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RESUMEN

Se evalud la capacidad de tres especies de hongos pertenecientes a los géneros Aspergillus,
Penicillium y Fusarium para reducir aceites y grasas en aguas residuales generadas en la
produccién de quesos artesanales. Se aplicaron cuatro tratamientos: A (Aspergillus spp + Agua
residual [AR]), P (Penicillium spp + AR), F (Fusarium spp + AR), M (Aspergillus spp +
Penicillium spp + Fusarium spp + AR), y un control con agua residual sin inoculacion de esporas.
Las soluciones de esporas se inocularon ajustando una concentracion inicial de 1x10° esporas/ml
en los tratamientos Aspergillus spp y Penicillium spp y de 1x10* esporas/ml en Fusarium spp.
Cada tratamiento se realiz6 por triplicado, el tiempo de experimentacion fue de 17 dias
controlandose la concentracion de aceites y grasas a los 3, 5, 10 y 17 dias. Al término de la
experimentacion se midieron ademéas: DBOs, DQO, soélidos suspendidos y sélidos totales. Los
tratamientos A, P, F y M redujeron los aceites y grasas en un 73%, 72%, 41% y 87%
respectivamente, mostrandose que el tratamiento Mixto (M) causé mayor reduccion de aceites y
grasas. Se concluye que el uso de estos microorganismos representa una alternativa viable para el
tratamiento de aguas residuales originadas en la industria lactea y se recomienda continuar con
investigaciones que permitan el uso de estos hongos en etapas de pretratamiento de aguas con alto

contenido graso.

Palabras clave: <BIOTECNOLOGIA>, <MICROBIOLOGIA>, <TRATAMIENTO DE
AGUAS RESIDUALES>, <PARTICION GRAVIMETRICA>, <ACEITES Y GRASAS>,
< HONGO (Aspergillus)>, < HONGO (Penicillium)>, < HONGO (Fusarium)=>.

Xii



SUMMARY

The capacity of three species of fungi belonging to the genera Aspergillus, Penicillum and
Fusarium was evaluated to reduce oils and fat in wastewater generated in the production of artisan
cheeses. Four treatments were applied: A (Aspergillus spp + Residual water [RW]), P (Penicillium
spp + RW), F (Fusarium spp + RW), M (Aspergillus spp + Penicillium spp + Fusarium spp +
RW), and a control with residual water without inoculation of spores. The spore solutions were
inoculated by adjusting an initial concentration of 1x10° spores/ml in Aspergillus spp and
Penicillum spp treatments and 1x10* spores / ml in Fusarium spp. Each treatment was performed
in triplicate, the experimental time was 17 days, controlling the concentration of oils and fats at
3, 5, 10 and 17 days. At the end of the experimentation were also measured: BODs COD,
suspended solids and total solids. The treatments A, P, F and M reduced the oils and fat by 73%,
72%, 41% and 87% respectively, showing that the Mixed (M) treatment caused greater reduction
of oils and fats. It is concluded that the use of these microorganisms represents a viable alternative
for the treatment of wastewater originating in the dairy industry and it is recommended to continue
with investigations that allow the use of these fungi in stages of pretreatment of waters with high

fat content.

Keywords: <BIOTECHNOLOGY>, <MICROBIOLOGY>, <WASTEWATER
TREATMENT>, <GRAVIMETRIC PARTITION>, <OILS AND FATS>, <FUNGUS
(Aspergillus)>, <FUNGUS (Penicillium)>, < FUNGUS (Fusarium)>.
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INTRODUCCION

Identificacién del Problema

En los Gltimos afios, las queserias, se han consolidado como pequefias y medianas empresas
especializadas en la produccion de queso como consecuencia del incremento de la demanda de
este producto a nivel nacional. Se estima que en el pais, la industria lactea procesa 5,8 millones

de litros de leche al dia, de los cuales mas de un tercio se destina a la elaboracidn de quesos
(Orozco, 2015).

Los procesos de la industria lactea consumen volimenes significativos de agua generando gran
cantidad de residuos liquidos con alta carga organica. A nivel general, por cada litro de leche
procesada se emplean entre 0,5L a 3L de agua. De todo el sector lacteo, la elaboracion de quesos
es el proceso mas contaminante por la generacion de lactosuero (proteinas, lactosa, minerales,
vitaminas y grasas) y por el alto consumo de agua, siendo necesario 10% de leche y 90% de agua

para su elaboracién generando de 2L a 4L de agua residual por cada litro de leche (Magro, 2011;
Parra, 2009).

La composicién de efluentes de la industria lactea se caracteriza por un alto contenido de grasas,
lactosa y proteinas. El agua descargada modifica la apariencia de la fuente receptora, siendo uno
de los cambios observables la presencia de natas en la superficie del liquido (Condorchem Envitech,
2015), estas interfieren con el intercambio de gases entre el agua y la atmésfera debido a que estas
sustancias poseen baja densidad, poca solubilidad en agua y baja o nula degradabilidad, ademas
interfieren con la penetracién de la luz solar y en los niveles de oxigeno disuelto del cuerpo

receptor (Topanta, 2009).

La mayoria de tratamientos para aceites y grasas consisten en procesos fisico quimicos, sin
embargo el tratamiento con organismos vivos se presenta como una alternativa viable aunque
poco investigada, estos tratamientos presentan mayor eficiencia en degradacion de materia
orgénica y brindan un funcionamiento estable y control més sencillo de los procesos usados en

los tratamientos.



Se plantea como pregunta central del problema:

¢ Qué tratamiento biol6gico con hongos es efectivo para disminuir la cantidad de aceites y grasas

en las aguas residuales de las Queseras Artesanales de Quimiag?

Justificacion

Los aceites y grasas son inmiscibles con el agua y al mezclarse forman una pelicula superficial
impermeable sobre los cuerpos hidricos donde son vertidos. Ello genera condiciones anaerébicas

que evitan el ingreso y disolucién del oxigeno provocando que la vida aerdbica desaparezca
(Mendoza, 2010).

El tratamiento para aceites y grasas cominmente usado en aguas residuales consiste en un método
fisico donde las grasas y aceites son retenidos en estructuras especializadas para tal fin, en estas
se produce una separacion de las grasas lo que permite su recoleccién y posterior disposicion
final, sin embargo, este método Unicamente permite la separacion de estos componentes para
evitar que interfieran en procesos posteriores, sin llevarse a su degradacién. El uso de tratamientos
bioldgicos se presenta como una alternativa eficiente para tratar estos contaminantes, y brindan
la posibilidad de degradarlos ayudando a la reduccion de la contaminacion, el mejoramiento de
la calidad de las aguas receptoras y disminuyendo la acumulacion de aceites y grasas en el

ambiente.

Estudios realizados con hongos lipoliticos demuestran su eficacia para descomponer
triacilglicéridos. Los géneros Penicillium, Fusarium y Aspergillus son conocidos por producir en

gran cantidad lipasas, las enzimas encargadas de catalizar la hidr6lisis de aceites y grasas.

El estudio de tratamientos bioldgicos para la reduccion de aceites y grasas en aguas residuales de
plantas procesadoras de lacteos aporta a la generacién de nuevos conocimientos y a la posibilidad
de aplicarlos en pequefias plantas de tratamiento para mejorar su eficiencia, disminuyendo costos
al eliminar procesos preliminares, facilitando el mantenimiento de la planta y mejorando el

porcentaje de degradacion de materia organica.



OBJETIVOS

Objetivo General

Degradar aceites y grasas mediante el uso de Aspergillus spp, Penicillium spp y Fusarium spp,

en aguas residuales de Queseras Artesanales de Quimiag.

Obijetivos Especificos

- Caracterizar fisico-quimica y microbiolégicamente el agua residual de las Queseras
Artesanales de Quimiag.

- Formular las unidades experimentales con los hongos Aspergillus spp, Penicillium spp y
Fusarium spp.

- Determinar la degradacion de aceites y grasas en los tratamientos aplicados.



CAPITULO |

1 MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1 Antecedentes

El &rea de aceites y grasas ha sido de mucho interés investigativo principalmente como fuente de
estudio de microorganismos capaces de crecer en muestras con estos contaminantes y su

capacidad para actuar como potenciales agentes biorremediadores.

Flores, Garcia y Quirasco (2003) aislaron e identificaron microorganismos lipoliticos a partir de
una variedad de queso. De seis muestras tomadas tres presentaron crecimiento microbiano, de
estas, se consideraron 13 colonias (que fueron las que mayor actividad lipolitica presentaron) para
su identificacién. Una vez identificadas se determind que dos colonias eran levaduras de los
géneros Yarrowiay Candida mientras que el resto pertenecian a bacterias de los géneros Bacillus
y Staphylococcus.

Mendoza et al (2014) seleccionaron cepas de hongos que presentaban mayor actividad lipolitica
sobre aceite de higuerilla. Aislaron nueve cepas de hongos, de las cuales, ocho correspondieron
al género Penicillium y una al género Aspergillus. Estas cepas presentaron un buen crecimiento
sobre medios enriquecidos con aceite y buena actividad de hidrdlisis sobre placas con

triacilglicéridos de cadena corta.

Mendoza (2010) realizé el aislamiento y seleccién de hongos lipoliticos a partir de aceites
vegetales de desecho. En esta investigacion se tomé como base de estudio los microorganismos
capaces de crecer en aceites vegetales de desecho los mismos que fueron aislados de 6 muestras
de aceite usado en frituras, dando como resultado el aislamiento de 123 cepas, de las cuales 105

dieron positivo a la prueba para hongos lipoliticos. Las cepas aisladas pertenecen a los géneros



Penicillium, Aspergillus y Geotrichum géneros conocidos como buenos productores de lipasas,

enzimas que catalizan la hidrdlisis de aceites y grasas.

Rodriguez (2011) aisl6 e identifico bacterias y hongos en muestras de agua residual tomadas de
extractoras de palma aceitera en la zona de Quinindé, los que posteriormente fueron usados para
probar su capacidad de degradacion de la carga orgénica presente en las mismas. Las especies
identificadas fueron dos cepas de Fusarium, una de Aspergillus y de Brevundimonas. Con las
pruebas realizadas obtuvieron resultados positivos en la reduccion de materia organica en las

aguas residuales.

Castillo (2013) realiz6 la evaluacién de la actividad lipolitica de aislamientos de Fusarium spp
sobre distintas fuentes de lipidos, obteniendo como resultado mayor actividad fosfolipasa de F.
oxysporum, actividad fosfolipasa y esterasa de F. solani y actividad lipolitica en margarinas y
mantequillas de F. oxysporum, F. solani y F. verticillioides siendo F. solani la especie que

presentd mayor actividad lipolitica en los sustratos evaluados.

En una investigacion realizada por Berrio et al. (2001) con el objetivo de estudiar la produccion
y caracterizacion de lipasas, se investigaron 12 microrganismos productores de lipasas entre cepas
de bacterias, hongos y levaduras que fueron cultivadas en aceite de oliva 2% como fuente de
carbono. La actividad lipolitica expresada por hongos alcanzé niveles mayores a la expresada por
bacterias y levaduras siendo entre 5,4 y 2,8 mayor. Aspergillus niger y Aspergilus fumigatus
fueron los hongos que mejor produccion de lipasas presentaron, A. niger sobre aceite de oliva,
coco y girasol y A. fumigatus sobre aceite de oliva. La ventaja que presentan estos hongos es que

son generalmente reconocidos como seguros (GRAS).

Rosas (2015) aisl6 y caracterizd6 una cepa de un hongo silvestre productor de lipasas
extracelulares. Después de un periodo de observacion y crecimiento se observo la actividad

lipolitica del mismo y por microcultivo se confirmé que el hongo pertenecia al género Penicillium.

Con base en estos estudios es necesario comprobar la eficiencia los géneros de microorganismos
mencionados en aguas residuales ricas en aceites y grasas producidas principalmente en la

elaboracion de quesos y otros derivados lacteos.



1.2 Marco Conceptual

1.2.1 Queseras artesanales

Se toma a una actividad como artesanal cuando el producto final no corresponde a produccion
industrial, mecanizada o en grandes series. Se puede definir a una quesera artesanal tomando en
cuenta varios criterios: el criterio cuantitativo sefiala como elaboracion artesanal de quesos
cuando el proceso es manual y se trabaja con volimenes de leche no mayores a 500L o 1000L
diarios, el criterio cualitativo hace referencia a la materia prima usada, siendo aceptados como
artesanales aquellos producidos Unicamente con leche cruda, cuajo y sal. Una tercera via indica
como quesos artesanales a aquellos producidos por los mismos ganaderos dentro de sus

propiedades (B. Fernandez y F. Fernandez, s.f.)

Fernandez et al. (s.f.) menciona que al concepto de queseras artesanales se acompafan las

siguientes caracteristicas:
- Integracién de una o varias explotaciones ganaderas.
- Limitacion de las cantidades producidas.

- Ausencia de ciertos procesos industriales como clarificacion de la leche, homogenizacion o

pasteurizacion por placas.

- Ausencia de aditivos o espesantes excepto cuajo, sal y fermentos lacticos.

1.2.2 Produccién de queso

El queso es un producto elaborado con leche, se forma por coagulacién de las proteinas de la
leche por aplicacion del cuajo (enzima que desestabiliza a la caseina). Para acelerar la coagulacion
pueden afiadirse otras enzimas o sustancias acidificantes. Después se moldea, se sala, se prensa y
en algunos tipos de queso se siembra con cultivos bacterianos o fungicos. El producto puede

consumirse fresco o en distintos grados de maduracion. (Centro de Actividad Regional para la Produccion
Limpia [CAR/PL], 2002).



1.2.2.1 Proceso productivo

Segun el CAR/PL (2002) para el proceso de elaboracidn de quesos, la leche debe ser tratada para
acondicionar sus caracteristicas fisicas, quimicas y biologicas, una vez lista la leche se procede a
la etapa de coagulacion donde se la lleva a una temperatura adecuada y se afiaden enzimas para
gue se formen coagulos. Terminada la coagulacion se corta la cuajada en pequefios cubos para

favorecer el desuerado.

Se separa el suero y se introduce la cuajada en moldes. Estabilizada la masa, se sala'y dependiendo
del tipo de queso (fresco 0 maduro) se envasa o se deja para su maduracion. Las distintas etapas

del proceso se explican en la Tabla 1-1.

Tabla 1-1: Proceso productivo para la elaboracion de quesos y aspectos medioambientales.

en la etapa anterior debido a la presencia

de lactosuero.

Operacion Descripcién Aspecto medioambiental
Coagulacion Precipitacion de la caseina formando una | Derrames de leche
masa gelatinosa que engloba a todos los | Consumo  de  energia
componentes de la leche, puede ser acida, | térmica.
enzimatica o mixta.
Corte y desuerado Consiste en la separacion del gel formado | Vertido de lactosuero

Moldeo y prensado

Verter en moldes los trozos de la cuajada
para dar forma a la masa del queso. Con
el prensado se favorece a la eliminacién
del lactosuero y mejora la consistencia

del producto final.

Vertido de lactosuero

Salado

Adicion de sal de acuerdo al tipo de
gueso a producirse para darle al producto

el sabor deseado.

Consumo de agua para la
salmuera.

Vertido de salmuera.

Secado y maduracion

Se expone al producto a una corriente de
aire para gue se seque su superficie y se
Ileva a las salas de maduracion donde se

controla la temperatura y humedad.

Consumo de energia.

Fuente: CAR/PL, 2002.

Realizado por: Verénica Verdezoto. 2017




1.2.3 Aguas residuales en la Industria Lactea

El problema medioambiental mas importante de la industria lactea es la generacion de aguas
residuales con alto contenido de carga organica. Los residuos liquidos generados por pérdidas de
producto, lactosuero, fermentos, salmuera y por actividades de limpieza se caracterizan por tener
pH extremos, alto contenido de DBO, DQO, sélidos en suspension, aceites y grasas; asi como
nitrégeno, fosforo, cloruros y variaciones en las caracteristicas fisicas, los valores promedio de
los efluentes se muestran en la Tabla 2-1. Se estima que solo en las fases de limpieza y proceso

se generan de 0,8L a 1,5L de aguas residuales por litro de leche procesada (AEMA, 2014).

La mayor parte del agua usada en el proceso se convierte en agua residual, el agua se usa
principalmente en la produccion, enfriamiento, operaciones de limpieza y usos sanitarios. Toda
el agua usada es finalmente desechada ya que no se incorpora en el producto final. La cantidad
de agua residual generada depende del tipo de producto elaborado vy el tipo de proceso productivo.
Se habla de un vertido total de 1,5 a 2,5 litros de agua por cada litro de leche usada (EOI, 2008, p.
8).

1.2.3.1 Composicion general

Generalmente, las aguas residuales proceden de la limpieza de equipos y superficies, aguas de
enfriamiento junto a restos de leche y lactosuero. Si la red de drenaje es unitaria, las aguas se
mezclan con el agua de lluvia dando como resultado la modificacion de su composicién. La
composicion del agua residual depende del tipo de producto, nivel de produccion y la tecnologia
empleada para su produccion. A nivel general, las aguas se caracterizan por contener una alta
concentracion de materia organica (DBOs y DQO), aceites y grasas, fésforo y nitratos asi como
alta biodegradabilidad, alta conductividad, presencia de s6lidos en suspensién y valores de pH

extremos (EOI, 2008, p. 9).

Para empresas de fabricacion de queso, el agua cuenta también con lactosuero que eleva la carga
contaminante. El lactosuero proviene de las operaciones de corte-desuerado y moldeo-prensado,
estas operaciones, junto al salado, generan mayor cantidad de aguas residuales en la produccion.
Las empresas dedicadas a la elaboracion de quesos presentan en sus aguas residuales los

contaminantes descritos en la Tabla 2-1.



Tabla 2-1: Composicion de aguas residuales generadas en la

produccién de queso.

Parametro Quesos
pH 6,9
DQO (mg/l) 4500
DBOs (mg/l) 2750
Solidos en suspensién (mg/l) 850
Fosforo 35
Conductividad (puS/cm) 3150
Cloruros 220
Nitratos 105
Nitritos 35
Aceites y grasas (mg/l) 365
Detergentes 7

Fuente: EOI, 2008
Realizado por: Veronica Verdezoto. 2017

- pH

El pH es una medida de la acidez o basicidad de una sustancia. Significa “potencial de hidrogeno”
y se calcula con el logaritmo negativo en base 10 de la concentracion de iones hidrégeno presentes
en la sustancia. La escala de pH va desde 0 hasta 14, donde el 7 corresponde a sustancias neutras,

a laizquierda se representa la acidez y a la derecha la basicidad (Barba et al., 1991, p.24).

El pH es un pardmetro de vital importancia tanto para aguas residuales como para aguas naturales,
aguas residuales con valores inadecuados de pH dificultan el tratamiento biol6gico puesto que la
actividad bioldgica se desarrolla en un rango de pH estricto. Si el efluente, sin una modificacion
previa de pH, se descarga en aguas naturales tiene la capacidad de modificar su composicion y

alterar la vida presente en las mismas (Espigares y Pérez, s.f., p. 15).

- Conductividad

La conductividad es una expresién numérica que indica la capacidad de una solucién para

transmitir corriente eléctrica. Esta depende de iones, su concentracion, valencia, temperatura



ambiental, entre otros. Con el valor de la conductividad se puede hacer un estimativo rapido de

sélidos disueltos (Romero, 2009, p. 114).

Las conductividades altas indican la presencia de impurezas y sales disueltas, principalmente
sales de cloruro, nitrato, sulfato, fosfato, sodio, magnesio y calcio. La unidad basica para medir
la conductividad es el Siemens por centimetro (S/cm), cada sustancia tiene una conductividad en
un rango especifico por lo que su medicion ayuda a detectar descargas provenientes de distintas

industrias y es Gtil como indicador de calidad de aguas dulces (Goyenola, 2007, p. 1).

- Solidos

Segun el Centro de Investigacion y Desarrollo Tecnolégico del Agua [CIDTA] (s. f.) el término
solidos se refiere a toda materia solida presente en una sustancia. Este término engloba a materia
en suspension, sedimentable, coloidal y disuelta. Los métodos para determinar sélidos son

gravimétricos.

Se pueden diferenciar varios tipos de sélidos, los cuales se describen en la Tabla 3-1.

Tabla 3-1: Sélidos presentes en aguas.

Sélidos Definicion

Totales Materia que permanece como residuo después de evaporacion y secado a

103°C. Incluye material disuelto y no disuelto (Sélidos suspendidos).

Disueltos Corresponde al residuo filtrable. Se determina por la diferencia entre

solidos totales y sélidos suspendidos.

Suspendidos Corresponde al material no filtrable o no disuelto.

Volétiles y fijos | Materia determinada a partir del analisis de s6lidos suspendidos donde se
somete a la muestra a calcinacion a 550 °C. Se considera sélidos volatiles
a la pérdida de peso y sdlidos fijos al residuo remanente. Generalmente se
determinan en aguas residuales y lodos como indicativos de materia

orgénica.

Sedimentables | Sélidos en suspensidn que sedimentan en condiciones tranquilas por accion

de la gravedad.

Fuente: Romero, 2009.
Realizado por: Verénica Verdezoto. 2017
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La determinacion de sélidos totales es de mayor importancia en agua potable que en agua residual
debido a que en aguas residuales es complicado interpretar su verdadero significado. Los s6lidos
suspendidos totales y volatiles son importantes para determinar la fuerza del agua residual y para
medir la eficiencia de las estaciones de tratamiento. Los solidos sedimentables ayudan al disefio

y control de rendimiento de tanques de sedimentacion (Romero, 2009, p. 113).

- Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)

Mide el material organico en una muestra de agua mediante oxidacion quimica. Determina la
cantidad de oxigeno necesaria para oxidar la materia organica por medio de un agente quimico.
La DQO es mayor que la DBO debido a que por lo general es mayor la cantidad de sustancias

oxidables por via quimica que por via bioldgica (Espigares y Pérez, s.f., p. 13).

En muchas aguas residuales se puede establecer una relacion entre la demanda quimica de
oxigeno (DQO) y la demanda bioquimica de oxigeno (DBO), este hecho resulta Gtil debido a que
la DQO puede ser calculada en menor tiempo que el necesario para determinar la DBO. Una vez
se establece la relacion se puede usar la DQO para controlar el funcionamiento de plantas de

tratamiento (CIDTA, s.f., p. 39).

- Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO)

Segun Romero (2009, p. 175), la demanda bioquimica de oxigeno es la medida de la cantidad de
oxigeno que necesitan los microorganismos para degradar la materia organica presente en una
muestra. Su determinacion esta relacionada con el oxigeno disuelto que es consumido por los

microorganismos en el proceso de oxidacién de la porcién organica.

El ensayo se realiza por un lapso de 5 dias a 20°C, este tiempo representa del 60 al 70% de

estabilizacion de la materia organica. Generalmente se expresa como DBOs (Espigares y Pérez, s.f., p.
13).
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Este pardmetro es importante para el tratamiento bioldgico debido a que indica la cantidad de
materia organica biodegradable. Ademas, ayuda al dimensionamiento de equipos para el
tratamiento de aguas residuales, para medir la eficacia de procesos de tratamiento y para el control
de vertidos (CIDTA, s.f., p. 29).

- Aceites y grasas

Segun Romero (2009, p. 94) los aceites y grasas son lipidos, compuestos poco solubles en agua
pero solubles en compuestos organicos. Los compuestos livianos son aceitosos y los pesados
grasosos. Pertenecen a uno de los principales grupos que componen la materia organica en aguas
residuales. De acuerdo al método usado, se definen en aguas, como aquellas sustancias solubles
en solventes organicos como fredn o hexano. Los aceites y grasas en aguas residuales producen
olores, por su baja solubilidad son dificiles de biodegradar y generan problemas en plantas de

tratamiento y alcantarillado.

Estos compuestos, se separan de la porcién acuosa y forman natas en la superficie del agua
reduciendo su capacidad de flujo por conductos siendo necesaria su remocion en plantas de
tratamiento. Son compuestos dificiles de tratar por la via biologica porque interfieren en la
transferencia de oxigeno del agua a las células interfiriendo en el tratamiento biol6gico aerobio.
Su cuantificacion es necesaria para determinar la necesidad del pretratamiento, la eficiencia de

los procesos de remocion y el grado de polucion de estos compuestos (Romero, 2009, pp. 197-198).

- Otros contaminantes

Fosforo: Es esencial para el crecimiento de los organismos. En aguas residuales se pueden
encontrar como ortofosfato, polifosfato y fosfato organico. La forma inorganica mas importante
es el fosforo soluble u ortofosfato que es directamente asimilable por los microorganismos. Altas
concentraciones de fosforo en el agua producen eutrofizacion, crecimiento exagerado de algas

por exceso de nutrientes (Espigares y Pérez, s.f., p. 16).

Nitrégeno: Es esencial para el crecimiento de microorganismos y plantas, pero en grandes
concentraciones causa eutrofizacion. El contenido total de nitrdgeno estd determinado por
12



nitrdgeno orgéanico, amoniaco, nitritos y nitratos. En aguas residuales la primera forma de
nitrogeno es la urea y proteinas que son facilmente degradadas a amoniaco del cual se derivan los
nitratos y nitritos (CIDTA, s.f., p. 43).

Los nitritos suelen considerarse como indicadores de contaminacion fecal y son facilmente
oxidables a nitratos. Segun Romero (2009, p. 142), los nitritos rara vez aparecen en una
concentracion mayor a 1 mg/l, incluso en aguas residuales. Los nitratos son la forma méas oxidada

del nitr6geno (Espigares y Pérez, s.f., p. 16).

Cloruros: Indican de manera indirecta contaminacién de origen fecal pero pueden haber otros
motivos que justifiquen su presencia en aguas residuales como: infiltracidn, uso de sustancias
ablandadoras y en caso de aguas residuales de industria lactea, por el uso de salmuera para el

proceso de salado del queso (Espigares y Pérez, s.f., p. 15).

Detergentes: Los detergentes se componen por tensoactivos, moléculas de gran tamafio
ligeramente solubles en agua, causan espumas en las plantas de tratamiento y en el agua receptora

de vertidos de agua residual, se concentran en la interfase aire agua (CIDTA, s.f., p. 25).

1.2.3.2 Tratamiento de aguas residuales

Segun la Escuela Organizacion Industrial [EOI] (2008) el tratamiento de aguas residuales para
efluentes lacteos debe contemplar la reduccién de DBOs, aceites y grasas, sélidos suspendidos y
correccion del pH. De acuerdo a la concentracion de los pardmetros se adecuan los sistemas de
tratamiento. Los tratamientos aplicables pueden ser fisicos, quimicos o biol6gicos, siendo
necesario antes una etapa de pretratamiento para disminuir parametros que interfieren en etapas

posteriores.

La etapa de pretratamiento es importante antes de aplicar un tratamiento biologico porque se
deben separar sélidos en suspension y aceites y grasas. En aguas residuales de la produccion de
quesos es necesario ademas controlar los niveles de fosforo y lactosuero. Para separar aceites y
grasas se usa el método de separacion por flotacion con adicion de coagulantes y ajuste de pH

para asegurar un buen rendimiento de separacion. (EOI, 2008).
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Las tecnologias que pueden usarse en tratamiento de aguas residuales de industrias lacteas son
tratamientos de tipo bioquimico y bioldgico, incluyendo tratamientos con microorganismos
benéficos y tratamientos bioldgicos anaerobios. Las plantas tradicionales generalmente cuentan
con procesos de lodos activados que incluyen metabolismo microbiano de tipo aerobio de grasas,
proteinas y lactosa; y de tipo anaerobio que a veces es inhibido por la presencia de grasas que

causan eliminacion de nutrientes (Tirado et al, 2016).

Por el alto contenido graso se realiza una eliminacién previa del mismo mediante una trampa de
grasas. De acuerdo al portal ambiental de la Universidad del César - Colombia [UNICESAR]
(2009), las trampas de grasas son sistemas disefiados para separar los aceites y grasas de las aguas
residuales evitando que estos contaminantes ingresen a la red de alcantarillado publico o su
interferencia en procesos posteriores. Estos equipos deben ser colocados entre la fuente de
descarga y el alcantarillado.

Las trampas de grasas retardan el paso de agua haciendo posible una separacién del material graso
del agua residual. Los aceites y grasas flotan en la superficie mientras que los sélidos mas pesados
sedimentan en el fondo de la trampa permitiendo que el agua pase libremente al sistema de
alcantarillado o a otros procesos de tratamiento. Las grasas recogidas por medio de este sistema
son desechadas como residuo sélido a los sistemas de recoleccion de basura (UNICESAR, 2009).

Las aguas residuales de industrias lacteas son dificiles de tratar debido a la presencia de
contaminantes organicos como carbohidratos, lipidos y proteinas; dando como consecuencia que

los tratamientos convencionales sean costosos y consuman demasiado tiempo en el tratamiento
(Behzad, 2013; citado en Tirado et al, 2016).

Segun Tirado et al (2016, p. 7) el tratamiento fisicoquimico mas usado en tratamiento de aguas
residuales es la coagulacién-floculacion donde se forman aglomerados con los contaminantes que
luego son removidos por filtraciéon y sedimentacion, sin embargo, estos tratamientos no son

capaces de degradarlos ni eliminarlos completamente.

El uso de tratamientos de tipo bioldgico representa una alternativa para mejorar la eficiencia de

las plantas de tratamiento. Los microorganismos eficientes, grupos de hongos, bacterias y

levaduras, tienen la capacidad de usar los contaminantes presentes en el agua residual como
14



fuentes de carbono y energia para su metabolismo y crecimiento (Herrera y Corpas, 2013; citados en
Tirado et al, 2016).

1.2.4  Aceitesy grasas

Los aceites y grasas son sustancias de origen lipidico definidas como: “moléculas formadas casi
de forma exclusiva por triacilglicéridos en una cantidad mayor al 95%, cuyo contenido es una
molécula de glicerol que tiene tres &cidos grasos esterificados que pueden ser de muy diversa
longitud” (UTN, 2016).

El término grasas hace referencia a compuestos sélidos a temperatura ambiente mientras que
aceites se refieren a sustancias liquidas. Segun Beyer y Walter (1987, p. 262) las grasas de origen
animal estan compuestas en su mayoria por glicéridos de tres &cidos grasos: oleico, estearico y
palmitico. La grasa de la leche (mantequilla) ademas contiene otros acidos inferiores. De acuerdo
a Romero (2009, p. 94) ademés de los acidos grasos antes mencionados, en los aceites y grasas

se pueden encontrar también al 4cido linoleico, miristico y araquidénico.

1.2.4.1 Triacilglicéridos

El término grasas se refiere generalmente a los triacilglicéridos. Los triacilglicéridos son una
mezcla de acidos grasos saturados e insaturados de cadena larga unidos a un glicerol. Los aceites
y grasas, independientemente de su origen son mezclas de moléculas de diferentes glicéridos.

Quimicamente no existe diferencia entre aceites y grasas (MacFaddin, 2000, p. 269).

Los triacilglicéridos sélidos a temperatura ambiente se denominan grasas y estan compuestos, en
su mayoria, por &cidos grasos saturados mientras que aquellos triacilglicéridos que se presentan
en forma liquida a temperatura ambiente se denominan aceites y poseen en su estructura acidos
grasos insaturados. La presencia mayoritaria de &cidos grasos saturados en las grasas hace posible

su empaquetamiento compacto a diferencia de lo que sucede en los aceites (UHU, 2005, p. 35).

15



En células vivas, estos compuestos actlian como depdsitos de energia a los cuales la célula puede
recurrir en periodos de escasez de nutrientes. Los triacilglicéridos se almacenan en forma de gotas

microscopicas separadas del citosol acuoso circundante (Porto, s.f., p. 6).

1.2.4.2 Aceitesy grasas en el ambiente

Segun el CIDTA (s. f.) los aceites y grasas presentes en aguas residuales son compuestos
organicos de alta estabilidad por lo que su descomposicion no resulta sencilla, sin embargo,
pueden sufrir accion de acidos minerales que los descomponen en acidos grasos y glicerina. Estas
sustancias disminuyen la concentracion de oxigeno en los cuerpos receptores modificando sus

propiedades y afectando a los organismos que viven en ella (Topanta, 2009).

Romero (2009, p. 72) menciona: “algunos acidos carboxilicos como el acido butirico y el valérico
tienen olores extremadamente desagradables, asociados con grasas y aceites en descomposicion.
La descomposicion anaerobia de acidos grasos de cadena larga da como resultado la produccién

de acido acético y propionico, que se convierten en metano y dioxido de carbono”.

Las grasas insaturadas sufren reacciones de oxidacién al entrar en contacto con el aire creando
compuestos de sabor u olor rancio y desagradable. A nivel industrial se recurre a la hidrogenacion
para controlar esta reaccién. La hidrogenacion es un proceso quimico que afiade hidrogeno a las
grasas insaturadas disminuyendo el nimero de enlaces dobles y retardando el proceso de

enranciamiento (Zamora, 2016).

La oxidacion de lipidos ocurre mediante reacciones en cadena de radicales libres en las cuales se
diferencian etapas de iniciacion, propagacion y terminacion. Las reacciones inician con un
minimo contacto de los acidos insaturados con el oxigeno, por medio de reacciones laterales se

producen aldehidos, cetonas y acidos compuestos que producen la rancidez (Calvo, s.f.).

De acuerdo a Rojano (1997, p. 11), la reaccién de oxidacion da comienzo con la formacion de un
radical lipidico (Re) a partir del lipido (RH) por accion de la luz, calor o metales pesados. El
radical lipidico (Re) reacciona inmediatamente con el oxigeno generando un radical perdxilo

(ROO-), este radical ataca a otro lipido sustrayéndole un hidrégeno para formar un hidroperéxido
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lipidico (ROOH) més un nuevo radical lipidico (R+) que inicia nuevamente la propagacion. La
propagacion se interrumpe por las reacciones de terminacion, en las cuales, hay un consumo de

los radicales. El proceso se resume en la Figura 1-1.

ki ,
RH ——— Re + He (1) INICIACION
Re + O3 — RrOoO . (2) PROPAGACION
ROO « + RH —X3 ROOH + Re (3)

Re 4+ ROO « —_—
(4} TERMINACION

R(}U s ¥ RDO - —- {5}

—
R. + RQ {E}

Figura 1-1: Mecanismo general de oxidacion de lipidos

Fuente: (Rojano, 1997, p. 11). Oxidacién de lipidos y antioxidantes

Los acidos grasos pueden ser degradados por la respiracién anaerobia de los microorganismos.
La degradacion anaerobia de los lipidos comienza cuando estos son hidrolizados por enzimas
extracelulares producidas por microorganismos acidogénicos dando como resultado acidos grasos
de cadena larga y glicerol. Los &cidos grasos de cadena larga (compuestos solubles mas sencillos)
son metabolizados por bacterias acidogénicas transformandose a cadenas cortas de acidos grasos,
alcoholes, didxido de carbono y otros productos intermedios. Los acidos grasos de cadena corta,
por accién de microorganismos acetogénicos, son transformados a acido acético, hidrégeno y
diéxido de carbono. Por Gltimo los microorganismos metanogénicos producen metano a partir del

acido acético mas H, y CO; (FAO, 2011, p. 18). Las reacciones se resumen en la Figura 2-1.
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MATERIA ORGANICA COMPLEJA

{ PROTEINAS ] { CARBOHIDRATOS } [ UPIDOS }

HIDROLISIS l 1 l 1 J 1

[ AMINOA CIDOS, AZUCARES } [ ACIDOS GRASOS, ALCOHOLES J

PRODUCTOS INTERMEDIOS

a PROPIONICO, BUTIRICO, OXIDACION
EERVIENAGIGHN VALERICO, ETC g ANRERTBICA

1

ACETOGENESIS

3 7
ACETICO HIDROGENO, G0,
WETANOGENESIS s 4 METAND GENESIS
ACETOCLASTICA HIDROGENOTROFICA

METANO,
DIOXIDO DE CARBONO

Figura 2-1: Reacciones de la digestion anaerébica.

Fuente: (FAO, 2011, p. 19). Manual de biogas

1.2.4.3 Métodos de analisis de aceites y grasas

El anélisis de aceites y grasas permite determinar las sustancias no solubles en agua que pueden
disolverse en un solvente organico. De acuerdo al método usado, el analisis de aceites y grasas
incluye todas las sustancias solubles en hexano que no se pierdan durante la evaporacion posterior
del solvente y el secado del residuo en un frasco de destilacion. El solvente extrae las grasas y
aceites, el producto de la extraccion se recoge en un recipiente de destilacion previamente pesado.
Posteriormente se evapora el solvente organico y el residuo seco se pesa para conocer el contenido

de aceites y grasas o sustancias extraibles por hexano (Romero, 2009, p. 198).

Segun Alvarado et al (2006) existen tres métodos para el analisis de aceites y grasas en aguas

residuales:

- Método de particion gravimétrica.
- Método de particion infrarrojo.

- Método de extraccion soxhet.

De acuerdo a Lermann et al (2007), el método de particién gravimétrica consiste en diluir los
aceites y grasas de la muestra en un solvente de extraccion. Para la aplicacion de este método se

transfiere la muestra a un embudo de decantacion, se agita vigorosamente y se deja decantar las
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fases. Se drena la fase acuosa en otro recipiente para realizar otras extracciones, cuyo numero
depende de la naturaleza de la muestra. La fase no acuosa se recupera en un recipiente de masa

conocida. Se evapora el solvente y se pesa el recipiente.

Si no se obtiene una fase no acuosa libre de emulsiones, se somete la muestra a centrifugacion o
se afiade sulfato de sodio anhidro que tiene la capacidad de romper las emulsiones. La

concentracion de aceites y grasas se obtiene por diferencia de los pesos (Lermann et al., 2007).

El método de particion infrarroja permite determinar todas las sustancias volatiles y no volatiles
semejantes entre si que sean solubles en solventes organicos y susceptibles de medicién por
espectroscopia infrarroja en el rango de 3,4 a 3,5 L (Tensiones C-H). Para analizar aceites y grasas
por medio de este método, se lava a la muestra de agua con 25 ml de tetracloruro de carbono +
0,5 g de cloruro de sodio y se dejan separar las fases. Para realizar las mediciones se ajusta el
equipo para operar en un rango de 0 a 50ppm y se realizan las medicines con el extracto no acuoso

recuperado del proceso de lavado, tomando como blanco una celda con tetracloruro de carbono
(APHA, 1998).

El método de extraccion Soxhlet es aplicable para determinar lipidos bioldgicos, hidrocarburos
polares de petréleo y cuando las grasas no volatiles pueden alterar el limite de solubilidad del
solvente. Para aplicar este método, se somete a la muestra a una filtracion al vacio usando un
lecho filtrante con tierra de diatomeas, finalizada la filtracion se dobla el lecho filtrante y se
transfiere a un dedal de extraccion. El dedal de extraccion se seca por 30 minutos a 103°C y se
lleva al equipo Soxhlet. La extraccidn se realiza por cuatro horas y la cantidad de aceites y grasas

se determina por diferencia de pesos del vaso extractor (IDEAM, 2007).

1.2.5 Microorganismos lipoliticos

Se conoce como microorganismos lipoliticos a aquellos capaces de hidrolizar aceites y grasas por
la accion de lipasas, enzimas que en alimentos, producen alteraciones en el sabor y el olor debido

a la liberacion de &cidos grasos.
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Los microorganismos capaces de producir lipasas son encontrados en diversos medios, por
ejemplo: en desechos, residuos vegetales, productos l&cteos, suelos contaminados con
hidrocarburos, etc. Producen lipasas extracelulares haciendo mas facil su extraccion del medio de

cultivo (Aceves y Castafieda, 2012, p. 2).

Muchos microorganismos como hongos filamentosos, bacterias y levaduras son conocidas como
buenos productores de lipasas. Dentro de los més investigados destacan: Fusarium solani,
Penicillium restrictum, Penicillium citrinum, Penicillium chrysogenum, Rhizopus arrhizus,
Rhizopus oligosporus, Aspergillus niger, Candida rugosa, Yarrowia lipolytica, Rhizomucor

pusillus y Rhizopus rhizopodiformis (Mendoza, 2010).

1.2.5.1 Lipasas

Las enzimas son catalizadores de las reacciones de los sistemas biol6gicos, se caracterizan por su
especificidad y porque aceleran la velocidad de reaccion (UNAM, 2012, p. 60). Segun lo mencionado
por Gonzélez et al. (2010) y Rivera y Garcia (2007), las lipasas (glicerol-éster-hidrolasas; EC
3.1.1.3) son enzimas que hidrolizan los enlaces éster presentes en los acilgliceroles de sustratos
insolubles. Estas enzimas se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza: en plantas,

animales y microorganismos.

Las lipasas son enzimas solubles en agua que actlan sobre sustratos insolubles por lo que operan
unidas a la interface lipido — agua. Para algunas lipasas, su pH éptimo se encuentra en niveles
acidos. A nivel bioldgico, las lipasas inician el metabolismo de los aceites y grasas reduciéndolos
a acidos grasos y glicerol. Las lipasas son importantes para movilizar lipidos entre células y para

transferir lipidos de un organismo a otro (Rivera y Garcia, 2007; Gonzélez et al, 2010).

Las lipasas microbianas reciben especial atencion por su posibilidad de aplicacién biotecnolégica
debido a que constituyen uno de los grupos mas importantes de biocatélisis. Las lipasas
microbianas son més versatiles que las presentes en plantas y animales. Presentan alta estabilidad

en solventes organicos, actividad en diversas condiciones y especificidad de sustrato (Rivera y
Garcia, 2007, p. 37).
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Por lo general, las lipasas microbianas son excretadas por las células y son encontradas como
enzimas extracelulares debido a que la hidrolisis de los triacilglicéridos se da fuera de la célula
porgue no pueden ser absorbidos de manera directa (UNAM, 2012, p. 60). Las lipasas son sintetizadas
por los microorganismos en presencia de un catalizador: los lipidos. La produccion de lipasas
microbianas depende de la especie del microorganismo. Para su obtencion, la fuente de carbono

debe ser de naturaleza lipidica (Aceves y Castafieda, 2012, p.1).

1.2.5.2 Lipidos como nutrientes microbianos

Los microorganismos pueden ocupar los triacilglicéridos luego de su hidrélisis por accién de las
lipasas, que dan como resultados glicerol y &cidos grasos libres. Los acidos grasos pueden ser
atacados tanto anaerobia como aerobicamente por diferentes microorganismos

quimioorgan6trofos (Madigan et al., 2003, p. 597).

A nivel bioldgico, los &cidos grasos se oxidan por medio de un proceso llamado B-oxidacion en
el cual se liberan dos carbonos de los acidos grasos. El proceso comienza con la activacién del
acido graso con coenzima A formando acil graso-CoA. Esta molécula pasa por una reaccion de
oxidacion, dos de deshidrogenacion donde se transfieren electrones a FAD y NAD* y una de
tidlisis, dando como resultado la liberacion de una molécula de acetil-CoA y por la entrada de
Coenzima A, se libera también un &cido graso con 2 carbonos menos en forma de acil graso-CoA,

esta molécula inicia nuevamente el proceso (Madigan et al., 2003; Carrero y Herraez, 2011).

El proceso se describe en la Figura 3-1.
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Figura 3-1: Mecanismo de B-oxidacién de acido grasos

Fuente: (Carrero y Herrdez, 2011). B-oxidacién mitocondrial de acidos grasos saturados de cadena par

La mayoria de acidos grasos tienen namero par de carbonos por lo que la B-oxidacion completa
da como resultado Unicamente la formacion de moléculas de acetil-CoA. El acetil-CoA formado
se oxida por medio del ciclo de &cido citrico (ciclo de Krebs) o puede convertirse en hexosas y

otros constituyentes celulares (Madigan et al., 2003, p. 597).

1.2.5.3 Hongos lipoliticos

Los hongos pueden encontrarse en diversos ambientes, algunos en ambientes acuaticos pero la
mayoria se encuentran en habitats terrestres, crecen en el suelo o sobre materia orgénica en
descomposicion. Son quimiorganotrofos y tienen pocos requerimientos nutricionales. Por
participar en la descomposicién de la materia organica, contribuyen en la mineralizacién del

carbono organico. Un gran nimero de hongos son parasitos de plantas (Madigan et al., 2003, p. 482).

Ciertas variedades de hongos presentan importante actividad lipolitica tales como: Penicillium
roqueforti, Penicillium camemberti, Penicillium caseicolum y Geotrichum candidum. Segln
menciona Sanchis et al. (1984), las enzimas producidas por hongos son importantes para infeccion

de huéspedes, alteracién de alimentos y degradacion de materia organica.
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- Género Aspergillus

Hongos saprofitos capaces de colonizar y degradar numerosos substratos, se encuentran
ampliamente distribuidos en la naturaleza. Estos hongos se caracterizan por tener hifas septadas
hialinas. Sus colonias consisten en un conjunto de hifas que dan lugar a la formacién de un
micelio. El género es reconocido como el mayor productor de enzimas lipasas (UCDAVIS, 2014a;

Rosas, 2015).

De acuerdo al Instituto de Seguridad, Salud y Bienestar en el Trabajo de Espafia [INSHT] (2012),
existen varias especies que se diferencian por su tamafio, tasas de crecimiento, textura
(aterciopelada, algodonosa, etc.) y color de la colonia. La morfologia y coloracién del conidiéforo
varia de una especie a otra. La coloracién se da en todas las estructuras aéreas, tanto en el micelio

como en los conidios.

Las especies de Aspergillus crecen sobre plantas y arboles. Cominmente son aislados del suelo,
restos de plantas y del aire. Se pueden encontrar sobre frutas y alimentos azucarados y ricos en
carbohidratos. Se desarrollan a pH acidos aunque algunas especies pueden ser inhibidas a pH <
4,6. Su temperatura de crecimiento varia entre los 17-42°C encontrandose su temperatura minima

de crecimiento entre los 11 y 13°C (UCDAVIS, 2014a).

Algunas especies son: Aspergillus flavus de coloracion verde-amarillenta, Aspergillus niger

negro, Aspergillus terreus marrdn. Se observan las colonias de estos hongos en la Figura 4-1.

Figura 4-1: A. flavus; A. niger; A. terreus
Fuente: (Tormo, 2014a; LIFE, s,f.;Cannon, 2013)
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- Género Penicillium

Hongos filamentosos ampliamente distribuidos en la naturaleza, se hallan en el suelo, vegetacion

caida, agua y aire. Obtienen sus nutrientes de materia organica muerta y en descomposicién.

Se identifican por la manera en que las conidias se forman .Sus esporas se esparcen facilmente
por el agua o por el aire. Son capaces de producir enzimas extracelulares entre ellas lipasas, por

lo que se usan para producirlas a nivel industrial (Rosas, 2015; UCDAVIS, 2014b).

Las colonias de Penicillium son circulares y el color del micelio varia de acuerdo a la especie.
Segun Tangarife (2011), inicialmente las colonias presentan colores blancos que luego se
convierten en amarillos, anaranjados, purpuras, verdes-azulados, o pardos. La superficie de la
colonia madura puede ser ligeramente algodonosa, aterciopelada o pulverulenta. Son encontrados

en mayor cantidad en regiones templadas (UCDAVIS, 2014b).

Pueden crecer sobre alimentos preparados o sus materias primas. Generalmente son aislados de
suelos, cereales, ensilaje, panes, cebollas, ajo, queso, nueces, frutas y otros alimentos. La mayoria
de las especies de Penicillium tienen una temperatura Optima de crecimiento entre 20-26°C
(Carrillo, 20154, p. 63).

Figura 5-1: Penicillium spp.
Fuente: (d'Aleo, 2013)

Los géneros Penicilliumy Aspergillus pueden encontrarse en cualquier tipo de sustratos organicos
y pueden cultivarse en condiciones 6ptimas de aireacion y agitacion, ademas, son fuentes de

lipasas especialmente si provienen de residuos vegetales. (Mendoza et al., 2014)
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- Género Fusarium

Hongos saprofitos, ubicuos y cosmopolitas en la naturaleza, hongos filamentosos cuyas colonias
pueden ser blancas, rosadas, moradas o rojizas de textura algodonosa. Se han aislado de varias
condiciones climéticas pero son comunes en zonas tropicales y templadas. Es considerado modelo

de patogénesis multihospedero por su capacidad de infectar a plantas, animales y personas (Castillo,
2013).

Se encuentran en cultivos de arroz, soya, frijol, entre otros. ES un contaminante comin y
fitopatégeno. El género abarca mas de 20 especies, entre las que destacan F. solani, f. oxysporum,
F. moniliforme. Las colonias crecen profusamente, el micelio es denso y algodonoso. Los
pigmentos que se difunden en el agar varian de tomo de acuerdo al pH. El hongo puede ser aislado
de vegetales y cereales, son aerobios estrictos y sensibles al calor. Su temperatura éptima de

crecimiento se encuentra entre los 22-28°C (Tangarife, 2016; Carrillo, 2015b).

Figura 6-1: Fusarium spp
Fuente: (d'Aleo, 2014)
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CAPITULO II

2 MARCO METODOLOGICO

2.1 Hipotesis y especificacion de las variables

2.1.1 Hipotesis

El tratamiento biolégico con hongos permite la degradacién de aceites y grasas en las aguas

residuales de Queseras Artesanales de Quimiag.

2.1.2 Variables

2.1.2.1 Variable dependiente

Concentracion de aceites y grasas.

2.1.2.2 Variables Independientes

Hongos (Aspergillus spp, Penicillium spp y Fusarium spp)

2.2 Tipo y Disefio de Investigacion

La investigacion es de tipo correlacional-experimental debido a que se llevd a cabo una
comparacion entre los tratamientos usados para determinar con cual se gener6é un mejor resultado

por medio de distintas unidades experimentales.
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Disefio experimental:

El disefio experimental de la presente investigacion fue unifactorial con n tratamientos.

Tabla 1-2: Disefio experimental

UNIDADES EXPERIMENTALES HONGOS TRATAMIENTOS | REPETICIONES
UE 1 Tratamiento de control TC
UE 2 Aspergillus spp. (A) TA
UE 3 Penicillium spp. (P) TP 3
UE 4 Fusarium spp. (F) TF
UES In6culo mixto (M) ™

Realizado por: Veroénica Verdezoto. 2017

2.3 Unidad de andlisis

Cada unidad experimental const6 de un frasco con 1500 ml de agua residual, dando un total de

15 unidades experimentales.

2.4 Poblacion de estudio

Agua residual de la Quesera Artesanal representativa de Quimiag.

2.5 Tamafo de muestra

Cinco unidades experimentales con tres repeticiones de 1,5 | cada una, dando un volumen total

de 22,5 I de agua residual.

2.6 Seleccion de la muestra

El agua residual usada en la investigacion se tomé de acuerdo a los ciclos de produccion de la

Quesera Artesanal representativa de Quimiag.
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2.7 Técnicas de recoleccion de datos

2.7.1 Localizaciony descripcion del lugar

La parroquia rural Quimiag pertenece al Cantdon Riobamba, provincia de Chimborazo, esta
ubicada al sur oriente a 9,0 Km de distancia de la ciudad, las principales actividades econémicas

realizadas en la parroquia son el turismo, agricultura y ganaderia.

En la parroguia existen 12 pequefias industrias dedicadas a la elaboracion artesanal de quesos y
otros productos lacteos. La presente investigacion se realizé con el agua residual generada por la
industria lactea “El Pajonal”, considerada la industria representativa de la zona por su produccion,
infraestructura, porcentaje de cumplimiento, accesibilidad y apertura para la realizacion de la

investigacion.

La industria lactea “El Pajonal” recibe alrededor de 1800 1 de leche diarios provenientes de
distintos lugares de la parroquia. De acuerdo a la evaluacion sobre Buenas Précticas de
Manufactura realizado por el Ministerio de Industrias y Productividad Zona 3 (2016), esta
industria presenta un cumplimiento del 42% en instalaciones, 67% en equipos y 20% en

operaciones, siendo la industria con los valores mas altos de cumplimiento a nivel de la parroquia.

La industria produce diariamente 360 quesos redondos de 500g y 200 quesos de 700g en 8 ciclos
productivos que abarcan desde el tratamiento térmico hasta el salado del queso. Se estiman
pérdidas diarias de 30 | de leche que entran al sistema de drenaje. El agua se usa principalmente
para el enfriamiento de la leche después del tratamiento térmico. Se cuenta con un sistema de
recirculacion por el cual una parte del agua usada para el enfriamiento es almacenada para otras

operaciones mientras que el resto se deja ir al sistema de alcantarillado.

Por observacion directa, se comprobd que a nivel de la produccién, la mayor cantidad de agua
residual se genera en las operaciones de moldeo y prensado del queso, ademas, el agua residual
generada en estas etapas se mezcla con suero de leche y otros residuos antes de entrar directamente
al sistema de alcantarillado. Se estima una produccion de 90 | de suero de leche por cada ciclo de

produccion. La mayor parte del volumen de suero de leche generado se recupera por medio de un
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sistema de drenaje aunque una parte se pierde por el mismo proceso y por rebose de los recipientes

que lo reciben.

La industria cuenta con un sistema de alcantarillado independiente para la planta de produccion
por lo que el agua residual no se mezcla con otras aguas sino hasta su llegada a las cajas de
revision. La industria no cuenta con una cantidad estimada del volumen de agua total que entra

en el proceso de produccion.

Proceso productivo

La quesera artesanal recibe leche desde las siete de la mafiana hasta el mediodia. La leche es
primero sometida a un andlisis fisico-quimico para confirmar su calidad e inocuidad. La
produccién inicia con el tratamiento térmico de la leche, después de su enfriamiento pasa al

proceso de coagulacion por la adicion de cuajo.

Concluido el tiempo de coagulacién se realiza el corte y desuerado para separar el suero de leche
y se da paso a la etapa de moldeo y prensado. Tomando en cuenta el tipo de queso a elaborarse se
pasa al salado y finalmente el producto se empaca y etiqueta. EI producto terminado es

almacenado en cuarto frios hasta su distribucion.

2.7.2 Recoleccion de la muestra

Tomando en cuenta el proceso productivo y los ciclos de produccion, se tomd una muestra
compuesta del agua residual generada en la etapa de moldeo y prensado. El agua residual se

recolectd directamente en la canaleta de salida antes de su ingreso a la red de alcantarillado.

Se realizaron en total cuatro muestreos en distintas semanas. EI muestreo se realiz6 durante las
horas de mayor produccion tomando aproximadamente 30 | de agua de cada ciclo, el agua residual
se recolect6 en un recipiente de 180 | capacidad. Una vez obtenida la muestra compuesta, se

homogenizd y se midid la temperatura 'y pH in situ.

29



La medicion de la temperatura se realizé por medio de un termémetro y el pH se determiné usando
tiras indicadoras. Para el analisis fisico-quimico se tomo 1 | de agua en una botella ambar y para

el analisis microbioldgico se tomé agua residual en un recipiente estéril.

2.7.3 Caracterizacion de parametros fisico-quimicos y microbiolédgicos

Para la caracterizacion fisico-quimica y microbioldgica inicial del agua residual se tomaron en

cuenta los siguientes parametros:

- pH

- Temperatura

- Conductividad

- Solidos totales

- Solidos suspendidos
- Nitratos

- Nitritos

- Cloruros

- Fosfatos

- DBOs

- DQO

- Aceites y grasas

- Coliformes totales

- Coliformes fecales

Tanto el pH como la temperatura fueron medidos in situ, los deméas parametros fueron analizados
por el Laboratorio de Servicios Ambientales de la Universidad Nacional de Chimborazo
[UNACH].
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Se realiz6 también un conteo de mohos y levaduras usando diluciones seriadas del agua residual.
La siembra se realizé usando la técnica de siembra en superficie, la cual consiste en tomar 100 pl

de la muestra, colocarla en la caja Petri con medio de cultivo y distribuirla hasta su absorcion

Tabla 2-2: Andlisis fisico-quimicos y microbiologicos

PARAMETRO METODO/PROCEDIMIENTO
Aceites y grasas EPA 418.1
DQO STANDARD METHODS 5220-D mod
DBO5 STANDARD METHODS 5210-B

Solidos suspendidos

STANDARD METHODS 2540-D

Sélidos totales

STANDARD METHODS 2540-B

Fosfatos

STANDARD METHODS 4500-P-E

Cloruros

STANDARD METHODS 35000-Cl E

Coliformes totales

STANDARD METHODS 9221-B

Coliformes fecales

STANDARD METHODS 9221-B

Nitritos

STANDARD METHODS 4500-NO2-

Nitratos

STANDARD METHODS 4500-NO3-E

Realizado por: Veronica Verdezoto. 2017

Fuente: UNACH. 2017

usando una espatula de vidrio estéril (Madigan et al., 2003, p. 146).

Se utilizd el medio de cultivo Agar Papa Dextrosa (PDA) y se prepard siguiendo las
especificaciones del fabricante: 39g por cada litro de medio, tomando en cuenta el volumen de
agar que se colocé en cada placa. Las placas se incubaron a 25°C por 5 dias. Para asegurar el

crecimiento Unico de hongos se agreg6 el antibidtico cloranfenicol a una concentracién de 100

pg/ml de medio (ISPCH, 2008).

2.74

Las cepas usadas en la investigacion se obtuvieron del banco de microorganismos de los
Laboratorios Dr. Falconi-Borja PhD. Segtn informacion proporcionada por el laboratorio, dichas

cepas fueron aisladas de residuos vegetales, cultivadas en agar PDA e incubadas a 28°C.

Identificacion macroscopica y microscopica
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La confirmacion de los géneros se realizé por medio de sus caracteristicas morfoldgicas tanto en
el medio de cultivo (macroscopicas) como en observacion de su micelio al microscopio. Cada
hongo fue sembrado en una caja Petri con agar PDA y fueron incubados a 25°C por cinco dias.
Como caracteristicas morfoldgicas macroscopicas se tomaron en cuenta la coloracion del micelio,

la coloracidn visible en el reverso de la placa, su textura, bordes y tipo de micelio.

Para la observacion microscopica se realizo tincion de azul de lactofenol siguiendo la metodologia
descrita por Lopez et al. (2014) donde se coloca una gota de azul de lactofenol sobre el
portaobjetos, con una porcién de cinta aislante se toma una muestra de micelio del borde externo
de la colonia desarrollada por cinco dias y se la coloca sobre la gota del tinte, se coloca el

cubreobjetos y se observa al microscopio usando el aumento 40X.

Para confirmar el género y especie del hongo se realiz6 una comparacion con la bibliografia

disponible sobre caracteristicas morfoldgicas de hongos filamentosos.

2.7.5 Determinacion de actividad lipolitica

Para confirmar la actividad lipolitica de los hongos, se los sembré sobre Agar base Tributirina
con mantequilla y se los incub6 a 25°C por un periodo de 10 dias. La actividad lipolitica se midié

por observacion de aclaramiento del medio.

Para determinar la actividad lipolitica de las levaduras presentes en el agua residual, se inoculd
1ml del agua en tubos con caldo minimo y se dejaron incubar por 7 dias a una temperatura de
25°C. Concluido el tiempo de incubacidn, se realiz6 una siembra por superficie en agar aceite de

oliva y agar base Tributirina con mantequilla.

Las cajas se incubaron a 25°C por un periodo de cinco dias. La actividad lipolitica de los
organismos se determind por la aparicion de zonas de aclaramiento alrededor de aquellas colonias

capaces de degradar lipidos.

32



2.7.5.1 Preparacion de medios de cultivo

- Agar base Tributirina con mantequilla

El medio de cultivo fue preparado segln la metodologia descrita por Castillo (2013) y se explica
en la Tabla 3-2.

Tabla 3-2: Composicion del Agar base Tributirina con mantequilla

COMPOSICION PREPARACION
Extracto de levadura 3¢/l Se disuelve la mantequilla en agua caliente y se agregan los
Peptona 5¢/l demas componentes, se homogeniza y se esteriliza en
Mantequilla 25¢/1 autoclave a 121°C por 15min.
Agar-agar 15¢g/1

Fuente: Castillo, 2013
Realizado por: Verénica Verdezoto. 2017

- Caldo mimino M9

El caldo minimo se prepard segln la metodologia descrita por Geerlof (2010) y se explica en la
Tabla 4-2.

Tabla 4-2: Composicion del Caldo Minimo

COMPOSICION PREPARACION
Sales M9
NazHPO,4-7H,0 75,29 Disolver los componentes en 800 ml de agua destilada y
KH,PO4 30,09 ajustar 1000ml. Autoclavar por 15 min a 121°C.
NaCl 5,09
NH.CL 5,09
Caldo minimo
Sales M9 100ml Disolver los componentes en 700 ml de agua destilada y ajustar
MgSO4 1M (estéril) iml a1000ml. Ajustar el pH a 7,2 y autoclavar 15 minutos a 121°C.
CaCl; 1M (estéril) 100pl
Glucosa 20% (estéril) 20ml

Fuente: Geerlof, 2010
Realizado por: Verénica Verdezoto. 2017
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- Agar Aceite de Oliva

El agar aceite de oliva se prepar6 segun la metodologia descrita por el Instituto Nacional de
Salud de Pert [INS] (2010, p. 479) y se explica en la Tabla 5-2.

Tabla 5-2: Composicion del Agar Aceite de Oliva

COMPOSICION

PREPARACION

Agar Sabouraud dextrosa 6,50
Tween 80 2ml
Aceite de oliva 2ml
Vitamina A 10 gotas
Agua destilada 100 ml
Cloranfenicol 0,001 ¢

Disolver los ingredientes en el agua destilada,
homogenizar y llevar a esterilizacion en autoclave a
121° C por 15 minutos.

Fuente: INS, 2010, p. 479

Realizado por: Verénica Verdezoto. 2017

2.7.6  Pruebas de antagonismo

Las pruebas de antagonismo se realizaron para formular el indculo mixto que se us6 en una de las

unidades experimentales. Las pruebas se realizaron siguiendo la técnica de cultivo Dual en cajas

Petri con Agar PDA.

Segun Fernandez y Suarez (2009), la técnica de cultivo dual consiste en colocar en el extremo de

una caja Petri con agar PDA 4mm de micelio del antagonista y en el extremo opuesto 4mm de

micelio del hongo patégeno a una distancia de 5cm a 7cm. Como control se tomé a cada

microorganismo sembrado en una caja Petri con agar.

Cada prueba de antagonismo se realizé por triplicado. El procedimiento realizado se describe en

la Figura 1-2.
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CONTROLES PRUEBAS DE ANTAGONISMO

Aspergillus
- Asperagillus spp ‘ . Penicillium spp

Penicillium

spp Asperqillus spp ‘ ‘ Fusarium spp

Fusarium
spp Penicillium spp ‘ ‘ Fusarium spp

Figura 1-2: Metodologia de pruebas de antagonismo

Fuente: (Fernandez y Suarez, 2009).

Las cajas fueron incubadas a 25°C por 10 dias, midiéndose el radio de la colonia cada 24 horas
para controlar cuando se dio el primer toque entre los micelios de los hongos. El nivel de
antagonismo se midi6 de acuerdo a la escala de clases propuesta por Bell et al. (1982, p. 379) la
cual consiste en 5 clases de antagonismo: la clase 1 cuando el hongo a cubre totalmente al hongo
b, la clase 2 cuando el hongo a sobrepasa las 2/3 partes de la superficie del medio de cultivo, la
clase 3 cuando los hongos a y b colonizan aproximadamente la mitad del medio cada uno y ningun
organismo parece dominar al otro, la clase 4 cuando el hongo b coloniza por lo menos 2/3 del
medio de cultivo y la clase 5 cuando el hongo b cubre totalmente la caja sobrepasando al hongo

a.

2.7.7 Preparacion del in6culo de Aspergillus spp, Penicillium spp y Fusarium spp

Para obtener el indculo se prepararon soluciones de esporas. El proceso de obtencion de solucién
de esporas consiste en retirar las esporas del micelio del hongo a través de medios mecéanicos
usando un liquido para liberarlas y recolectarlas a través de una filtracion (Cazar, 2006 citado en Duran

y Mosquera, 2007).
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2.7.7.1 Inéculo de Aspergillus spp y Penicillium spp

Para la preparacion del indculo se sembraron los hongos Aspergillus spp y Penicillium spp
desarrollados por cinco dias en Erlenmeyer con Caldo Papa y Dextrosa. EI medio de cultivo se
prepard de acuerdo a la metodologia propuesta por Cafiedo y Ames (2004, p. 21) y se describe en
la Tabla 6-2.

Tabla 6-2: Preparacion del Caldo Papa y Dextrosa
COMPOSICION PREPARACION
Papa sin pelar 200g | Lavar las papas, cortarlas y hacerlas hervir por 20 minutos en un

Dextrosa 10¢ litro de agua destilada. Filtrar la solucion, disolver la dextrosa,

Agua destilada | 1000 ml | reconstituir el volumen y esterilizar en autoclave a 121°C por 20

minutos.

Fuente: Cafiedo y Ames, 2004, p. 21
Realizado por: Verénica Verdezoto. 2017

Se usaron Erlenmeyer de 500ml y 250 ml de volumen, en cada uno se colocé 100ml de caldo y
se sembraron porciones de agar de aproximadamente 1 cm? con el hongo en desarrollo, se sellaron
y se dejaron incubar por cinco dias a 25°C. Pasados los 5 dias se tomaron los Erlenmeyer y se

obtuvieron las soluciones de esporas por agitacion y filtracion.

2.7.7.2 Inéculo de Fusarium spp

El indculo de Fusarium spp se realizé6 mediante la siembra masiva del hongo en cajas Petri con
agar PDA. Las cajas se dejaron incubar por cinco dias a 25°C. Para obtener las soluciones de
esporas se siguié la metodologia descrita por Duran y Mosquera (2007, p. 36): una vez
desarrolladas las colonias, se colocé 10ml de agua destilada estéril en cada caja y con un asa de
siembra flameada se realizé un raspado total del micelio, la solucién obtenida se recolectd en

frascos de vidrio estériles.

2.7.8 Conteo de esporas

Se realizé un conteo de esporas con el objetivo de obtener una concentracion inicial aproximada
de 1 x 10° esporas por cada ml de agua residual a tratar. Para contar las esporas se usé una camara

de recuento, especificamente la cAmara de Neubauer.
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La camara de Neubauer ayuda a realizar el conteo de esporas en un campo de dimensiones
conocidas lo que permite determinar el nimero de esporas por mililitro de la solucidn inicial (Pefia
y Paez, 2014). La cAmara de Neubauer esta formada por nueve cuadrados de 1mm? y 0,1 mm de
profundidad, el cuadrado central a su vez esta dividido en 400 cuadrados pequefios de 0,0025

mm? tal como se observa en la Figura 2-2.

1

Figura 2-2: Cémara de Neubauer

Fuente: (Bicandi et al, 2004). http://insilico.ehu.eus/counting_chamber/

El conteo de esporas de Aspergillus spp y Penicillium spp se lo realizé en la zona central de la
camara (E) mientras que el conteo de las esporas de Fusarium spp se realiz6 en los cuadrados
extremos y el central (A, B, C, Dy E). Una vez lavado y desinfectado el equipo se le colocé el
cubreobjetos encima y con una pipeta automatica se tomo una alicuota de la solucion de esporas

previamente homogenizada.

Para cargar la camara se colocd la punta de la pipeta con la muestra en el borde del cubreobjetos,
en el extremo de la cdmara y se permitio que la muestra penetre por capilaridad desde el lateral,
tomando en cuenta que se debe evitar que el cubreobjetos se mueva y la formacién de burbujas

de aire (Bastidas, s.f.).

Antes de realizar el conteo de esporas en el microscopio, se dejo reposar unos minutos la muestra
en la camara. El conteo se realiz6 usando el lente de aumento 40X y se tomaron en cuenta 8
cuadrados en diagonal para el conteo de esporas de Aspergillus spp y Penicillium spp. Para el
conteo de esporas de Fusarium spp se usaron los cinco cuadrados de 1mm? especificados

anteriormente.
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Cada conteo se realiz6 por triplicado, tanto por muestra como por cada lectura. Para determinar

el nimero de esporas se sacd un promedio de cada conteo y se aplicé la siguiente formula:

# esporas TCC

ml ~ % cuadrados Ce

Donde:
TCC: Promedio del total de esporas contabilizadas.

Cc: Constante de la camara usada.

2.7.9 Inoculacién del agua residual

Para la inoculacion de los hongos en la muestra de agua residual, se recolect6 aproximadamente
30 | de agua de la muestra compuesta y se coloc6 1,5 | en 15 frascos de vidrio estériles de 1,9 | de
capacidad. La inoculacion de las soluciones de esporas en el agua se realizé siguiendo un modelo

completamente aleatorio.

Se llevaron a cabo cuatro tratamientos mas un tratamiento control con tres repeticiones cada uno,

la inoculacién se realizé en el agua residual sin suplemento nutricional de la siguiente manera:

- Tratamiento A (Aspergillus spp + Agua residual): 200ml de solucién de esporas.

- Tratamiento P (Penicillium spp + Agua residual): 100ml de solucién de esporas.

- Tratamiento F (Fusarium spp + Agua residual): 150 ml de solucién de esporas.

- Tratamiento M (Inéculo mixto + Agua residual): 100ml de solucion de esporas de Aspergillus
spp + 100 ml de solucién de esporas de Penicillium spp + 150 ml de solucién de esporas de
Fusarium spp.

- Tratamiento C (Control agua residual): Sin inoculacién de hongos.

Una vez inoculadas las unidades experimentales, se colocd el sistema de aireacion en cada una de

ellas y se sellaron con parafilm de tal manera que quedara cubierta la mayor parte de la boca del

frasco con excepcion del sitio de entrada de la manguera de aireacion. Se colocaron en dos cajas
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construidas con poliestireno para controlar cambios bruscos de temperatura. Las unidades
experimentales fueron incubadas a temperatura ambiente y con aireacion constante por un periodo
de 17 dias.

2.7.10 Determinacion de la eficiencia degradativa de aceites y grasas

Para la evaluacién de la degradacidn de aceites y grasas en los tratamientos aplicados se realizaron
analisis de aceites y grasas a los 3, 5, 10 y 17 dias de experimentacién. Ademas, se midio el
crecimiento de los hongos en los mismos periodos especificados anteriormente y diariamente se
realizaron mediciones de pH y temperatura de cada unidad experimental. Los datos obtenidos se
sometieron a analisis de varianza y comparacion de medias de Duncan usando el paquete
estadistico IBM SPSS version 19.

- Anélisis de aceites y grasas

Para los analisis de aceites y grasas, se tomaron por succién muestras con un volumen de 250ml
de cada unidad experimental. El andlisis de aceites y grasas se realiz6 usando el método de

particion gravimétrica.

Primero se homogeniz6 la muestra y se la prepar6 para la etapa de lavado. Para el proceso de
lavado se colocaron los 250ml de la muestra a analizarse en un embudo de separacion de 500ml
de capacidad y sobre ella se vertieron 30ml de hexano. Se tap6 el embudo y con movimientos
suaves se procedio a agitarlo por aproximadamente cinco minutos, abriendo la llave de salida

periédicamente para permitir la expulsion de los vapores generados.

Una vez mezclada la muestra con el solvente, se dejo reposar por unos minutos para permitir la
separacion de los aceites y grasas de la fase acuosa. Cuando se observo la formacién de dos fases
claramente diferenciadas, se recolect6 la fase acuosa en un recipiente de vidrio y la fase grasa

disuelta en el hexano se coloco en un balén esmerilado previamente tarado.
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Se repitio el proceso de lavado con el agua recolectada de la primera separacion. La nueva fase
grasa disuelta en el solvente se colocé en el mismo baldn esmerilado con lo obtenido de la primera

extraccion.

Se llevo al baldn a un rotavapor para separar el solvente de los aceites y grasas, luego se colocd
al balon con el residuo de la extraccion en una estufa por una hora. Pasado el tiempo se tomo al

bal6n se dejd enfriar hasta que alcanzé la temperatura ambiente y se pesd nuevamente.

La concentracion de aceites y grasas se obtuvo aplicando la siguiente formula:

Pf — Pi

concentracion de aceites y grasas = v
m

Donde
Pf: Peso del balén luego del proceso de extraccion.
Pi: Peso inicial del balon.

Vm: Volumen de muestra usado.

- Control del crecimiento de hongos

Para el control del crecimiento de los hongos en las unidades experimentales, se tomaron muestras
de 1ml de la cada unidad experimental sometida a los tratamientos A, P, F y My se realiz6 una
siembra por superficie sobre agar PDA tomando 100ul de cada muestra. Las cajas se dejaron

incubar por cinco dias a 25°C.

De acuerdo al namero de colonias de hongos visibles en cada cultivo se determiné su grado de

crecimiento usando la siguiente escala:

ALTO (+++) caja llena - colonias incontables
MEDIO (++) caja parcialmente llena - > 50 colonias
BAJO (+) caja con poco crecimiento - <20 colonias
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NO VISIBLE (-) caja sin crecimiento — sin colonias visibles

- Andlisis adicionales

Adicionalmente se realizaron analisis de DQO, DBOs, sélidos totales, sélidos suspendidos y

conductividad al final de la experimentacion.

Para los analisis de DBOs y DQO se realizaron diluciones de la muestra al 20% y se colocaron en
digestores especificos para cada pardmetro. Los sélidos suspendidos se midieron por medio de un

espectrofotometro con soluciones de la muestra al 10%.

Para medir los solidos totales se tomaron alicuotas de 10ml de cada muestra, se colocaron en cajas
previamente taradas y se sometieron a bafio maria hasta su total evaporacion, se secaron en una
estufa y se dejaron enfriar en un desecador hasta alcanzar temperatura ambiente. Una vez frios se
procedio a pesarlos nuevamente y la cantidad de sélidos totales se determind por diferencia de

pesos aplicando la siguiente formula:

Pf — Pi

solidos totales =
Vm

Donde
Pf: Peso de la caja luego del proceso de evaporacion, secado y enfriamiento.
Pi: Peso inicial de la caja.

Vm: Volumen de la muestra.
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CAPITULO Il

3 MARCO DE RESULTADOS

3.1

3.11

Los resultados de los analisis de los distintos muestreos del agua residual se exponen en la Tabla

1-3:

Resultados, andlisis y discusion

Caracterizacion de parametros fisico-quimicos y microbiolégicos

Tabla 1-3: Caracterizacion fisica-quimica y microbiol6gica del agua residual

PARAMETRO UNIDAD | Muestreo 1 | Muestreo 2 | Muestreo 3| Muestreo 4
pH 4,29 5,75 6,11 6,08
Temperatura °C 30 32 30 28
Conductividad us/cm 2150 2930 2080 3040
Solidos totales mg/| 11776 16814 79090 40674
Sélidos suspendidos mg/I 4350 3450 15471 3900
Nitratos mg/| 623 2035 958 1350
Nitritos mg/| 1,65 2,55 0,79 2,4
Cloruros mg/l 141800 560 484 502
Fosfatos mg/| 280 227 168 485
DBO5 mg/I 7800 16684 17860 19598
DQO mg/| 14900 27350 29456 34450
Aceites y grasas mg/I 1454 1248 2968 2746
Coliformes totales NMP/100ml 412 508 552 620

Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
Coliformes fecales | NMP/100ml <2 <2 <2 <2

Fuente: UNACH, 2017

Realizado por: Verénica Verdezoto. 2017

Los resultados de los analisis concuerdan con las caracteristicas descritas por la EOI (2008) por
presentar altos valores de DBOs y DQO debido a la presencia de materia organica. Presentan
también altos valores de conductividad y sélidos suspendidos por ser una industria dedicada a la

elaboracion de quesos.
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Los valores de pH, temperatura, conductividad, sélidos suspendidos y nitritos se encuentran
dentro de los rangos mencionados por Villena (2007) y la Escuela de Organizacion Industrial
[EOI] (2008) para aguas residuales generadas en industrias lacteas y productoras de quesos. Sin
embargo, mencionan valores limites de 8500, 160, 469, 160, 2750, 4500 y 500 mg/I para s6lidos
totales, nitratos, cloruros, fosfatos, DBOs, DQO y aceites y grasas respectivamente. Los
resultados obtenidos sobrepasan los rangos descritos por los autores principalmente por la
presencia de lactosuero en el agua residual usada para la investigacion, esto se fundamenta en lo
dicho por el CAR/PL (2002) donde se menciona gue el suero de leche provoca un aumento en la
DQO y DBO:s de las aguas residuales debido a su alto contenido organico y presencia de aceites

y grasas.

Los valores usados para la elaboracion de la investigacién corresponden al muestreo 4, estas
concentraciones se asemejan a los valores iniciales obtenidos por Bhumibhamon et al (2002) en
su trabajo sobre biodegradacion de aguas residuales ricas en aceites y grasas usando
microorganismos productores de lipasas. Sin embargo los valores de DBOs y DQO son

superiores.

En cuanto al analisis microbioldgico, el agua residual present6 coliformes totales pero se reportd
ausencia en coliformes fecales, lo que significa que el agua residual no presenta contaminacion
de tipo fecal ya que es un agua generada Unicamente durante la produccion del queso. Los
coliformes totales se encuentran en el medioambiente (NCPH, 2009) por lo que su incorporacién al
agua residual podria ser explicada por arrastre de contaminantes presentes en el suelo y en la

canaleta de salida del agua residual.

En los cultivos del agua residual en cajas Petri no se obtuvo crecimiento de hongos filamentosos
pero si se dio un crecimiento de levaduras, su cantidad fue variable en los distintos muestreos,
hecho atribuible a que el agua residual se genera en el momento de la produccion y las levaduras

pueden incorporarse por distintos medios a ella.

Aplicando un analisis de componentes principales, usando el software estadistico IBM SPSS
version 19, se encontraron que todos los pardmetros analizados se relacionan intimamente entre
si (Determinante=0,000).
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Las relaciones existentes entre los parametros se muestran en la Tabla 2-3:

Tabla 2-3: Matriz de componentes rotados?

Componente
1 2 3
Cloruros -,988 -,121
DBO5 ,986 ,105 ,128
pH ,971 ,233
DQO ,965 ,257
ColiformesTotales ,896 ,439
Nitratos ,700 -,508 -,502
SolidosSuspendidos ,160 ,986
Nitritos ,278 -,959
Conductividad ,270 ,944 -,189
SolidosTotales 475 ,850 ,228
Temperatura -,994
Fosfatos ,201 -,590 ,782
AceitesyGrasas ,487 ,614 ,621

Realizado por: Verénica Verdezoto. 2017

Método de extraccién: Analisis de componentes principales.
Método de rotacion: Normalizacion Varimax con Kaiser

a. La rotacion ha convergido en 5 iteraciones.

El primer grupo muestra asociaciones entre el pH, coliformes totales, nitratos, DBOs y DQO que
se relacionan con contaminacién de tipo organica en el agua residual. Las relaciones altas del
DQO y DBOs implican una alta concentracion de materia de tipo organico. Los valores de pH

pueden afectar la determinacion de la DBOs (Barba, 2002, p. 26)

El segundo componente formado por sélidos suspendidos, solidos totales y conductividad
confirma variacion en los parametros fisicos del agua residual relacionados con las particulas
resultantes en la etapa de coagulacién de la leche y que se pierden durante la produccion del

queso.

El tercer grupo muestra una baja relacion entre aceites y grasas y fosfatos, no se encontrd
informacién de relacion entre estos dos componentes aunque puede asociarse al método de

analisis de los aceites y grasas y los distintos tipos de sustancias que se abarcan en él.
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3.1.2 Identificacion macroscopica y microscopica

3.1.2.1 Género Penicillium

- Caracteristicas macroscépicas

Coloracion: Colonias de color verde oscuro y en el reverso de la caja, color amarillo intenso.
Bordes: Bordes definidos de color blanco.

Textura: De apariencia pulverulenta.

Tipo de micelio: No presentan micelio aéreo.

Figura 1-3: Cultivo hongo Penicillium spp

Fuente: Verénica Verdezoto. 2017

- Caracteristicas microscopicas

Se observaron conidios con estructura ramificada semejante a un pincel. Segun Carrillo (2015a)
este tipo de estructuras caracterizan al el género Penicillium.

Figura 2-3: Penicillium spp al microscopio

Fuente: Veronica Verdezoto. 2017

45



Segun las caracteristicas descritas, se confirma que el hongo pertenece al género Penicillium,
tomando en cuenta lo mencionado por Tormo (2014b) en cuanto a la forma del conidio y

caracteristicas macroscépicas se encuentra coincidencias con la especie Penicillium digitatum.

e

Figura 3-3: Penicillium digitatum

Fuente: (Tormo, 2014b) Penicillium digitatum (Pers.) Sacc. (Ascomycetes)

3.1.2.2 Género Aspergillus

- Caracteristicas macroscopicas

Coloracidn: Al inicio las colonias presentaron coloracion blanca. Con el pasar de los dias tomaron
coloracion verde claro. En el reverso de la caja, color crema. Se observaron la formacion de estrias

en las colonias.
Bordes: Bordes difusos de color blanco.

Textura: Al principio de aspecto algodonoso. Con el pasar de los dias tomaron un aspecto

pulvurulento.
Tipo de micelio: No presentan micelio aéreo.

Caracteristica especial: Formacion de esclerocios en algunas cajas.

Figura 4-3: Cultivo hongo Aspergillus spp

Fuente: Verénica Verdezoto. 2017
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- Caracteristicas microscopicas

Se observaron conidiéforos con cabezas y vesiculas globosas coincidentes con una de las cuatro
formas basicas (globosa, radiada, columnar o claviforme) mencionadas por Carrillo (2015c) para

las cabezas conidiales del género Aspergillus.

F A

ot

1

Figura 5-3: Aspergillus spp al microscopio

Fuente: Verénica Verdezoto. 2017

Por las caracteristicas descritas, se confirma la pertenencia del hongo al género Aspergillus. De
acuerdo a las descripciones realizadas por Carrillo (2015c) y Tormo (2014a) se encuentran

coincidencias con la especie Aspergillus flavus.

Figura 6-3: Aspergillus flavus
Fuente: (Tormo, 2014a) Aspergillus flavus Link (Ascomycetes)

3.1.2.3 Género Fusarium

- Caracteristicas macroscopicas

Coloracion: Colonias de color blanco. Con el pasar del tiempo, se observé una coloracion roja

intensa al reverso de la placa.
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Bordes: Colonias con bores definidos.
Textura: De apariencia algodonosa.
Tipo de micelio: Micelio aéreo.

Caracteristica especial: Colonias de crecimiento rapido, a los cinco dias llenaron la caja.

Figura 7-3: Cultivb hongo Fusarium spp

Fuente: Verénica Verdezoto. 2017

- Caracteristicas microscopicas

Se observaron macroconidios curvados, pluriseptados, con terminaciones mas o0 menos
puntiagudas coincidentes con las descripciones realizadas por Carrillo (2015b) para el género

Fusarium

Figura 8-3: Fusarium spp al microscopio

Fuente: Verénica Verdezoto. 2017

Por las caracteristicas descritas anteriormente se confirma que el hongo estudiado pertenece al
género Fusarium. De acuerdo a lo descrito por Thiribhuvanamala (2015) y Carrillo (2015b) se

confirma la especie Fusarium oxysporum.
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Figura 9-3: Fusarium oxysporum

Fuente: (Thiribhuvanamala, 2015) Panama Wilt:Fusarium oxysporum f.sp cubense

3.1.3 Determinacion de actividad lipolitica

Los hongos sembrados en agar base Tributirina con mantequilla presentaron un crecimiento
semejante al que tuvieron en agar PDA. Se observaron diferencias en la coloracion que tomaron
las colonias en el medio de cultivo con mantequilla atribuible a la presencia de triacilglicéridos

que causan la modificacion de sus caracteristicas macroscopicas.

Los hongos de los géneros Aspergillus y Penicillium presentaron cambios notables en su
coloracion siendo sus colores mas opacos respecto a sus colonias desarrolladas en agar PDA. El

hongo Fusarium oxysporum presentd un crecimiento rapido.

Pasado el tiempo de prueba, se observo aclaramiento en el medio de cultivo, lo que confirma
actividad lipolitica para los hongos estudiados. Esto coincide con estudios realizados por Coca et
al (2001), Ruiz y Sénchez (2001) y Castillo (2013) donde se menciona que estos hongos son

productores de lipasas.

Las pruebas de actividad lipolitica para las levaduras aisladas del agua residual dieron resultados
negativos puesto que, aunque se observo crecimiento en los medios de cultivo no se visualizaron

halos de aclaramiento alrededor de las colonias.
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3.1.4 Pruebas de antagonismo

De acuerdo a la escala de clases de Bell et al. (1982, p. 379) todas las pruebas se ubican en la
clase 3 debido a que cada hongo presenté un crecimiento normal hasta tocar al otro
aproximadamente en la mitad de la placa. EI primer toque se observo al octavo dia en las pruebas
de Penicillium spp + Fusarium spp y Aspergillus spp + Fusarium spp y al séptimo dia en las
pruebas de Aspergillus spp + Penicillium spp.

Al finalizar la prueba, se observd crecimiento total de cada hongo en su sector de la caja sin
mostrar dominancia uno sobre otro. La evolucion de las pruebas de antagonismo se observa en la
Figura 10-3.

PRUEBA DIA 10

Aspergillus
Spp
+

Fusarium

Spp

Penicillium
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Figura 10-3: Pruebas de antagonismo

Fuente: Verdnica Verdezoto. 2017

Se descarta antagonismo por micoparasitismo y antibiosis debido a que no se present6 en ninguna
prueba el crecimiento del micelio de un hongo sobre otro ni la formacion de halos de inhibicion
entre las colonias enfrentadas (Fernandez y Suérez, 2009, p. 4746). Sin embargo, a partir del octavo dia,
se observo crecimiento del micelio de Fusarium spp por encima de los hongos Aspegillus spp y
Penicillium spp pero nunca llegé a crecer sobre ellos. Esto se atribuye a caracteristicas propias de

los hongos pertenecientes al género Fusarium.

En estudios realizados por Arenas et al (2013) y Quiroz et al (2008) se mencionan porcentajes
bajos de actividad antagénica por inhibicién de crecimiento de algunas especies del género
Aspergillus hacia hongos del género Fusarium y Penicilium, de igual manera Rosell6 (2003)
menciona a pocas especies de Penicillium capaces de influir sobre la tasa de crecimiento de
Fusarium oxysporum, sin embargo, este comportamiento no se observé en las pruebas realizadas
durante la investigacion debido a las distintas caracteristicas que presenta cada especie, segin
Ulacio et al (2002), los hongos Aspergillus flavus, Pencillium spp y Fusarium spp son capaces de

desarrollarse juntos sobre un mismo sustrato.

Por la capacidad que presentaron los hongos para crecer de manera conjunta se eligié elaborar un

indculo mixto con los tres géneros estudiados.
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3.1.5 Preparacion del in6culo de Aspergillus spp, Penicillium spp y Fusarium spp

Tras un serie de pruebas preliminares se seleccioné el volumen de 100ml de caldo para realizar
la masificacion de los hongos Aspergillus spp y Penicillium spp. Esto debido a que el nimero de
esporas obtenido tras el crecimiento de los hongos por cinco dias a 25°C y en el volumen
seleccionado permitié un ajuste a una concentracion inicial aproximada de 1 x 10° esporas/ml,

valor recomendado por Gongalves et al (2009) y Coca et al (2001) para pruebas de degradacion

de aceites y grasas en aguas residuales y produccion de enzimas lipasas, respectivamente.

 conntl

Figura 11-3: Masificacion e Aspergillus spp y Penicillium spp

Fuente: Verénica Verdezoto. 2017

La masificacion de Fusarium spp se llevd a cabo en 90 cajas con agar PDA debido a que no se
lograron obtener conteos de esporas significativos en cultivos desarrollados en caldo papa y
dextrosa a pesar de los resultados favorables reportados por Suarez (2001) en cultivos de
Fusarium spp en medio liquido PDB (Potato Dextrose Broth) sometidos a agitacion constante, a
30°C en condiciones de oscuridad durante 5-7 dias. Se aplicaron dichas condiciones en pruebas
previas pero se encontro dificultad para el conteo de esporas, tomando en cuenta lo mencionado
por Villanueva et al (2013) este hecho puede atribuirse a la baja produccion de biomasa de

Fusarium spp en cultivos liquidos.

Figura 12-3: Masificacion de Fusarium spp

Fuente: Veroénica Verdezoto. 2017
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3.1.6 Conteo de esporas

Las medias de esporas/ml obtenidas tras el proceso de masificacion y conteo de esporas para

cada hongo se reporta en la Tabla 3-3.

Tabla 3-3: Resultados conteo de esporas

HONGO RANGO ESPORAS (esporas/ml) | MEDIA ESPORAS (esporas/ml)
Aspergillus spp 7,7x10% - 1,7 x107 1,2 x10°
Penicillium spp 6,6 x108 — 1,2 x107 7,8 x10°
Fusarium spp 5,0 x10* - 7,0 x10* 6,0 x10*

Realizado por: Verénica Verdezoto. 2017

La concentracién de esporas de Aspergillus spp y Penicillium spp dieron una concentracién inicial

en el agua residual aproximada a 1x10° esporas/ml. El conteo de esporas para el hongo Fusarium

spp fue baja debido a caracteristicas propias del género por las cuales no se llegan a obtener

macroconidios en altas cantidades en comparacion con los géneros Aspergillus y Penicilliun que

se caracterizan por su alta produccion de esporas.

La concentracion inicial del agua residual a partir de las soluciones de esporas de Fusarium spp

Ilegaron a valores aproximados a 1x10* esporas/ml, valor que se asemeja a la concentracion usada

por Herrera y Laurentin (2012) para la inoculacion del hongo sobre sustratos organicos.

3.1.7 Eficiencia degradativa de aceites y grasas

Con un anélisis univariante se busc6 saber si existian diferencias en la concentracion de aceites

y grasas por efecto de los tratamientos aplicados. El resultado del Test se muestra en la Tabla 4-

3.

53




Tabla 4-3: Pruebas de los efectos inter-sujetos

Suma de cuadrados
Origen tipo I gl Media cuadratica F Sig.
Modelo corregido 12975753,8052 7 1853679,115 8,228 ,000
Interseccion 46580232,600 1 46580232,600 206,762 ,000
Tratamiento 10392448,667 4 2598112,167 11,533 ,000
Dias 2583305,139 3 861101,713 3,822 ,015
Error 11714796,155 52 225284,541
Total 71270782,560 60
Total corregida 24690549,960 59

Realizado por: Verénica Verdezoto. 2017

a. R cuadrado = ,526 (R cuadrado corregida = ,462)

Planteamiento de la hipotesis

Ho: No existen diferencias significativas en la concentracion de aceites y grasas por efecto de los

tratamientos aplicados p > 0,05

Hs: Existen diferencias entre las concentraciones de aceites y grasas por efecto de los tratamientos

aplicados. Al menos una muestra es diferente p < 0,05

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 (Hi) lo que significa que existen diferencias
significativas entre las medias de las concentraciones de aceites y grasas por lo que al menos un

tratamiento aplicado es diferente. Se justifica realizar pruebas Post-Hoc para encontrar

subconjuntos homogéneos y realizar comparaciones.

La Tabla 5-3 muestra los subconjuntos de acuerdo a las medias de las concentraciones de aceites

y grasas respecto a los tratamientos aplicados.
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Tabla 5-3: Subconjuntos homogéneos para aceites y grasas (mg/l) respecto a los tratamientos

Subconjunto
Tratamiento N 1 2 3
Duncan®? Mixto 12 361,9000
Aspergillus spp 12 735,2000 735,2000
Penicillium spp 12 755,7667 755,7667
Control 12 924,8333
Fusarium spp 12 1627,8000
Sig. ,059 ,362 1,000

Realizado por: Verénica Verdezoto. 2017
Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos.
Basadas en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) = 225284,541.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 12,000

b. Alfa=0,05.

El analisis de Duncan para las medias de las concentraciones de aceites y grasas (mg/l) respecto
a los tratamientos aplicados, muestra homogeneidad entre las medias obtenidas en los
tratamientos Mixto, Aspergillus spp y Penicillium spp, asi como entre las medias de los
tratamientos Aspergillus spp, Penicillium spp y el control. El tratamiento Fusarium spp presenta

una media diferente a los demas tratamientos.

Los tratamientos que presentan menores concentraciones del contaminante en estudio son los
tratamientos Mixto, Aspergillus spp y Penicillium spp siendo el tratamiento Mixto el que reporta

la menor concentracion de aceites y grasas (mg/l) como se observa en el Gréafico 1-3.
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Concentracion de aceites y grasas vs Tratamientos aplicados
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Gréfico 1-3: Concentracién de aceites y grasas vs Tratamientos aplicados

Realizado por: Veronica Verdezoto, 2017

Los subconjuntos formados entre la concentracion de aceites y grasas respecto a los dias cuando

se realizaron los controles se muestran en la Tabla 6-3.

Tabla 6-3: Subconjuntos homogéneos para aceites y grasas (mg/l) respecto al tiempo

Subconjunto
Dias N 1 2
Duncan®® Dia 17 15 594,3733
Dia 10 15 788,8533 788,8533
Dia 3 15 1000,9867
Dia5 15 1140,1867
Sig. ,267 ,060

Realizado por: Verdnica Verdezoto. 2017
Se muestran las medias de los grupos de subconjuntos homogéneos.
Basadas en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica(Error) = 225284,541.

a. Usa el tamarfio muestral de la media armoénica = 15,000

b. Alfa=0,05.
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La prueba de Duncan para la concentracién de aceites y grasas (mg/l) respecto a los dias de
tratamiento transcurridos, muestra homogeneidad entre las medias de aceites y grasas en los dias
3,5y 10 asi como en los dias 10 y 17. La menor concentracion de aceites y grasas se encuentra
en los dias 10 y 17 siendo el dia 17 cuando hubo la menor concentracion como se observa en el
Graéfico 2-3.
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Gréfico 2-3: Concentracion de aceites y grasas vs Tiempo

Realizado por: Veronica Verdezoto, 2017

De acuerdo al andlisis comparativo, la mayor reduccion de aceites y grasas se dio con el

tratamiento Mixto al dia 17.

En el Grafico 3-3 se presenta el comportamiento de los aceites y grasas a lo largo del tiempo de
experimentacion de acuerdo al tratamiento. La linea horizontal segmentada muestra el valor
inicial del pardmetro, se observa una disminucion progresiva en la concentracion de aceites y
grasas en los tratamientos Aspergillus spp, Penicillium spp y el tratamiento Mixto. Se observa
ademas un incremento en la concentracién de los aceites y grasas al quinto dia de experimentacion
en los tratamientos Fusarium spp y el control, este comportamiento puede deberse a un

incremento de peso por absorcién de oxigeno en los recipientes usados en la extraccion (IDEAM,
2007, p. 3).
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Reduccidn de aceites ¥ grasas en el agua residual
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Gréfico 3-3: Reduccion de aceites y grasas en el agua residual

Realizado por: Veroénica Verdezoto, 2017

Todos los tratamientos, incluido el control redujeron la concentracion de aceites y grasas. Los
tratamientos que presentaron mayor porcentaje de reduccion fueron Aspergillus spp, Penicillium
spp Y el tratamiento Mixto con 73%, 72% Yy 87% respectivamente. El tratamiento con Fusarium
spp redujo la concentracion de aceites y grasas en un 41%, lo que confirma la hipotesis que el
tratamiento biolégico con hongos permite la degradacion de aceites y grasas en aguas residuales
generadas en queseras de tipo artesanal. El tratamiento control Ileg6 a una reduccion del 66%, sin

embargo, se observa que la reduccién del parametro no fue progresiva con el pasar del tiempo.

Los porcentajes obtenidos se asemejan a los resultados reportados por Agualimpia (2013) y
Bhumibhamon et al (2002) quienes mencionan un 72% y 73%-88% de reduccion en la
concentracion de aceites y grasas. Dichas investigaciones se realizaron usando consorcios de

bacterias y levaduras con actividad lipolitica sobre aguas residuales ricas en materia grasa.
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Los porcentajes de degradacion de aceites y grasas presentados por los tratamientos Aspergillus
spp, y Penicillium spp confirman lo resultados expuestos por Coca et al (2001), Ruiz y Sanchez
(2001) y Favela et al (2011) quienes sefialan a estos géneros como buenos productores de enzimas
lipasas. El tratamiento con Fusarium spp fue el que menor porcentaje de degradacion de aceites
y grasas presentd, aunque el hongo tuvo un buen crecimiento en medio s6lido suplementado con
grasa animal, el comportamiento no se replicé en las unidades experimentales, esto puede

atribuirse a la dificultad presentada por el hongo para crecer en medio de cultivo liquido.

La reduccién de aceites y grasas en el tratamiento control alcanz6 el 66%. Debido a que las
unidades experimentales se sometieron a aireacion constante, la disminucion de aceites y grasas
pudo haberse dado por la capacidad de los triacilglicéridos de oxidarse rapidamente en presencia
de oxigeno. Aunque hubo crecimiento de levaduras en medio s6lido suplementado con un sustrato
graso, estas no presentaron actividad lipolitica positiva por lo que se descarta su actividad
representativa en los tratamientos de control. Otros microorganismos pudieron ser inhibidos por
las condiciones cidas del agua residual (pH 4) durante el tratamiento. A pesar de que se atribuye
la disminucion de aceites y grasas en el control al proceso de aireacion, a nivel operativo

implicaria gastos elevados por mantenimiento de un sistema de aireacion a gran escala.

3.1.8 Control crecimiento microbiano

Los resultados de los cultivos del agua residual de las unidades experimentales a los 3, 5,10 y 17

dias de tratamiento se muestran en la Tabla 7-3.

Tabla 7-3: Crecimiento de hongos en las unidades experimentales

. - . MIXTO
Aspergillus | Penicillium | Fusarium - — -
spp spp spp Aspergillus | Penicillium | Fusarium
Spp Spp Spp
DIA 3 ALTO ALTO MEDIO ALTO ALTO BAJO
(+++) (+++) (++) (+++) (+++) (+)
DIA5 MEDIO ALTO BAJO MEDIO ALTO BAJO
(++) (+++) (+) (++) (+++) (+)
NO
c BAJO MEDIO BAJO BAJO MEDIO
DIA 10 VISIBLE
(+) (++) (+) (+) (++) )
NO NO NO NO
DIA 17 VISIBLE BAJO VISIBLE | VISIBLE MEDIO VISIBLE
0 ) 0 0 ) 0

Realizado por: Verénica Verdezoto. 2017
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La presencia de los hongos Aspergillus spp y Penicillim spp fue mayoritaria en comparacién con
lo visualizado en las cajas con Fusarium spp, sin embargo su presencia fue confirmada en el agua
residual por aumento de la viscosidad del medio, mismo comportamiento que se present6 cuando

se realizaron las pruebas de crecimiento en caldo de papa y dextrosa.

3.1.9 Analisis adicionales

Para determinar si existian diferencias significativas entre los tratamientos aplicados y las
concentraciones finales de los parametros DBOs, DQO, sélidos totales, sélidos disueltos y
conductividad se realizaron analisis estadisticos de varianzas con pruebas de comparaciones de

medias de Duncan en caso de haber diferencias significativas.

- DBOs

Tabla 8-3: Prueba ANOVA para DBOs

Suma de

cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 67498390,267 4 16874597,567 1,080 417
Intra-grupos 1,563E8 10 15627298,467
Total 2,238E8 14

Realizado por: Verénica Verdezoto. 2017

Planteamiento de la hipotesis

Ho: No existen diferencias significativas en la concentracion de la DBOs por efecto de los

tratamientos aplicados p > 0,05

Hi: Existen diferencias entre las concentraciones de la DBOs por efecto de los tratamientos
aplicados. Al menos dos muestras son diferentes p < 0,05
Decision

Estadisticamente se acepta la hipdtesis nula porque el nivel de significancia es mayor a 0,05
(p=0,417) por lo tanto, no existen diferencias significativas entre las medias de las
concentraciones de la Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBOs) respecto a los tratamientos

aplicados.
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En el Gréfico 4-3 se presentan las medias de DBOs obtenidas al final de la experimentacion para
cada tratamiento. La linea horizontal segmentada representa el valor inicial del pardmetro, se
observa que el tratamiento Penicillium spp presentd la menor concentracion de DBOs lo que
corresponde a un porcentaje de reduccion del 61%. Los tratamientos Aspergillus spp, Fusarium
spp, Mixto y el Control provocaron una reduccion del 52%, 35%, 55% y 34% respectivamente,
sin embargo, a nivel estadistico todos los tratamientos generaron resultados similares (medias

homogeéneas).
DBOS vs Tratamientos aplicados
19598 | e e e
150004
16000
=
a
o
Bl 14000
£
wy
o Q s]
m 12,808 12,838
/12000
10000—
o
9477 o
5.871,7
3000
)
7644
I | I I I
Bzpergilh spp Penicillnm spp Fusamum spp Mixto Control

Tratamientos aplicados

Graéfico 4-3: DBOs vs Tratamientos aplicados

Realizado por: Veronica Verdezoto, 2017

- DQO

Tabla 9-3: Prueba ANOVA para DQO

Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 2,076E8 4 51899333,333 1,622 244
Intra-grupos 3,200E8 10 31998000,000
Total 5,276E8 14

Realizado por: Verénica Verdezoto. 2017
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Planteamiento de la hipotesis

Ho: No existen diferencias significativas en la concentracién de la DQO por efecto de los

tratamientos aplicados p > 0,05

Hi: Existen diferencias entre las concentraciones de la DQO por efecto de los tratamientos

aplicados. Al menos dos muestras son diferentes p < 0,05

Decision

Estadisticamente se acepta la hipdtesis nula porque el nivel de significancia es mayor a 0,05
(p=0,244) por lo tanto, no existen diferencias significativas entre las medias de las

concentraciones de la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) respecto a los tratamientos

aplicados.

En el Gréfico 5-3 se exponen las medias de DQO al final de la experimentacion de acuerdo a los
tratamientos aplicados, la linea horizontal segmentada representa el valor inicial del parametro.
Al igual que la DBOs, se observa que el tratamiento con Penicillium spp present6 la menor DQO
al final de la investigacion. El porcentaje de reduccién para Penicillium spp fue del 55% vy del
47%, 23%, 44% y 39% para los tratamiento Aspergillus spp, Fusarium spp, Mixto y Control
respectivamente. Aunque se muestran porcentajes de reduccién, estos no presentan diferencias

significativas a nivel estadistico.
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Graéfico 5-3: DQO vs Tratamientos aplicados

Realizado por: Veronica Verdezoto, 2017
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Agualimpia (2013) y Bhumibhamon et al (2002) mencionan porcentajes de reduccion de materia
organica expresada como DBOs y DQO de hasta un 95%, sin embargo, los porcentajes obtenidos
en la presente investigacion coinciden con los resultados reportados por Gongalves et al (2009)
quien presenta una reduccion de DQO del 53% al 62%. La variacion entre los resultados obtenidos
se atribuye a la concentracion inicial (34450 mg/l) de la muestra estudiada, valor mucho mayor a
los trabajados por Agualimpia (2013):4760 mg/l y Bhumibhamon et al (2002): 15000-25000
mg/l.

- Solidos totales

En la Tabla 10-3 se muestran los resultados obtenidos tras la aplicacion del andlisis estadistico

para sélidos totales.

Tabla 10-3: Prueba ANOVA para sélidos totales

Suma de

cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 33399400,000 4 8349850,000 1,745 216
Intra-grupos 47839850,000 10 4783985,000
Total 81239250,000 14

Realizado por: Verénica Verdezoto. 2017

Planteamiento de la hipotesis

Ho: No existen diferencias significativas en la concentracion de sélidos totales por efecto de los

tratamientos aplicados p > 0,05

Hs: Existen diferencias entre las concentraciones de sélidos totales por efecto de los tratamientos

aplicados. Al menos dos muestras son diferentes p < 0,05

Decision

Estadisticamente se acepta la hip6tesis nula porque el nivel de significancia es mayor a 0,05
(p=0,216) por lo tanto, no existen diferencias significativas entre las medias de las

concentraciones de sdlidos totales respecto a los tratamientos aplicados.
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El Grafico 6-3 muestra las medias de la concentracion de sélidos totales alcanzadas al final del
periodo de investigacion. La linea horizontal segmentada indica la concentracion inicial del

parametro. Se observan medias semejantes entre todos los tratamientos.

Los porcentajes de reduccion en solidos totales fueron del 72%, 66%, 78% y 69% para los
tratamientos Aspergillus spp y Penicillium spp, Fusarium spp, Mixto y Control respectivamente.
Sin embargo, estadisticamente no se encuentran diferencias significativas entre las medias
obtenidas para solidos totales en los tratamientos aplicados lo que significa que todos los
tratamientos son eficientes.
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Gréfico 6-3: Sdlidos totales vs Tratamientos aplicados

Realizado por: Veronica Verdezoto, 2017

- Solidos suspendidos

La Tabla 11-3 muestra los resultados obtenidos al comparar la concentracion final de solidos

suspendidos con los tratamientos aplicados.
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Tabla 11-3: Prueba ANOVA para sélidos suspendidos

Suma de

cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Inter-grupos 2417666,000 4 604416,500 2,343 ,125
Intra-grupos 2579235,333 10 257923,533
Total 4996901,333 14

Realizado por: Verénica Verdezoto. 2017

Planteamiento de la hipotesis

Ho: No existen diferencias significativas en la concentracién de sélidos suspendidos por efecto

de los tratamientos aplicados p > 0,05

Hi: Existen diferencias entre las concentraciones de sélidos suspendidos por efecto de los

tratamientos aplicados. Al menos dos muestras son diferentes p < 0,05

Decision
Estadisticamente se acepta la hipdtesis nula porque el nivel de significancia es mayor a 0,05

(p=0,125) por lo tanto, no existen diferencias significativas entre las medias de las

concentraciones de sélidos suspendidos respecto a los tratamientos aplicados.

En el Grafico 7-3 se observan las medias de las concentraciones finales de sélidos suspendidos
en el agua residual, la linea horizontal segmentada representa el valor inicial del parametro. Se
encuentran medias semejantes entre los tratamientos Aspergillus spp Penicillium spp, Fusarium
spp Y el Control. El tratamiento Mixto muestra la menor concentracion de sélidos suspendidos,
sin embargo, a nivel estadistico no existen diferencias significativas entre las medias de las
concentraciones de sélidos suspendidos al final de la experimentacién por lo que no se puede

decir que un tratamiento es mejor que otro para reducir a este parametro, todos son eficientes.

Los porcentajes de reduccion calculados para sélidos suspendidos corresponden al 28%, 26%,
22%, 51% y 36% para los tratamientos Aspergillus spp, Penicillium spp, Fusarium spp, Mixto y

Control respectivamente.
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Solidos suspendidos vs Tratamientos aplicados
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Gréfico 7-3: Sélidos suspendidos vs Tratamientos aplicados

Realizado por: Veronica Verdezoto, 2017

- Conductividad

Los valores finales de conductividad en el agua residual mostraron un incremento que fue del 5%
al 30%, dicho incremento pudo ser debido al aumento de iones disueltos (Goyenola, 2007) durante
el tiempo de la experimentacion por la actividad propia de los microorganismos presentes en el

agua y por la actividad de los hongos filamentosos inoculados.
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Conductividad vs Tratamientos aplicados
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Gréfico 8-3: Conductividad vs Tratamientos aplicados
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CONCLUSIONES

- Los parametros fisico-quimicos del agua residual presentaron valores de 6,08 para pH, 28°C
de temperatura, 3040 uS/cm de conductividad y concentraciones de 40674 mg/I, 3900 mg/I,
19598 mg/l, 34450 mg/l, 2746 mg/l, 1350 mg/l, 2.4 mg/l, 502 mg/l y 485 mg/l para solidos
totales, so6lidos suspendidos, DBOs, DQO, aceites y grasas, nitratos, nitritos, cloruros y
fosfatos respectivamente. Estos valores son semejantes a los reportados por diversos autores
para residuales de industrias lacteas dedicadas a la elaboracion de quesos. A nivel
microbioldgico el agua presenta coliformes totales y levaduras en concentraciones variables.
No presenta coliformes fecales ni hongos filamentosos.

- Los hongos Aspergillus spp, Penicillium spp y Fusarium spp no muestran caracteristicas
antagénicas segun la escala de clases de Bell (Clase 3) por lo que pueden ser usados en
CONSOrcios.

- Los tratamientos bioldgicos con los hongos Aspergillus spp, Penicillium spp y Fusarium spp
son capaces de reducir la concentracién de aceites y grasas en agua residual originada en los
procesos de elaboracion artesanal de queso. Se logré una reduccion del 73%, 72%, 41% y
87% en la concentracion de aceites y grasas aplicando los tratamientos Aspergillus spp,
Penicillium spp, Fusarium spp y Mixto, respectivamente.

- Aplicando un andlisis univariante usando el paquete estadistico IBM SPSS version 19 se
encontraron diferencias significativas entre las medias de concentraciones de aceites y grasas
respecto a los tratamientos aplicados. Por medio de la prueba de comparaciéon de medias de
Duncan se determind que el tratamiento Mixto causa mayor disminucion en la concentracion
del parametro al término de 17 dias.

- Los tratamientos aplicados causaron una disminucién en la concentracién de DBOs, DQO y

solidos aunque estadisticamente no presentan diferencias significativas entre ellos.
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RECOMENDACIONES

- Realizar una investigacion variando las concentraciones de los hongos Aspergillus spp y
Penicillium spp para determinar si la concentracion de esporas mejora la eficiencia del
proceso.

- Realizar un estudio sobre el aislamiento de enzimas lipoliticas generadas por los hongos
Aspergillus spp y Penicillium spp con el objetivo de aplicarlas para la construccion de un
biofiltro capaz de ser instalado como parte de la etapa de pretratamiento en pequefias plantas
de tratamiento de aguas residuales con alto contenido graso.

- Tomar en cuenta la temperatura de salida del agua residual en industrias lacteas para la
aplicacion de pruebas de pilotaje puesto que estas presentan temperaturas entre 28°y 30° C.

- Estudiar la capacidad lipolitica del hongo Fusarium ya que aunque se redujo la concentracion
de aceites y grasas, su aplicacion en sustratos liquidos present6 dificultades y la degradacion
de aceites y grasas obtenida en la experimentacion fue menor a la obtenida por los deméas

tratamientos.
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ANEXOS

ANEXO A. Recopilacion fotogréfica

Fotografia 1A. Aspergillus spp en agar base Tributirinacon  mantequilla

Fotografia 2A. Penicillium spp en agar base Tributirina con mantequilla

Fotografia 3A. Fusarium spp en agar base Tributirina con mantequilla



Fotografia 5A. Muestreo del agua residual

Fotografia 7A. Inoculacion del agua residual



Fotografia 10A.Extraccion del solvente



ANEXO B. ANALISIS INICIALES

LABORATORIO DE SERVICIOS AMBIENTALES

N° SE: 226-17

INFORME DE ANALISIS
NOMBRE: Veronica Verdezoto INFORME N° 226- 17
EMPRESA: Proyecto de Tesis ESPOCH N° SE: 226-17

DIRECCION:  Cdla. José Lascano
FECHA DE RECEPCION: 15 - 09 -17

TELEFONO: 032374062 FECHA DE INFORME: 22 -09-17
NUMERO DE MUESTRAS: 1, Agua residual industria lactea, Quimiag, Riobamba  TIPO DE MUESTRA:
IDENTIFICACION:

MA - 369-17 : Agua

El laboratorio se responsabiliza solo del analisis, no de las muestras.

RESULTADO DE ANALISIS
MA - 369-17
PARAMETROS | UNIDADES | METODO/PROCEDIMIENTO | RESULTADO |  U(K=2) FAEN(;{:.?S?SE
* Aceites y grasas mg/l EPA 418.1 2746 N/A 15-09-17
STANDARD METHODS NA 15-00-17
DQO mg/l 5220 - D mod 34450
s il STANDI;;% n_ngmoos prom NA 15-00-17
*Sdlidos STANDARD METHODS 15-09-17
Suspendidos i 2540-D 3900 NA
Sélidos Totales mg STAND’;;%“_"ETHODS 40674 A 15=09=17
: STANDARD METHODS NA 15-00-17
Fosfatos mg/l 4500-P-E 485
7 STANDARD METHODS NA 5-0017
Cloruros mg/l 3500 - CI E 502
*Coliformes STANDARD METHODS NA 5-00-17
it NMP/100 mi 5 sk 620
* Coliformes STANDARD METHODS <2 NA 15-00-17
Fecales M) 9221-B ‘| (Ausencia)
i STANDARD METHODS NA 15-00-17
Nitrito - N mg/l 4500 - NO2 - 2,40
1T > STANDAI?DN gngOD&ﬁOO e NA 15-09-17

METODOS UTILIZADOS: Métodos Normalizados para el Andlisis de Aguas Potables y Residuales APHA, AWWA, WPCF, STANDARD METHODS 21°
EDICION y métodos HACH adaptados del STANDARD METHODS 21° EDICION.

RESPONSABLES DEL ANALISIS:

Dr. Juan Carlos Lara
Benito Mendoza T., Ph.D.

n Caylos Lara R.
CNICOLSA.

|
( Df.J
(s

4

-Los resultados de este informe P (ni ala(s) ) analizada(s)
-Se prohibe la reproduccion parcial de este informe sin la autorizacion del laboratorio.

FMC2101-01
Paginal del

L.S.A. Campus Méster Edison Riera Km 1 % via a Guano Bloque Administrativo.



ANEXO C. ANALISIS FINALES DBOs

LABORATORIO DE SERVICIOS AMBIENTALES

N° SE: 246-17

NOMBRE: Verénica Verdezoto
EMPRESA: Proyecto de Tesis ESPOCH
DIRECCION:  Cdla. José Lascano

INFORME DE ANALISIS

INFORME N° 246- 17

N° SE: 246-17

FECHA DE RECEPCION: 04 - 10 17

TELEFONO: 032374062 FECHA DE INFORME:  11-10-17
NUMERO DE MUESTRAS: 13, Agua residual industria lactea, Quimiag, Riobamba  TIPO DE MUESTRA:
IDENTIFICACION:
‘ MA - 396-17 A1 Agua
MA - 397-17 A2 Agua
MA - 398-17 A3 Agua
MA - 399-17 F1 Agua
MA - 400-17 F2 Agua
MA - 401-17 F3 Agua
MA - 402-17 M1 Agua
MA - 403-17 M2 Agua
MA - 404-17 M3 Agua
MA - 405-17 P1 Agua
MA - 406-17 P2 Agua
MA - 407-17 P3 Agua
MA - 408-17 c1 Agua
El laboratorio se responsabiliza solo del analisis, no de las muestras.
RESULTADO DE ANALISIS
MA - 39617
PARAMETROS | UNIDADES | METODO/PROCEDIMIENTO | RESULTADO |  UK=2) s iz
* DBOS mg 02/ STAND/;ZR% l\-llgTHODS 13288 NA 04-10-17
MA - 397-17
PARAMETROS | UNIDADES | METODO/PROCEDIMIENTO | RESULTADO |  U(K=2) FAENCA’T_?s?sE
*DBO5 gtk || TR 9863 NA 04-10-17
MA - 398-17
PARAMETROS | UNIDADES | METODO/PROCEDIMIENTO | RESULTADO |  U(K=2) :Ef;_‘l‘s?g
« DBOS mg 021 STANDARD METHODS 413 N/A 04-10-17
5210-B
-Los resultados de este informe ala(s) ) analizada(s)
-Se prohibe la reproduccion parcial de este informe sin la autorizacién del laboratorio ({ 7/’
FMC2101-01
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N° SE: 246-17

MA -

MA -

MA -

MA -

MA -

MA -

MA -

39917
PARAMETROS | UNIDADES | METODO/PROCEDIMIENTO | RESULTADO |  U(K=2) iﬁ&*l'_‘l\s?g
P mg 021 STANDARD METHODS i NA 04 -10-17
5210-B
40017
PARAMETROS | UNIDADES | METODO/PROCEDIMIENTO | RESULTADO |  U(K=2) iEr&HL?s?s?
-0 g 021 STANDARD METHODS e NA 04— 1017
5210-B
40147
PARAMETROS | UNIDADES | METODO/PROCEDIMIENTO | RESULTADO |  U(K=2) ﬁ‘ﬁ?s?:
e g 021 STANDARD METHODS ey NA =10 17
5210-B
40217
PARAMETROS | UNIDADES | METODO/PROCEDIMIENTO | RESULTADO |  U(K=2) ';ENCA?:_?S?g
0 mg 021 STANDARD METHODS oo NA A= TOSTT
5210-B
40317
PARAMETROS | UNIDADES | METODOPROCEDIMIENTO | RESULTADO |  U(K=2) :Fﬂ:js?sE
S g 021 STANDARD METHODS oo NA T
5210-B
40417
PARAMETROS | UNIDADES | METODO/PROCEDIMIENTO | RESULTADO |  U(K=2) ﬁ:ms?:
p— g 021 STANDARD METHODS prvem NA 04-1017
5210-B
40517
PARAMETROS | UNIDADES | METODOIPROCEDIMIENTO | REsuLTApo | U2 | FECHADE
P, g 021 STANDARD METHODS ireew A =107
5210-B
-Los resultados de este informe correspond ala(s) ) analizada(s) Y
-Se prohibe la reproduccién parcial de este informe sin la autorizacion del laboratorio 4 /
FMC2101-01
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\ﬁ J
N\
N° SE: 246-17
MA - 406-17
PARAMETROS | UNIDADES | METODO/PROCEDIMIENTO | RESULTADO |  UK=2) ‘;E"‘i’ms?:
*DBOS e Rk o 2893 WA 04-10-17
MA - 407-17
PARAMETROS | UNIDADES | METODO/PROCEDIMIENTO | RESULTADO |  U(K=2) ’;EN?:.II\S?SE
“Bhos g 021 STANDARD METHODS e NA 04— 10-17
5210- B
MA - 40817
PARAMETROS | UNIDADES | METODO/PROCEDIMIENTO | RESULTADO |  U(K=2) :\Er&’:js?:
o g 021 STARDARD WETHODS P NA TS

METODOS UTILIZADOS: Métodos Normalizados para el Andlisis de Aguas Potables y Residuales APHA, AWWA, WPCF, STANDARD METHODS 21°

EDICION y métodos HACH adaptados del STANDARD METHODS 21° EDICION.
RESPONSABLES DEL ANALISIS:

Dr. Juan Carlos Lara
Benito Mendoza T., Ph.D.

'TECNICO LSA.

uan Carlos Lara R.

-Los resultados de este informe cor den (ini ala(s) lizada(s).

-Se prohibe la reproduccion parcial de este informe sin la autorizacion del laboratorio
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