2.1. Variable dependiente

Concentracion de colorante negro reactivo 5

2.1.2.2. Variables independientes

Hongos (Pleurotus ostreatus y Aspergillus niger)

2.2.  Tipoy Disefio de Investigacion

La presente investigacion es de tipo experimental-correlacional, donde se analiza el
comportamiento de las variables para evaluar el porcentaje de remocion del colorante negro

reactivo 5 conociendo asi el grado de relacion que existe entre los dos hongos lignoliticos.
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2.3.  Disefio experimental

Tabla 1-2: Disefio experimental

UNIDADES HONGOS TRATAMIENTOS DOSIS-
EXPERIMENTALES CONCETRACION
UE 1 Tratamiento de Tc 100 ppm
control
UE 2 Pleurotus Tp 150 ppm
ostreatus (P)
UE3 Aspergillus niger Ta 200ppm
(A)

Realizado por: Gabriela Medina. 2018

2.4, Unidad de analisis

La unidad experimental fue de un envase de 1500 ml de agua residual, con un total de 27

unidades experimentales.

2.5. Poblacion de estudio

Agua residual del Laboratorio de Curticion de Pieles de la ESPOCH.

2.6. Tamafio de la muestra

Tres unidades experimentales con tres repeticiones por cada concentracion de 100, 150,200 ppm

de CNR en 1,5 | cada una, dando un volumen total de 40,5 | de agua residual.

2.7. Seleccion de la muestra

El agua residual utilizada en la investigacion se tomé de acuerdo al proceso de curtido del
Laboratorio de Curticion de Pieles de la ESPOCH.
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2.8. Técnicas de recoleccion de datos

2.8.1. Localizacion del lugar

El Laboratorio de Curticion de Pieles pertenece a la Facultad de Ciencias Pecuarias de la Escuela
Superior Politécnica de Chimborazo, est4 ubicado en la Panamericana Sur km 1%. Ocupa un
area de 150 m2. La planta recibe pieles de ovinos, caprinos, camélidos y bovinos; dependiendo
del uso al que vaya a ser destinado el cuero: calzado, vestimenta o talabarteria, se empelan
alrededor (40-50 kg de piel).

La investigacion fue realizada tomando el agua residual generada en la etapa de tinturado, donde
se afladen los diversos colorantes tanto quimicos como vegetales. El lugar donde se descarga el

agua consta de canaletas las mismas que conducen a un reservorio; sin previo tratamiento.

2.8.2. Muestreo

El agua residual fue obtenida del Laboratorio de Curticion de Pieles de la ESPOCH, una vez
concluida la etapa de tinturado con colorantes vegetales (mimosa), considerando el proceso
productivo de curtido, tomando una muestra compuesta del agua residual generada en la etapa
de tinturado, el agua residual recolectando directamente del bombo de tinturado. EI muestreo se
realiz6 tres veces en diferentes procesos de curticion de pieles, durante las practicas de
laboratorio de los estudiantes de la Facultad de Ciencias Pecuarias recolectandose alrededor de
50 1.

Se envio el agua residual del proceso de curtido sin tratar para analisis al Laboratorio de Calidad
del Agua de la ESPOCH las determinaciones fueron de acuerdo a la norma de Calidad
Ambiental y de descarga de efluentes: Recurso Agua (Anexo 1 del libro del TULSMA). Dentro
de los parametros a analizar el pH, temperatura, conductividad, se midieron in situ con un
termémetro graduado en grados Celsius, papel universal de pH y conductimetro debidamente

calibrado, los resultados obtenidos se observan en el Anexol B.

La temperatura determinada en campo se obtuvo de acuerdo al método APHA 2550 B-1con un

termometro. El pH se determin6 empleando tiras indicadoras. Para el analisis fisico quimico se
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tomé 1 | de agua residual en una botella estéril ambar, mientras que para el anlisis

microbioldgico se tomd agua residual en un recipiente esteéril.

2.8.3. Caracterizacion de parametros fisico-quimicos y microbioldgicos.

La caracterizacion inicial del agua residual de curtiembre se tomd en cuenta de acuerdo a

bibliografia los siguientes parametros:

° pH

. Temperatura

o Solidos totales

° Solidos suspendidos
° DBOs

° DQO

o Conductividad

o Turbiedad

o Color

° Oxigeno disuelto

o Olor

o Heterdtrofos totales

Tabla 2-2: Andlisis fisico-quimicos y microbioldgicos

PARAMETRO

METODO/PROCEDIMIENTO

pH

STANDARD METHODS 4500-B

Sélidos totales

STANDARD METHODS 2540-D

So6lidos suspendidos

STANDARD METHODS 2540-D

DBOs STANDARD METHODS 5210-B
DQO STANDARD METHODS 5220-C
Conductividad STANDARD METHODS 2510-B
Turbiedad STANDARD METHODS 2130-B
Color STANDARD METHODS 2120-C
Olor STANDARD METHODS 2150-B

Oxigeno disuelto

STANDARD METHODS 4500-O G

Heterétrofos totales

STANDARD METHODS 9221-B

Fuente: ESPOCH 2018
Realizado por: Gabriela Medina. 2018
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2.9. Microorganismo de estudio Pleurotus ostreatus

Para esta investigacion se utilizd la cepa Pleurotus ostreatus proveniente del Laboratorio de
Biotecnologia de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo (Riobamba, Ecuador). Esta
cepa fue reactivada en agar PDA (papa dextrosa agar) (Anexo 1A), a 30° C durante 8 dias y
posteriormente conservada a 4° C en tubos de ensayo con 1 mL de agar PDA; inoculando un

disco de agar colonizado del hongo, segln la técnica descrita por (Pedroza, y otros, 2003).

2.9.1. Desarrollo del protocolo de inmovilizacion

Como soporte no inerte se utilizd estropajo de Luffa cylindrica (esponja vegetal) de 0,5 cm?, la
esterilizacidn previa del soporte se realizé por medio de calor seco durante 3 horas a 212°C; en

bolsas de papel aluminio con 90 cubos. De acuerdo a la técnica descrita por (Rodas, 2015).

2.9.2. Seleccion del método o protocolo de inmovilizacion para la biomasa flngica

Se utilizaron dos cepas de Pleurotus ostreatus las cuales fueron reactivados en PDA, de
acuerdo a bibliografia y experimentos realizados los pardmetros que definieron el mejor
protocolo fueron la cantidad de biomasa inmovilizada y el tiempo de retencidn; se selecciond el
protocolo de inmovilizacion, colonizacion en medio sélido (CMS), empleando como soporte de

estropajo (Luffa cylindrica).

2.9.3. Inmovilizacién utilizando discos de agar con hongo crecido en soporte vegetal Luffa

cylindrica.

Se tomd cajas cultivadas y con cepa reactivada de Pleurotus ostreatus, 15 discos de agar
colonizado que fueron colocados sobre cada uno de los 30 cubos de Luffa cylindrica de 0,5 cm?
estéril (previamente pesados). Posteriormente se incubaron a 30°C durante 8 dias realizando
observaciones diarias hasta obtener una colonizacion completa del soporte. (Anexo A;

Fotografia 4%)
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2.9.4. Biomasa del hongo Pleurotus ostreatus utilizando como soporte vegetal Luffa

cylindrica.

Se determiné la biomasa del hongo Pleurotus ostreatus por métodos analiticos se analizé el
contenido micelial retenido por membranas pre-pesadas GF/C, lavadas 2 veces con agua

destilada y secadas en una estufa por peso constante a 105°C, durante 24 horas (Guillen, y otros,
1998).

La cantidad de biomasa atn inmovilizada en el soporte vegetal Luffa Cylindrica fue medida por
medio de la técnica de peso seco. Para esto se estandariz el peso inicial de Luffa Cylindrica a
0.9 g equivalente al peso obtenido a un cuadrado de 1cm x1cm. Una vez inmovilizadas durante
tres dias, los cuadrados fueron secados a 60°C hasta tener un peso constante, al igual que los

cuadrados sin inmovilizar. Para obtener el peso de la biomasa seca se aplicd la siguiente formula:

szpf -Pi
Donde:
Py, = es el peso en gramos de la biomasa seca.
P:= es el peso en gramos de la Luffa Cylindrica con el microorganismo inmovilizado.

Pi= es el peso en gramos de la Luffa Cylindrica seca sin inmovilizar.

2.9.5. Masificacion de Pleurotus ostreatus utilizando como soporte el trigo

En un recipiente, se colocé 5 kg de semillas de trigo (sustrato) remojandolas por 24 h, se afiade
el fungicida Benomyl 50PM, que tiene una relaciéon de 200-240 g de fungicida por cada 100 kg
de semilla, por lo que se coloca 10g en el trigo remojado. Se disolvié el fungicida, durante 30
min, concluido el tiempo de accién del fungicida, se enjuaga el trigo y se lo seca al ambiente,
con humedad de 50%, el sustrato se coloca en recipientes de vidrio, los mismos son llenados
hasta un 80 %, de su capacidad. Se sell6 con papel aluminio y parafilm; se colocé en autoclave

para ser esterilizados a una temperatura de 121°C durante 15 min. (Kerem, y otros, 1992).

En la cdmara de flujo se inocula el hongo Pleurotus ostreatus, los recipientes son sellados

nuevamente y depositados en la incubadora a 25°C durante 8 dias, hasta que las cepas hayan
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poblado completamente el sustrato y tenga una coloracion blanquecina y textura algodonosa.

(Haro, 2016). Anexo3 A.

2.9.6. Biomasa del hongo Pleurotus ostreatus utilizando como soporte el trigo

Para determinar la biomasa del hongo Pleurotus ostreatus en estado sélido tomado de la
masificacion, de cada frasco se tomo 3 g del sustrato colonizado para colocar en un Erlenmeyer
de 25 ml con un volumen minimo de agua destilada (10ml) agitar suavemente por 1 hora,
permitiendo el desprendimiento de las biomasas del hongo por su posterior filtracion y
determinacion. Tanto la biomasa obtenida por filtracion del cultivo de frascos con trigo
(sustrato) fueron secados durante 24 horas en estufa a 110 ° C hasta su peso constante.

2.10. Microorganismo de estudio Aspergillus niger

2.10.1. Obtencién de Aspergillus niger a partir de varios sustratos

Para la obtencién del hongo Aspergillus niger se sembré en agar PDA (papa dextrosa agar) Y
SDA (sabouraud dextrosa agar) muestras de: lodo, suelo agricola, acelga, tomate, naranja,
cebolla, limon realizandose varios ensayos; esta cepa se encontrd en el limén. Una vez crecido
el hongo se recolectaron las esporas en 1 ml de agua destilada estéril, en un tubo eppendorf,
estas esporas fueron cuantificadas a través de la cdmara de Neubauer, en la que se cuenta el
ndmero de esporas en 5 cuadrantes, dividida esta cantidad para 0.02 mm?y luego multiplicado
por 1000 obteniéndose la cantidad total de esporas en 1 ml; se cuantificaron aproximadamente

3x10° esporas/ml en agar PDA. (Lozano, 2011).

2.10.2. Aislamiento del hongo Aspergillus niger

El Aspergillus niger puede ser aislado de varios sustratos como: granos de maiz, trigo acelga,
tomate, naranja, cebolla, limon, etc. Se aisl6 el hongo Aspergillus niger a partir de especies que
lo contiene como parte de su flora normal, asi pues, el limén en la variedad “Fino”; estos se
caracterizan por ser ovalados, de corteza delgada, y bastante jugo. En donde se evidencid

crecimiento del mismo. (Rodas, 2015).
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2.10.3. Purificacion del hongo Aspergillus niger

La purificacion del hongo Aspergillus niger consistio en eliminar todo microorganismo
indeseable que se encontraba en cada caja con el hongo, se utilizé un saca bocados para extraer
micelio y sembrar en una caja estéril con medio PDA (papa dextrosa agar). Posteriormente
reactivada en agar PDA (Anexo A; Fotografia 2A) a 30° C durante 8 dias, para méas adelante ser

conservada a 4° C en tubos de ensayo con 1 mL de agar PDA.

2.10.4. Desarrollo del protocolo de masificacion

Se preparo el caldo de cultivo papa dextrosa, de acuerdo a la siguiente descripcion;

Tabla3-2: Elaboracion del Caldo Papa y Dextrosa

COMPOSICION PROCEDIMIENTO

Papas sin | 200g Lavar las papas, cortarlas y hacerlas hervir en 1 L de agua
pelar destilada por 20 minutos colar y disolver la dextrosa, esterilizar en
Dextrosa 10g autoclave a 121°C durante 15 min a 15 Ib de presion. (Ames, y
Agua 1000ml | otros, 2004).

destilada

Fuente: (Ames, y otros, 2004)
Realizado por: Gabriela Medina. 2018

2.10.5. Seleccion del método o protocolo de masificacion de la biomasa fungica

La masificacion se llevo a cabo en 9 erlenmeyers de 250ml cada uno con 150 ml de caldo papa
dextrosa inoculados 10 discos de agar colonizado de las cajas cultivadas de Aspergillus niger.

Se colocd en la incubadora durante 5 dias, a 30°C, realizando observaciones diarias. (Lépez, y

otros, s.f.).

2.10.6. Método para cuantificar esporas del hongo Aspergillus niger.

2.10.6.1. Preparacion de la solucion Tween 80 al 0,1%

Se prepar6 una solucion de Tween 80 al 0,1%, de formulacion comercial, se realiz6 una dilucion

al 10%; tomando 10 ml de Tween 80 y agregando 90 ml de agua destilada, para la preparacion
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del Tween al 0,1 %, tomando 1ml de la solucién al 10% y adicionando 99 ml de agua destilada.

Esta solucidn se esterilizd en autoclave a 15 Ib de presién durante 30 minutos.

2.10.6.2. Conteo de las esporas en cAmara de Neubauer improved

Se prepard una suspension de esporas a partir del Erlenmeyer con el hongo Aspergillus niger
masificado; en un eppendorf con 1ml de la solucién de Tween al 0,1% colocando una porcion
del hongo para que se separen todas las esporas se agitd en un Vortex por espacio de 15
segundos. Se carg6 1 ml a la cAmara de Neubauer con una pipeta Pasteur estéril para el conteo
del nimero de esporas, bajo el microscopio de vision plana hasta obtener una concentracion de
50 a 100 esporas por cada mililitro. (Anexo A; Fotografia 5 A)

La férmula para contar en camara de Neubauer que se utilizé es la siguiente;
Cuadrado 1
Area= Immx1mm=1mm?

Volumen= 1mm?x 0.1mm=0.1mm?3=1x10"* ml

total de células contadas X 10.000
numero de cuadrados

Concentracioén =

Cuadrado 2
Area= 0.25mmx0.25mm=0.0625mm?
Volumen =0.0625mm?x 0.1 mm=625x10"° mm3=6.25x10¢ ml

total de células X 16.000
namero de cuadrados

Concentracion =

Se sembré 100 pl de la concentracion 3x10° en una placa con medio PDA, se incubd a 20°C
durante una semana, con el fin de que la colonia provenga de una sola conidia. (Ames, y otros,
2004).
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2.10.7. Identificacion y mantenimiento del hongo Aspergillus niger

2.10.7.1. Identificacion del hongo Aspergillus niger

Para identificar Aspergillus niger se tomd como referencia las guias practicas de identificacién
de hongos productores de micotoxinas contaminantes en alimentos, en donde se detalla

caracteristicas que tiene el Aspergillus niger.

- Colonias: generalmente de rapido crecimiento, blancas, amarillas, marrén a negras o
coloreadas de verde consiste principalmente en una felpa densa de conidi6foros erectos.

- Conidioforos: estipite no ramificada con un ensanchamiento en el apice (vesicula)

- Fialides: formadas a partir de un elemento intercalar que esté inserto sobre la vesicula.

- Conidias: se originan desde las fialides formando cadenas compactas columnares o

radiadas; unicelulares, lisas o rugosas, hialinas o pigmentadas.

Ademas, para la identificacion del hongo Aspergillus niger se considerd otros aspectos, si las
colonias sobre PDA y SDA exceden los 35 mm de didmetro y son de coloracion gris a negras
gue crecen a 25°C se trata de la variedad niger generalmente estos hongos son una mezcla de
uni y biseriados con cabeza conidial radiada, de coloracion negro a marrén (Lozano, 2011).Las
colonias en PDA son de 80 mm de diametro, cubren toda la caja Petri, el micelio es blanco y las
cabezas conidiales son negras; al reverso de la caja se diferencia desde un color pélido a

amarrillo claro.

2.10.7.2. Mantenimiento del hongo Aspergillus niger

Se realiz6 siembra del hongo en agar inclinado se mantuvo en refrigeracion en cada una de las
cajas Petri, en los dos medios de cultivo que mayor crecimiento obtuvieron (PDA 'y SDA) luego
se realiz6 una recoleccién de esporas del hongo con asas y puntas estériles de 1 ml. Las esporas
se mantuvieron en congelacion en tubos eppendorf de 1 ml, para luego realizar el conteo del
namero de esporas por cada ml dispuesto en cada tubo, el conteo del nimero de esporas se lo
realiz6 en la cdmara de Neubauer, en donde se obtuvieron desde 2x10° esporas/ml hasta 9x10°

esporas/ml.
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2.11. Inoculacion del agua residual

La inoculacion de los hongos en el agua residual se realizé de la siguiente manera se recolecto6
40,5 | de agua de la muestra compuesta se emplearon 27 frascos de vidrio estériles de 1,9 | de
capacidad, se colocd 1,5 | en cada frasco. Para Aspergillus niger y Pleurotus ostreatus la
inoculacion de esporas en el agua residual se realizé siguiendo un modelo completamente

aleatorio.

Se plantearon dos tratamientos con concentraciones de CNR5 de 100,150 y 200 ppm; mas un
tratamiento control con tres repeticiones cada uno, la inoculacion se realizé en el agua residual

sin suplemento nutricional de esta manera:

- Tratamiento P (Pleurotus ostreatus+ Agua residual): 150 ml de solucion de esporas. A
tres concentraciones diferentes de (100-150-200) ppm.

- Tratamiento A (Aspergillus niger+ Agua residual): 150 ml de solucién de esporas. A
tres concentraciones diferentes de (100-150-200) ppm.

- Tratamiento C (Control agua residual): Sin solucion de esporas. A tres concentraciones
diferentes de (100-150-200) ppm.

Una vez inoculadas las unidades experimentales, se colocé un sistema de aireacion en cada una
de ellas y se sell6 con parafilm de tal manera que quedara cubierta la boca del frasco excepto la
entrada de la manguera de aireacién. Se colocaron en cajas elaboradas evitando cambios de
temperatura. Las unidades experimentales fueron incubadas a temperatura ambiente y con

aireacion constate por un periodo de 18 dias.

2.12. Caracterizacion del colorante negro reactivo 5 (CNR5)

Para la caracterizacion del colorante negro reactivo 5 proveniente de las aguas residuales del
curtido de pieles en la etapa de tinturado se tomo una alicuota de 250ml de la muestra compuesta
para medicion en un instrumento éptico, donde se utiliz6 un espectrofotometro UV/VIS el cual
identifico dos tipos de espectros para grupos azoicos medidos a 350 nm y fotdmetro para medir

el color verdadero en 450 nm.
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2.12.1. Curva de calibracion

La etapa de calibracion y la obtencién de la concentracion de analito en la muestra de CNR5
consta de lo siguiente, se prepararon los patrones del analito que cubran un intervalo adecuado
de concentraciones, y se midi6 la sefial analitica proporcionada por los mismos, se trazd un
grafico con las sefiales frente a la concentracion de analito y se calculé la recta que mejor se

ajusta a los datos mediante un ajuste de minimos cuadrados.

De esta forma se obtiene la pendiente y la ordenada que definen la recta; se mide la sefial
analitica para las muestras desconocidas y se interpola en la recta de calibrado para obtener
valores de concentracion del analito. Por ultimo, se obtuvo la concentracién de analito en la

muestra con las diluciones a las que se sometid la muestra. Como se observa en el Grafico 1-3:

Espectro de absorcion UV/VIS para el colorante NR5

2,5

15

Absorbancia

0,5

200 300 400 500 600 700 800
Longitud de onda

Colorante inicial

Grafico 1-3: Espectro de absorcion UV/VIS para el colorante NR5
Realizado por: Gabriela Medina.2018.

2.13. Determinacién de la concentracién minima inhibidora (CMI)

La tolerancia a diferentes concentraciones de colorante negro reactivo 5 se realizé6 sembrando
masivamente 0.1m L de una suspensién de 1x10° conidios m L* en agar PDA (Pleurotus
ostreatus, Aspergillus niger) adicionando concentraciones de 100, 150,200 ppm de colorante
negro reactivo 5, como testigo negativo se inocularon 0.1 m L de la suspension de conidios en

agar sin colorante negro reactivo 5, todas las cajas se incubaron a 25°C por ocho dias. Se observd
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el crecimiento en las placas determinando la concentracién minima inhibitoria (CMI) que se

refiere a la Ultima concentracion del CNR5 que presenta crecimiento microbiano.

2.14. Control crecimiento microbiano

Los controles de crecimiento de hongos fueron tomados de 1 ml de cada unidad experimental
de acuerdo a los respectivos tratamientos P, A, y realizando una siembra de 100 pl de cada
muestra sobre agar PDA las cajas fueron incubadas durante 5 dias a 25°C.

De acuerdo al nimero de colonias de hongos en cada tratamiento se evidencid su crecimiento

empleando la siguiente denominacion:

ALTO (+++) caja cubierta- colonias incontables
MEDIO (++) caja parcialmente cubierta - > 50 colonias
BAJO (+) caja poco cubierta -< 20 colonias

NO VISIBLE (-) caja sin crecimiento- ausencia de colonias visibles
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CAPITULO 111

3. MARCO DE RESULTADOS

3.1. Resultados, andlisis y discusién.
3.1.1.

Caracterizacion de parametros fisico-quimicos y microbiolégicos.

Se muestran los resultados de los analisis correspondientes para 3 muestreos del agua residual

de curtiembre en la Tabla 1-3:

Tablal-3: Caracterizacion fisico-quimica y microbioldgica del agua residual dilucién 1-

100(v/v).
PARAMETRO UNIDAD | MUESTREO1 | MUESTREO 2 | MUESTREO 3
pH 3,5 3,1 3,2
Temperatura °C 24 22 24
Solidos Totales mg/l 47600 47800 48800
Sélidos mg/I 27270 26856 22580
Suspendidos
DBO5 mg/I| 89300 86800 89900
DQO mg/I 102000 101800 101000
Conductividad ps/cm 4440 4400 4470
Turbiedad Utn 154,3 1524 153,78
Color Pt Co 7927 8136 8014
Oxigeno disuelto mg/I 6,92 7,34 7,11
Heterotrofos totales | UFC/100ml | 78000 77000 77000

Fuente: ESPOCH, 2018

Realizado por: Gabriela Medina.2018.

Los resultados de los analisis presentados coinciden con las caracteristicas descritas por
(Mijaylova, y otros, 2013) donde presentan altos valores de DBOsy DQQO; debido a la presencia de
materia organica. Muestran ademas altos valores de color por ser una industria dedicada a la

fabricacién de textiles.

Los valores de pH y temperatura se encuentran dentro del rango establecido para aguas
residuales generadas en la industria de curtiembre, resultados que concuerdan con (Villena, 2008).
Sin embargo, mencionan limites m&ximos permisibles de 250, 500, 1600,220,>6 mg/I para
DBO5, DQO, solidos totales, solidos suspendidos, oxigeno disuelto; 20 Pt Co para color. Los

resultados obtenidos exceden las condiciones descritas por los autores, debido a la presencia de
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colorante en el agua residual usado para la investigacion, esto se fundamenta en lo dicho por
(Estudio para conocer los potenciales impactos ambientales, 2016); donde se menciona que la etapa de
curtido y tinturado provoca un aumento en la DBO5 y DQO de las aguas residuales por su alto
contenido de sal en el cuero y pelo animal diluido a lodo, DQO con alto contenido organico.

Los valores usados para la elaboracion de la investigacion corresponden al muestreo 3, estas
concentraciones se asemejan a los valores obtenidos por (vallejo, 2017) en su trabajo sobre la
biodegradacion de colorantes azoicos del efluente de la industria textil. Donde los valores de
DBO5 y DQO son superiores.

En cuanto al andlisis microbioldgico, el agua residual presentd heterétrofos totales, no se reporto
la presencia de patdgenos que inhiban el crecimiento de Pleurotus ostreatus o Aspergillus niger.
Los heterdtrofos se encuentran en el ambiente por lo que su incorporacion al agua residual
podria ser explicada por arrastre de contaminantes en el canal de salida del agua residual. No se
presento crecimiento de hongos filamentosos, pero si se evidencio el crecimiento de levaduras
en cantidades variables en muestreos alrededor de 3% de la totalidad de las placas de agar PDA
las cuales no inhibieron el desarrollo de los dos hongos antes mencionados.

3.1.2. ldentificacién macroscépica y microscépica

3.1.2.1. Pleurotus ostreatus

Tabla 2-3: Caracteristicas macroscépicas de Pleurotus ostreatus

CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS
Forma Anillos concéntricos
Color frontal Blanco
Color reverso Blanco
Elevacién Alta
Textura Algodonoso
Diadmetro de colonias 9,5cm
Presencia de gotas de exudado y pigmento | 6%
difusible

Fuente: (Rodriguez, 1996)
Realizado por: Gabriela Medina. 2018.

38



Figura 1-3: Hongo Pleurotus ostreatus
Fuente: Gabriela Medina. 2018.

Tabla 3-3: Caracteristicas microscopicas de Pleurotus ostreatus

CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS

Hifas

Hialinas septadas

Basiodiosporas

Haploides externas

Conidioesporas

Artrosporas

Fuente: (Rodriguez, 1996)
Realizado por: Gabriela Medina 2018.

Figura 2-3: Hongo Pleurotus ostreatus
Fuente: Gabriela Medina.2018.
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3.1.2.2. Aspergillus niger

Tabla 4-3: Caracteristicas macroscoépicas de Aspergillus niger

CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS

Forma Filamentoso

Color frontal Colonias blancas con micelio aéreo de
color negro

Color reverso Cremoso

levacién Baja

Textura Globoso- Arenoso

Fuente: (Luna, y otros, 2010)
Realizado por: Gabriela Medina.2018.

Figura 3-3: Hongo Aspergillus niger
Fuente: Gabriela Medina. 2018.

Tabla 5-3: Caracteristicas microscopicas de Aspergillus niger

CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS

Hifas

Septadas

Conidioforos

Incoloro largo liso con abundantes esporas
y de pared gruesa

Métulas Ramificado
Clamidosporas Ausente
Fialides Cortos con forma de hotella

Fuente: (Luna, y otros, 2010)
Realizado por: Gabriela Medina.2018.
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Figura 4-3: Hongo Aspergillus niger
Fuente: Gabriela Medina. 2018.

3.2, Biomasa de Pleurotus ostreatus

De acuerdo a la metodologia se realizaron dos ensayos en diferentes sustratos denominados PL
(Pleurotus ostreatus + Luffa cylindrica) y PT (Pleurotus ostreatus + trigo) cada ensayo fue
incubado durante 8 y 10 dias a 25° C; respectivamente con el fin de lograr el crecimiento de
micelio, y a través del calculo de la biomasa se determiné que el tratamiento PL mediante la
inmovilizacion en medio solido con estropajo vegetal (Luffa cylindrica) alcanzé la

concentracién de biomasa deseada para la degradacion de CNR5. (Arias, y otros, 2005).

3.2.1. Determinacion de peso humedo

- Biomasa libre

La biomasa del soporte de trigo que se produjo en 50 ml de caldo PDA con 10 discos de agar
de Pleurotus ostreatus luego de 8 dias de incubacion se filtro, esta biomasa retenida en el papel

fue pesada y expresada como biomasa hiimeda, teniendo en cuenta las ecuaciones (1) y (2).

W humedo = W papel con Bx — W papel filtro @)

gramos Bx humeda

W humedo = )

50 ml de extracto
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- Biomasa inmovilizada

Se pesaron los cubos de estropajo vegetal Luffa cylindrica sin colonizar y sin previo tratamiento
en horno de 80°C, a continuacion, se realiz6 el procedimiento de inmovilizacién utilizando
biomasa del soporte de trigo y nuevamente se pesaron los cubos de estropajo vegetal pero esta
vez inmovilizados (sin tratamiento previo de secado), aplicando las ecuaciones

correspondientes.

W huimedo = WX Bx inmovilizada inicial — WX cubos de Luf fa 3)

gramos Bx humeda inmovilizada
cubos de Luffa

W htimedo = (4)

- Biomasa resultante de los ensayos realizados

Se pesaron 9 cubos de Luffa cylindrica para cada uno de los ensayos y se realizé una diferencia
entre la biomasa himeda obtenida después de realizar el ensayo y la biomasa inmovilizada para

cada uno de ellos, aplicando la ecuacion (5).

Whimedo Final = WX Bx inmovilizado final — WX Bx inmovilizada inicial (5)

3.2.2. Determinacion de peso seco

- Biomasa libre

Se determiné el peso del contenido micelial de Pleurotus ostreatus retenido por el papel filtro
anteriormente pesado, este papel mas la biomasa llevando a un horno de 80 °C hasta llegar a

peso constante. Una vez logrado su peso constante se emplearon las ecuaciones (6) y (7).

Wseco = W papel con Bx seca — W papel filtro seco (6)

de B
Wseco = gramos de Bx @)

50 ml de extracto

42



- Biomasa inmovilizada

Se tomaron 90 cubos de Luffa sin colonizar y se llevaron a un horno a 80°C hasta peso constante,
colocando 9 cubos de Luffa en cada una de las cajas Petri para realizar la inmovilizacion de

acuerdo a lo planteado en el numeral 2.9.3.

Posteriormente 90 cubos de Luffa inmovilizados con Pleurotus ostreatus son pesados y secados

a 80°C hasta peso constante, se obtuvo la media entre ellos y finalmente se aplicaron las

ecuaciones (8) y (9).
Wseco = W seco Bx inmovilizada inicial — W seco X cubos de Luffa (8)
W seco = gramos Bx inmovilizada seca (9)

cubos de Luffa

- Biomasa inmovilizada resultante de cada ensayo

Cada uno de los cubos de Luffa del ensayo se pesd y secaron en horno hasta 80°C hasta peso

constante para cada uno; posteriormente se aplico la ecuacion (10).

Wseco final = W hiimedo Bx inmovilizada final — W seco Bx inicial (10)

Mediante la relacion del peso humedo con el peso seco se estandarizd la biomasa de los

tratamientos del disefio experimental. Los resultados se detallan en la Tabla 7-3:

Tabla 6-3: Resultados biomasa inmovilizada utilizando el tratamiento PL

Determinacion  del | Férmula Resultados
peso hiimedo

i i ramos Bx humeda -3
Biomasa libre W hiimedo = 2 8,426x10g/ml

50 ml de extracto

Biomasa W himedo = J74MS Bx humeda inmovilizada 17,48¢
. . cubos de Luffa
inmovilizada
Biomasa resultante Whamedo Final = WX Bx inmovilizado final 0,0542g
de los ensayos — WX Bx inmovilizada inicial
realizados
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Determinacion del peso | Férmula Resultados

seco
Biomasa libre W _ gramos de Bx 0,0166g/ml
seco = —/———————————
50 ml de extracto
Biomasa inmovilizada W seco = 4remos Bx inmovilizada seca 13,90g

cubos de Luffa

Biomasa resultante de los | Wseco final = W htmedo Bx inmovilizada final 0,0298¢g

ensayos realizados — W seco Bx inicial

Realizado por: Gabriela Medina.2018.

3.3.  Conteo de esporas

Las medias de esporas/ml alcanzadas tras la masificacion para Aspergillus niger se detalla en la
Tabla 7-3.

Tabla 7-3: Resultados conteo de esporas

HONGO MEDIA (esporas/ml) CONCENTRACION
(esporas/ml)
Al 47x10° 4x10°
A2 47x10° 4x10°
A3 18x10° 1x106
A4 24x10° 2x106
A5 28x108 3x108
A6 25x108 3x108
A7 47x106 4x10°
A8 28x10° 3x10°

Realizado por: Gabriela Medina.2018.

3.3.1. Preparacion del indculo de Aspergillus niger

A partir de pruebas iniciales se determind que 150ml es el volumen apropiado de Aspergillus
niger de acuerdo al nimero de esporas alcanzado después 5 dias a 30 °C esto permitio calcular
el volumen adecuado ajustando a la concentracion inicial aproximada de 3x10° esporas/ml,
concentracién recomendada por (Jaramillo, y otros, 2014). Para evaluar el porcentaje de

degradacion del colorante negro reactivo 5.
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Figura 5-3: Masificacion de Aspergillus niger
Fuente: Gabriela Medina. 2018.

3.4.  Preparacion del bafio de efluente

Para controlar las condiciones ambientales apropiadamente se cubrié con una caja de
poliestireno expandido, adaptando mangueras conectadas a un motor de pecera de 3.5 W para
la oxigenacion; con temperaturas que oscilan entre 35°-37°C.

3.5.  Cinética de remocién de colorantes textiles por tratamientos biolégicos

La cinética de remocion permitio la evaluacion de los pardmetros porcentaje de decoloracion y
concentracion de colorante; bajo condiciones ambientales controladas por un periodo de 18 dias
dicha evaluacion permitio determinar que Pleurotus ostreatus presenta mejores resultados de

remocion del colorante, para el colorante negro reactivo 5.

Para esto se llevo a cabo una fase inicial de saturacion de los cuadrados de Luffa Cylindrica,
con el fin de descartar la posibilidad de que la remocion de los colorantes se genere por
adsorcion del soporte de inmovilizacion. Luego de esta fase de saturacion se reajusto la
concentracién inicial de los colorantes para posteriormente evaluar la remocion de estos

asociados con degradacién, como se observa en la figura 6-3.
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Figura6-3: Inmovilizacion de Pleurotus ostreatus con Luffa Cylindrica
Fuente: Gabriela Medina. 2018.

De acuerdo a las pruebas de saturacién realizadas; para cada hongo se emplearon las mismas
concentraciones en el ensayo de Aspergillus niger y Pleurotus ostreatus para el colorante negro
reactivo 5.La fase de saturacion se dio por un periodo de 5 horas y 30 minutos, luego fue ajustada
nuevamente la concentracion de la solucion a la inicial, garantizando que la disminucion de la
concentracién del colorante en la solucidn no ocurre por adsorcion del soporte vegetal, sino por

remocion de los hongos.

Durante todo el proceso se llevo a cabo al mismo tiempo una cinética usada como control
abiotico, que tenia la misma cantidad de Luffa Cylindrica, pero sin ningin microorganismo

inmovilizado.

3.6.  Evaluacion del porcentaje de decoloracion

Las unidades de color se midieron en un espectrofotdmetro marca Labo Med.Inc UV-2602
SPECTRO UV-VIS AUTO a una longitud de onda de 450nm empleando como blanco agua

destilada la densidad Optica se transforma a unidades de color a través de la ecuacion (11).

500+A2
Al

uc = (11)

Donde:

Al; corresponde a absorbancia de 500Uc estandarizada con una solucion de platino cobalto
(Absorbancia longitud de onda seleccionada por el espectro de absorcion).
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A2; corresponde a absorbancia del medio (Ferndndez, y otros, 2009).Para transformar la

decoloracion en porcentaje se aplic la ecuacion (12).

UC inicial-UC final "
UC inicial

%Decoloracion = 100 (12)

Tabla 8-3: Resultados porcentaje de remocion del colorante NR5

Tratamiento Colorante Concentracion Concentracion Porcentaje de
usado usado Inicial (mg/l) Final (mg/l) Remocion (%)

P1 Negro 93,75 15,39 83,58
Reactivo 5

P2 Negro 110,49 13,84 87,47
Reactivo 5

P3 Negro 79,89 18,45 76,90
Reactivo 5

P4 Negro 145,34 14,99 89,68
Reactivo 5

P5 Negro 140,72 19,25 86,32
Reactivo 5

P6 Negro 155,81 14,12 90,93
Reactivo 5

P7 Negro 195,98 122,71 37,38
Reactivo 5

P8 Negro 196,07 56,10 71,38
Reactivo 5

P9 Negro 171,75 68,74 59,97
Reactivo 5

Al Negro 94,31 10,89 88,45
Reactivo 5

A2 Negro 101,37 16,87 83,35
Reactivo 5

A3 Negro 95,55 18,47 80,66
Reactivo 5

Ad Negro 134,31 54,32 59,55
Reactivo 5
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A5 Negro 151,67 69,32 54,29
Reactivo 5

A6 Negro 175,59 66,80 61,95
Reactivo 5

A7 Negro 182,99 98,78 46,01
Reactivo 5

A8 Negro 199,25 96,93 51,35
Reactivo 5

A9 Negro 186,64 100,87 45,95
Reactivo 5

C1 Negro 109,37 104,78 4,19
Reactivo 5

C2 Negro 111,74 109,47 2,03
Reactivo 5

C3 Negro 89,99 86,78 3,56
Reactivo 5

C4 Negro 160,79 158,48 1,43
Reactivo 5

C5 Negro 152,67 149,74 1,91
Reactivo 5

C6 Negro 143,73 140,89 1,97
Reactivo 5

C7 Negro 189,92 188,12 0,94
Reactivo 5

C8 Negro 191,21 189,39 0,95
Reactivo 5

C9 Negro 197,35 197,00 0,17
Reactivo 5

Realizado por: Gabriela Medina. 2018.

En los resultados obtenidos de los diferentes tratamientos puede notarse como la remocién de
cada uno de los colorantes varia de acuerdo al tratamiento dado. Los hongos lignoliticos
Pleurotus ostreatus han sido estudiados ampliamente en la remocion de colorantes textiles
principalmente de colorantes tipo azo. Pese a que estos hongos no han sido reportados para el
colorante usado en este ensayo especificamente, si han sido reportados para la degradacion de

colorantes de su misma clase (azo, trimetilmetano, antraquinona), logrando asi porcentajes de
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degradacion de 90% incluso 100% para algunos colorantes, en tiempos que varian de 7 a 20
dias, esta variabilidad en tiempos y porcentaje se presentard en funcion de las condiciones del

medio, el colorante empleado y su concentracion.

Las constantes de remocién permitieron evaluar de forma directa el tiempo que tardd el hongo
en retirar el colorante del medio, facilitando determinar que tratamiento es més eficiente en
cuanto a velocidad de remocion; pues esta tiende a relacionarse de forma directa con el
porcentaje de remocién. De esta forma este Gltimo pardmetro y la tasa de remocién mayor se
present6 para el hongo Pleurotus ostreatus con el tratamiento P6; El cual también present6 la

tasa mas alta de remocion para este colorante y velocidad de remocién con un valor de 90,93%.

Estos datos concuerdan con los reportados por (Fernandez, y otros, 2009) , en donde los porcentajes
de remocién mayores se presentaron durante el décimo dia . Estos resultados podrian atribuirse
al proceso de absorcion realizado por el soporte, sin embargo durante esta investigacion, las
mallas con microorganismo inmovilizado fueron saturadas con colorante para posteriormente
someterlas al proceso de degradacion del colorante. De esta forma, la rapida remocién del
colorante por parte de los hongos lignoliticos , asi como por Pleurotus ostreatus y Aspergillus
niger, podria ser atribuida a la accion de enzimas oxidativas producidas por estos
microorganismos, en el caso de los hongos lignoliticos, se demostraria la eficacia de los sistemas
usados, ya que logra porcentajes de degradacion similares a los reportados por otros autores,

pero sin el uso de ninguna fuente de carbono adicional, y en periodos cortos de tiempo.

3.6.1. Eficiencia del colorante negro reactivo 5
Se empled un analisis univariante para identificar si existen diferencias en la concentracion de

colorante negro reactivo 5 (CNR5) por medio de los tratamientos aplicados. El resultado del test

se muestra en la Tabla 9-3.
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Tabla 9-3: Pruebas t de muestras relacionadas
Prueba de muestras relacionadas

Diferencias relacionadas

95% Intervalo de

Error tip. | confianza para la Sig.
Desviacion | de la | diferencia (bilater
Media | tip. media Inferior Superior t gl |al)
Par CONCENTRACION | 65,065 |48,98344 9,42687 |45,68798 |84,44239 6,902 |26 |,000
1 INICIAL -119

CONCENTRACION

FINAL
Realizado por: Gabriela Medina.2018.

Decision

Estadisticamente se rechaza la hip6tesis nula porque el nivel de significancia es menor a 0,05
(p=0,000). Se acepta la hipotesis alternativa (H:) lo que significa que existen diferencias
significativas entre las medias de las concentraciones de colorante negro reactivo 5 porque al
menos un tratamiento aplicado es diferente. Se justifica realizar pruebas t de dos muestras

relacionadas y realizar comparaciones.

La Tabla 10-3 Indica los subconjuntos de acuerdo a las medias de las concentraciones de

colorante negro reactivo 5 (CNR5) y el porcentaje de decoloracion

Tablal0-3: Estadisticos de muestras relacionadas
Estadisticos de muestras relacionadas

Desviacidn Errar tip. de la
Media M tip. media
Par1 COMCENMTRACION FINAL 31,5367 27 G0,52004 11,64709
PORCEMNTAIE DE 471230 27 35,60703 B,852458
DECOLORACICOM

Realizado por: Gabriela Medina.2018.

Se muestran las medias de la concentracion final y el porcentaje de decoloracion

El término error es la media cuadratica (Error)= 1164709,00

Concentracion de colorante negro reactivo5 vs Tratamientos aplicados
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Tablall-3: Correlaciones de muestras relacionadas
Correlaciones de muestras relacionadas

N Correlacion Sig.
Par 1 CONCENTRACION FINAL y |27 -,920 ,000
PORCENTAJE DE DECOLORACION

Realizado por: Gabriela Medina.2018.

El anélisis de correlaciones muestra homogeneidad entre las medias obtenidas en los
tratamientos que presentan menor concentracion de colorante en estudio es el
tratamiento Pleurotus ostreatus siendo P2 el tratamiento que reporta la menor
concentracion de colorante negro reactivo 5por encontrarse a una dosis de 100 ppm
como se observa en el Grafico 2-3:

Concentracién de colorante negro reactive 5 vs Tratamiento de Pleurotus
ostreatus

1354 f}
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Tratamientos aplicados

Grafico2-3: Concentracion de colorante negro reactivo5 vs Tratamiento Pleurotus ostreatus
Realizado por: Gabriela Medina.2018.

Para Aspergillus niger Al es el que tratamiento que alcanz6 menor concentracion de colorante
negro reactivo 5 (CNR5) al término de los 18 dias de experimentacion se evidencia también que
este hongo es eficiente para la remocidn de colorantes a una dosis de 100 ppm. Como se observa
en el Gréfico 3-3.
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Concentracion de colorante negro reactivo 5 vs Tratamiento Aspergillus niger
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Gréfico3-3: Concentracion de colorante negro reactivo5 vs Tratamiento Aspergillus niger
Realizado por: Gabriela Medina.2018.
- Tiempo de experimentacion
Tabla 12-3: Diferencias relacionadas respecto a los dias
Prueba de muestras relacionadas
Diferencias relacionadas
95% Intervalo de
Error  tip. confianza para la
Desviacio | de la diferencia .
Sig.
Media n tip. media Inferior | Superior |t gl (bilateral)
Par CONCENTRA ] 6,56000 |[7,12739 |4,11500 - 24,26542 1,594 |2 ,252
1 CION FINAL 11,14542
— Dias

Realizado por: Gabriela Medina.2018.

La prueba t de muestras relacionadas para la concentracion del colorante negro reactivo
5 (mg/l) respecto a los dias de tratamiento transcurridos, muestra homogeneidad entre
las medias de (CNR5) en los dias 1,9,18, la menor concentracion de (CNR5) se
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encuentra en el dia 18 siendo el dia cuando hubo la menor concentracién como se
observa en el Grafico 4-3.

Concentracion de colorante negro reactivo 5 vs Tiempo
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15 89 g
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Gréfico4-3: Concentracion de colorante negro reactivo5 vs Tiempo
Realizado por: Gabriela Medina.2018.

De acuerdo al anélisis comparativo, la mayor reduccion de colorante negro reactivo 5 se produjo
con el tratamiento P2 y dosis de 100 ppm de (CNR5) al dia 18

En el Gréafico 4-3 se presenta el comportamiento del colorante a lo largo del tiempo de
experimentacion. La linea horizontal segmentada muestra el parametro inicial, se observa una
disminucion progresiva en la concentracion de colorante negro reactivo 5en los tratamientos
Pleurotus ostreatus y Aspergillus niger.
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Porcentaje de decoloracién

Porcentaje de decoloracion vs Tratamientos aplicades
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Gréfico5-3: Porcentaje de decoloracion vs Tratamientos aplicados
Realizado por: Gabriela Medina.2018.

Todos los tratamientos, incluido el control redujeron la concentracion de colorante negro
reactivo 5, los tratamientos que presentaron mayor porcentaje de reduccién fueron Pleurotus
ostreatus, Aspergillus niger 90,93%, y 88,45% respectivamente confirmando la hip6tesis que
la utilizacién de hongos de podredumbre blanca degrada colorante negro reactivo 5 en aguas
residuales generadas en la etapa de tinturado el tratamiento control lleg6 a una reduccién de

4,19% , pese a esto se observa que la reduccion no fue progresiva con respecto al tiempo.

Los porcentajes obtenidos asemejan resultados reportados por (Fernandez, y otros, 2009) quienes
mencionan un 95% y (Moreno, y otros, 2008) un 97% de reduccién en la concentracion de
colorante negro reactivo 5 dicha investigacion se realizd usando consorcios de hongos con

actividad enzimatica en aguas residuales de Curticion de pieles.
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Los porcentajes de remocion de colorante negro reactivo 5 propuestos por los tratamientos
Pleurotus ostreatus, Aspergillus niger confirman los resultados expuestos por (Moreno, y otros,
2008), (Liu, y otros, 2006) y (Garzén, 2009) quienes sefialan a Pleurotus ostreatus y Aspergillus niger
como productores de enzimas lignoliticas. El tratamiento con Aspergillus niger fue el que menor
porcentaje de remocion de colorante negro reactivo5 presentd, aunque el hongo evidencio
crecimiento en medio liquido con colorantes vegetales, el comportamiento no se replico en las
unidades experimentales, esto puede atribuirse a la facilidad de degradar la celulosa del
colorante vegetal adicionalmente los datos llevan a pensar que esta enzima hubiese podido
mostrar una mayor remocion si el medio liquido mas (CNR5) presentara un pH optimo como el
sugerido por (Lucas, y otros, 2001) que oscila a 2.5, lo cual contrasta con esta investigacion ya que
el pH se mantuvo por encima de 2.5 . Otra causa posible la actividad de esta enzima es limitada
por exceso de perdxido de hidrogeno generado de la accion de la glioxal oxidasa, la cual puede

ser controlada con la adicion de triptéfano que cumple la misma funcion.

La remocion de colorante negro reactivo 5 en el tratamiento de control alcanzé el 4,19% debido
a la oxigenacion a la que estaban expuestas las unidades experimentales, la disminucién del
colorante pudo haber surgido debido a la velocidad de adsorcién de las moléculas de la
superficie que una vez colisionadas se adhieren a una temperatura fija, la adsorcion esta limitada
por la cantidad de sitios en la superficie donde pueden ser adsorbidas las moléculas del colorante

negro reactivo 5.

- Analisis Adicionales

Para determinar si existian diferencias significativas entre los tratamientos aplicados y las
concentraciones finales de los parametros DBOs, DQO, oxigeno disuelto, solidos totales y pH

se realizaron andlisis estadisticos con pruebas de comparaciones de medias.

- DBOs

En el Grafico 6-3 se presentan las medias de DBOs obtenidas al final de la experimentacion para
cada tratamiento. La linea horizontal representa la concentracion inicial del parametro, se
observa que el tratamiento  Pleurotus ostreatus presentd la menor concentracién lo que
corresponde a un porcentaje 75% los tratamientos Aspergillus niger y el Control provocan una
reduccion del 51% y 13% respectivamente, sin embargo, a nivel estadistico todos los

tratamientos generan resultados similares.
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DBO5 vs Tratamientos aplicados
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Gréfico6-3: DBOS5 vs Tratamientos aplicados
Realizado por: Gabriela Medina.2018.

- DQO

En el Gréafico 7-3 se presentan las medias de DQO obtenidas al final de la experimentacién para
cada tratamiento. La linea horizontal representa la concentracién inicial del parametro, se
observa que el tratamiento  Pleurotus ostreatus presenté la menor concentracion lo que
corresponde a un porcentaje 63% los tratamientos Aspergillus niger y el Control provocan una
reduccién del 53% y 10% respectivamente, sin embargo, a nivel estadistico todos los
tratamientos generan resultados similares.
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DQO vs Tratamientos aplicados
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Gréfico 7-3: DQO vs Tratamientos aplicados
Realizado por: Gabriela Medina.2018

- Oxigeno disuelto

En el Gréfico 8-3 se presentan las medias de Oxigeno disuelto obtenidas al final de la
experimentacion para cada tratamiento. La linea horizontal representa la concentracién inicial
del parametro, se observa que el tratamiento Pleurotus ostreatus presentd la menor
concentracion lo que corresponde a un porcentaje 63% los tratamientos Aspergillus niger y el
Control provocan una reducciéon del 53% y 10% respectivamente, sin embargo, a nivel

estadistico todos los tratamientos generan resultados similares.
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Oxigeno disuelto vs Tratamientos aplicados
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Gréfico 8-3: Oxigeno disuelto vs Tratamientos aplicados
Realizado por: Gabriela Medina.2018

- Sélidos totales

En el Grafico 9-3 se presentan las medias de solidos totales obtenidas al final de la
experimentacion para cada tratamiento. La linea horizontal representa la concentracion inicial
del parametro, se observa que el tratamiento Aspergillus niger presentd la menor concentracion
lo que corresponde a un porcentaje 51% los tratamientos Pleurotus ostreatus y el Control
provocan una reduccion del 42% y 12% respectivamente, sin embargo, a nivel estadistico todos
los tratamientos generan resultados similares.
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Sdlidos totales vs Tratamientos aplicados
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Gréfico 9-3: Solidos totales vs Tratamientos aplicados
Realizado por: Gabriela Medina.2018

- pH

En el Grafico 10-3 se presentan las medias de pH obtenidas al final de la experimentacion para
cada tratamiento. La linea horizontal representa la concentracién inicial del parametro, se
observa que el tratamiento Pleurotus ostreatus presentd la menor concentracion lo que
corresponde a un porcentaje 63% los tratamientos Aspergillus niger y el Control provocan una
reduccién del 32% y 9% respectivamente, sin embargo, a nivel estadistico todos los tratamientos
generan resultados similares.
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pH vs Tratamientos aplicados

418

3,76

Media pH

3,63

T
Pleurotus_ostreatus

T
Aspergillus_niger

TRATAMIENTOS

Gréfico 10-3: pH vs Tratamientos aplicados
Realizado por: Gabriela Medina.2018

3.6.2. Control crecimiento microbiano

T
Control

Los resultados correspondientes a los cultivos del agua residual de las unidades experimentales

alos 1, 9,18 dias de tratamiento se observan en la Tabla 13-3.

Tabla 13-3: Crecimiento de los hongos en las unidades experimentales

Pleurotus ostreatus Aspergillus niger.
DIA1 ALTO (+++) MEDIO (++)
DIA9 BAJO (+) BAJO (+)
DIA 18 NO VISIBLE (-) NO VISIBLE (-)

Realizado por: Gabriela Medina.2018.

Estos valores son semejantes a los reportados por varios autores (Fernandez, y otros, 2009) para

residuales de curtiembre. A nivel microbiolégico la presencia de bacterias de la especie bacillus,

heterétrofos totales 77000 UFC/100ml, y hongos filamentosos en diversas concentraciones.
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CONCLUSIONES

. Los resultados de los parametros medidos del agua residual presentaron los siguientes
valores de 3,2 para pH, 24°C de temperatura, 48800 mg/l de sélidos totales, 22580 mg/l de
solidos disueltos, 89900 mg/l de DBOs, 101000 mg/l de DQO, 4470 puS/cm de conductividad,
153,78 Utn de turbidez, 8014 Pt Co de color, 7,11 mg/l de oxigeno disuelto. De los resultados
de la caracterizacion fisico-quimica se determina que el agua residual requiere tratamiento

bioldgico.

. Los hongos de podredumbre blanca han mostrado gran potencial para degradar
colorantes, esta propiedad se debe a que poseen un complejo de enzimas oxidativas
extracelulares que se emplea para la degradacion de la lignina. Pleurotus ostreatus y Aspergillus
niger, si tienen capacidad para degradar CNR5 debido al sistema de multienzimas que tiene.
Para Pleurotus ostreatus 90,93% y Aspergillus niger 88,45% con concentraciones de 150 y
100ppm respectivamente en medio liquido para el colorante negro reactivo 5, después de 18

dias de tratamiento a escala de laboratorio.

. La decoloracion durante las cinética realizada, se dio principalmente durante los 9
primeros dias, en el caso de Pleurotus ostreatus para todas las concentraciones del colorante
negro reactivo 5. Y Aspergillus niger al término de los 18 dias de experimentacion

° Empleando un analisis univariante con el programa estadistico IBM SPSS versién 21 se
encontraron diferencias significativas entre las medias de concentracion de CNRS5 respecto a los
tratamientos utilizados. por medio de la prueba de comparacion de medias t para muestras
relacionadas el tratamiento P6 caus6 mayor remocion en la concentracion del colorante negro

reactivo 5 al finalizar los 18 dias.

. De las cepas evaluadas se seleccion6 a Pleurotus ostreatus inmovilizado con estropajo
vegetal Luffa cylindrica colonizado en medio sélido (CMS), presentando elevada porosidad,
adsorcion y actividad bioldgica para la remocion de (CNR5). Siendo eficiente a diferentes
concentraciones del colorante (100-150-200 ppm), y bajo condiciones de operacién a escala de
laboratorio fue capaz de remover el 90,93% mediante un sistema enzimético Gnico que funciona
en el ambiente extracelular, mecanismo que permite que estas enzimas sean cataliticamente
activas sobre una gran diversidad de sustratos organicos, la biomasa fungica se inmoviliz6 en
soportes biodegradables y porosos que combinan las propiedades fisicas de la matriz s6lida con

el potencial bioquimico del hongo inmovilizado.
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RECOMENDACIONES

- Evaluar la remocién del color de efluentes textileros utilizando P. ostreatus
inmovilizado con estropajo vegetal bajo las condiciones evaluadas en esta investigacion a escala

piloto.

- Determinar el nimero de ciclos operativos que puede resistir el soporte inmovilizado

conformado en la investigacion

- Desarrollar bioensayos con el fin de valorar la toxicidad en organismos vivos de los

compuestos generados dia a dia durante la curva de remocion.

- Emplear residuos de plantas como el banano que poseen cantidades significativas de
lignina, como potencial degradador de colorantes.

- Continuar desarrollando bioensayos con el fin de valorar la toxicidad en organismos

vivos de los compuestos generados dia a dia durante la curva de remocién CNR5.
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ANEXOS

ANEXO A: Recopilacion Fotografica

Fotografia 1A. Pleurotus ostreatus en agar PDA

Fotografia 2A. Aspergillus niger en agar PDA
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Fotografia 3A. Colonizacién en medio solido de Pleurotus ostreatus



Fotografia 4 A. Inmovilizacién de Pleurotus ostreatus en Luffa cylindrica

Fotografia 5 A. Conteo de esporas en camara de Neubauer Improved



Fotografia 6 A. Muestreo del agua residual

Fotografia 7 A. Bombo de tinturado



Fotografia 8 A. Inoculacién del agua residual

Fotografia 9 A. Unidades experimentales



Fotografia 11 A. Resultados de la remocién de colorante NR5



ANEXO B: Resultados fisicoquimicos finales

Tratamiento | Temperatura | pH Conductividad | Turbidez Solidos | Sélidos DQO DBOs
(°C) (uS/cm) (Utn) Totales | Suspendidos (mg/l) (mg/l)
(mg/l) (ma/l) 5-100
Al 16,1 3,4 960 138 84,52 69,31 1650 1550
A2 16,2 3,8 1024 157 77,83 70,64 1800 1650
A3 16,4 3,9 1009 429 79,85 71,59 2310 1890
A4 16,1 4,1 1030 178 80,36 78,87 1640 1630
A5 16,2 3,7 1034 137 76,25 76,71 1660 1650
A6 16,4 3,6 1603 139 78,7 74,73 1870 1640
A7 16,1 4,0 1030 178 80,85 70,81 1750 1800
A8 16,2 3,8 1024 167 73,31 74,21 1720 1700
A9 16,4 35 1789 239 72,89 77,75 1760 1810
P1 16,2 4,6 1150 398 44,49 69,51 1810 1820
P2 16,4 4,7 1070 1190 75,82 63,73 1630 1710
P3 16,2 4,7 1125 100 45,51 68,85 1670 1780
P4 16,3 3,5 1773 109 72,47 65,83 1890 1860




P5 16,1 3,9 2404 157 82,08 69,28 1630 1770
P6 16,3 3,2 1010 039 42,74 60,99 1540 1400
P7 16,2 4,6 1150 198 84,54 74,05 1750 1790
P8 16,4 4,3 1070 1190 70,9 77,73 1650 1640
P9 16,2 4,1 1125 100 78,79 75,46 2220 1610
C1 16,3 3,7 1773 109 76,80 81,84 2260 1810
C3 16,1 3,5 2404 157 74,34 82,77 2330 1960
C9 16,3 3,7 2212 135 77,79 83,98 2220 1920




