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1 RESUMEN

Se evaluaron los hongos Pleurotus ostreatus, Trametes versicolor y Phanerochaete
chrysosporium para seleccionar un consorcio y las condiciones de operacion apropiadas
para evaluar la tratabilidad de un agua residual de origen textil como alternativa no
convencional de tratamiento.

Se realizaron pruebas de decoloracion in vitro en medio sélido empleando el medio
mineral Rhada, suplementado con celulosa y fibra de fique como fuentes de carbono para
favorecer el proceso de decoloracion. Posteriormente, se realizaron pruebas
seleccionando un colorante representativo de cada grupo quimico, Negro reactivo 5
(azoico), Verde de malaquita (antraquinénico) y Cristal violeta (trifenilmetano). De
acuerdo con los resultados obtenidos, los hongos no decoloran el cristal violeta bajo
ninguna de las condiciones nutricionales evaluadas, por lo cual fue retirado del estudio.
Con respecto al verde de malaquita la decoloracion fue mayor para P. ostreatus y T.
versicolor, con valores de 28% y 25% en celulosa y 16% para T. versicolor en fique.
Para el Verde de malaquita la decoloracion fue mayor para P. ostreatus y T. versicolor,
con valores de 28% y 25% en celulosa y 16% para T. versicolor en fique.

La mejor decoloraciéon se obtuvo con el NRS con valores de 99, 87 y 29% para P.
ostreatus en celulosa, T. versicolor en fique y P. ostreatus en fique. Al evidenciar estos
valores de remocién, se realizd un ensayo complementario donde se mezclaron varias
referencias de la misma familia observando decoloracion del 52%, 31% y 21% para T.
versicolor, P. chrysosporium y P. ostreatus, respectivamente, en medio suplementado con
fique.

Tras los ensayos realizados en medio solido, se seleccionaron los colores que participaron
en los ensayos posteriores del disefio experimental del Plackett Burman; para esto, se
realiz6 un conjunto de 12 tratamientos, con el fin de evaluar el efecto de 11 factores a dos
niveles sobre la decoloracion del agua residual textil previamente caracterizada. De
acuerdo con el analisis estadistico, los factores que favorecieron la decoloracion del
consorcio formulado a base de P. ostreatus y P. chrysosporium fueron, emplear el agua
residual al 100% sin suplemento de C/N, a pH 8.0, 120 rpm, 30° C por 4 dias. Bajo estas
condiciones la decoloracion fue del 99% con remociones de 75% para DQO y actividad

enzimatica de 21 U/L (lacasa), 0.1 U/L (MnP) y 191 U/L (LiP).



2 INTRODUCCION

En la actualidad, las industrias textileras utilizan diversos compuestos quimicos con el fin
de proporcionar color y caracteristicas especiales a las fibras. Generalmente se emplean
tintes sintéticos en los procesos de tefiido, los cuales, después de las operaciones de
lavado y adecuacion, son mezclados con todos los efluentes generados por la planta y se
convierten en agua residual no tratada. Ademas, esta industria tiene un alto consumo de
agua potable, ya que es utilizada en diferentes partes del proceso productivo, trayendo
como consecuencia la generacion de grandes cantidades de agua residual con una carga
orgénica e inorganica heterogénea. Para su tratamiento se emplean métodos fisicos,
quimicos y bioldgicos que alcanzan eficiencias interesantes con respecto a la remocion de
materia organica e inorganica. No obstante, algunos de ellos dejan concentraciones
variables de colorante, lo que limita su calidad para ser reutilizada y puede llegar a
generar graves problemas de contaminacion ambiental al realizar el vertimiento puntual.
Por esta razén, en la actualidad se estan valorando métodos no convencionales que
permitan obtener una decoloracion mayor y disminuyan el impacto ambiental, siendo los
hongos de podredumbre blanca una alternativa promisoria. Estos métodos tienen como
ventaja su versatilidad, economia y que en algunos casos, se puede llegar a reutilizar la
biomasa para un tratamiento adicional.

En este trabajo, se estudio de manera in vitro un sistema bioldgico seleccionando un
consorcio a base de hongos de podredumbre blanca, inmovilizados en Furcraea sp, con el
fin de evaluar la remocion de color y DQO presente en un agua residual textil y su

correlacion con la actividad enzimatica de los hongos a escala de laboratorio.

3 JUSTIFICACION

En la actualidad, el incremento de la contaminacion del medio ambiente ha hecho que se
aumente la preocupacion ante la disminucion de los recursos naturales y por lo tanto, esto
ha hecho que el hombre busque nuevas alternativas para reducir el efecto contaminante de
sus actividades. En el caso de la industria textil, se estima que un 5-30% de los colorantes
utilizados no se fijan a las fibras utilizadas y por consiguiente son eliminados con el agua
de lavado. Debido a la demanda mundial en esta industria, dia a dia se presenta una gran
demanda de procesos y por consiguiente se descarga una gran cantidad de agua coloreada
y contaminada. Dentro de los procesos fisicos y quimicos utilizados en la actualidad para
el tratamiento, se disminuyen de manera significativa otros parametros tales como la
DBOs y la DQO, pero no se reduce la carga de color del agua residual. En este estudio, se

planted y evalud un sistema de tratamiento bioldgico como alternativa no convencional



en el tratamiento de aguas residuales empleando tres hongos de la podredumbre blanca,
Pleurotus ostreatus, Phanerochaete chrysosporium y Trametes versicolor, reconocidos
por poseer un sistema enzimatico eficiente en la degradacion de la lignina y de
compuestos estructuralmente similares a esta. Al inmovilizar el hongo sobre un soporte,
se asegura un mayor contacto de los microorganismos con el contaminante a tratar y esto
resulta en que la técnica sea mas versatil y econdmica.

En Colombia, aunque la industria textil es una de las mas importantes para la economia,
no se ha prestado la atencion necesaria al problema de la contaminacion que esta genera,
por esto resulta de gran utilidad la formulacion de nuevas alternativas para el tratamiento
de los residuos liquidos originados, implementando procesos no convencionales, dentro
de los cuales se encuentran los de tipo biologico que plantean nuevas soluciones y evitan
que se siga contribuyendo al grave problema mundial de la contaminacién del medio

ambiente.
4 MARCO TEORICO

4.1  Impacto ambiental generado por la industria textil

La empresa textil ocupa el cuarto puesto a nivel mundial con respecto a la cantidad de
agua potable que utiliza durante las diferentes etapas del proceso (Kunz et al., 2001). En
general, las corrientes de agua de descarga provienen principalmente del descrude,
macerado (20%) y del blanqueo, tefiido y lavado (65%). En promedio se han reportado
entre 125 y 170 litros de agua por kilogramo de producto (USEPA, 1997). La
composicion quimica del agua es muy variada, pero los contaminantes prioritarios son el
color, compuestos aromadticos, DQO, DBOs y metales pesados dependiendo del tipo de
tinte. Segun lo reportado por Gongalves et al., (2000), los residuales provenientes de la
tintura del poliéster tiene concentraciones variables de DQO (50-5000 mg/L), DBOs
(200-300 mg/L), solidos suspendidos (50-500 mg/L), nitrogeno organico (18-39 mg/L),
fosforo total (0.3-15 mg/L), y cromo total (0.2-0.5 mg/L). Generalmente la DBOs
(Demanda Bioquimica de Oxigeno) es relativamente baja en comparaciéon con la DQO

(Demanda Quimica de Oxigeno) (Mantzavinos y Psillakis, 2004).

La Secretaria Distrital de Ambiente, es la entidad encargada, en Bogota, de orientar y
liderar la formulacion de politicas ambientales y de aprovechamiento sostenible de los
recursos ambientales y del suelo, tendientes a preservar la diversidad e integridad del
ambiente, el manejo y aprovechamiento sostenible de los recursos naturales distritales y

la conservacion del sistema de areas protegidas, para garantizar una relacion adecuada



entre la poblacion y el entorno ambiental y crear las condiciones que garanticen los
derechos fundamentales y colectivos relacionados con el medio ambiente. (Secretaria del
medio Ambiente, 2009). Esta entidad tiene en vigencia una resolucion por la cual se
establece, la norma técnica para el control y manejo de los vertimientos realizados a la
red de alcantarillado publico de la red Capital. Dicha Resolucion es la No 3957 del 19 de
junio de 2009, donde se establece importancia en proteger los recursos naturales, para
nuestro interés el agua potable, ademas de prevenir y controlar los factores de deterioro
ambiental, para garantizar su desarrollo sostenible, su conservacion, restauracion o
sustitucion y garantizar el derecho a un ambiente sano para los actuales habitantes y las

generaciones futuras del distrito capital (Secretaria de Ambiente, 2009).

Los métodos de tratamiento para la remocion de la DBOs, s6lidos y DQO son muy bien
establecidos, sin embargo los colorantes son mas dificiles de tratar debido a que son
producidos para resistir la exposicion al sudor, jabon, agua, luz y agentes oxidantes, lo
que los convierte en compuestos muy estables y menos susceptibles a la biodegradacion
(Levin et al., 2004, Blanquez et al., 2004, Romero et al., 2006). El color residual presente
en el agua depende del procedimiento de tintura, tipo de colorante, método de aplicacion
y relacion agua/colorante, y se considera que aproximadamente entre un 5-20% de
colorantes acidos, 10% de colorantes dispersos y 5-30% de colorantes directos, no se
unen satisfactoriamente a las telas y se pierden en el agua de lavado. Dada la
hetereogenicidad de los residuales y considerando que para algunas empresas diariamente
la produccion y tintura de telas puede alcanzar hasta tres toneladas, la generacion de
aguas coloreadas es muy significativa (Gongalves et al., 2000). La remocién de
colorantes se ha convertido en un 4area de gran interés para diversos grupos de
investigacion, basicamente porque la legislacion es exigente con respecto a los
vertimientos que producen ciertas industrias como las papeleras, textileras y metalurgicas.
La mayoria de las empresas cumplen con estos parametros, sin embargo vierten aguas
residuales muy coloreadas 6 con cierto contenido de metales pesados y AOX
(Compuestos halogenados absorbibles), que podrian ser tratadas y reutilizadas en alguna
de las etapas de tintura 0 lavado en las cuales no se requiera agua con 100% de
transparencia y ausencia total de sales como sodio, sulfato y calcio (Vishnu et al., 2007).
Adicionalmente ciertos colorantes 6 subproductos pueden tener efectos toxicoldgicos,
mutagénicos y carcinogénicos a mediano y largo plazo sobre diferentes especies animales

y vegetales (Alvares de Lima et al., 2007).



4.2  Tratamiento biolégico con Hongos de Podredumbre Blanca (HPB) y desarrollo

de bioportadores mediante inmovilizacion

Los microorganismos mas empleados en la biorremediacion de efluentes contaminados
son los hongos de la podredumbre blanca (HPB) inmovilizados en diferentes materiales,
estos hongos tienen la habilidad para degradar fibras, en el caso especifico de fique, por
ser compatibles degradadores de lignina. Estos hongos se encuentran facilmente en la
naturaleza, son Basidiomycetes y pertenecen a la clase Hymenomycetes, comunes en
bosques de pino y encino, estos hongos realizan una funcion natural esencial en la
conversion de lignina cuya produccion es de 20.3 x1012 Kg/afio, este es un polimero
polifenodlico heterogéneo que se degrada por oxidacion a compuestos aromaticos de mas
facil degradacion como el acido vainillinico y acido protocaténico (Morales y Ruiz,
2008).

La inmovilizacion se define como las distintas formas de atrapamiento o adhesion celular
a diferentes soportes por adhesiones fisicas o quimicas, gracias a esto el microorganismo
es capaz de formar agrupaciones por biopeliculas o colonizaciones. Es un evento que se
da naturalmente gracias a procesos de adherencia a superficies o a otros
microorganismos, debido a estructuras celulares ¢ a sustancias que estos mismos
segregan. De forma artificial o inducida, puede darse por atrapamiento en los espacios o
poros de fibras y geles, entre muchos (Couto et al., 2004).

La inmovilizacion de HPB en diferentes soportes, para el tratamiento de diferentes clases
de residuales ha demostrado ser una tecnologia eficiente y econdémica, gracias a la cual
los sistemas se pueden operar por varios ciclos, dependiendo el tipo de soporte no es
necesaria la adicion de co-sustrato para soportar el metabolismo y el producto de la
inmovilizacién, se puede emplear para empacar reactores de configuracion sencilla
escalables a planta piloto y nivel industrial. Shin et al., 2002 demostraron que varios
soportes no inertes son colonizados por Trametes versicolor y son utilizados como co-
sustrato para la degradacion de amaranto, determinando que para la degradacion de
colorantes sea necesario la adicion de un sustrato de facil asimilacion que soporte
metabolismo primario. Por otro lado la inmovilizacion por encapsulacion en una matriz
de alginato se ha usado para decolorar el naranja Il (Colorante AZQO), empleando a
Trametes versicolor logrando una decoloracion del 80% en 3 dias comparado con un
cultivo en suspension que redujo el color en un 60% en 6 dias (Ramsay et al., 2005).
Pedroza et al., 2007 reportaron que la forma de crecimiento de los hongos favorecio la
penetracion de las hifas a través de la espuma de poliuretano incrementando la capacidad

de remocion de los contaminantes presentes en aguas residuales papeleras.



El procesamiento industrial del fique genera gran cantidad de residuos de la fibra
empleada para los costales. Estos costales desechados podrian utilizarse como soportes
para inmovilizar la biomasa de hongos de la podredumbre blanca con el fin de utilizarlos
como portadores laminares que pueden acoplarse a reactores cilindricos agitados y
aireados por la inyeccion de aire en profundidad; otra de las ventajas que aportaria el
material es que quimicamente estd compuesto por lignina, celulosa y hemicelulosa. Cada
uno de estos polimeros le serviria a los hongos para funciones especificas, Por un lado la
lignina actuaria en union con los colorantes del agua textil como inductores de la
actividad enzimadtica responsable de la decoloracion. La celulosa y hemicelulosa
actuarian como fuentes de carbono complementarias para soportar el crecimiento de los
hongos y por consiguiente se favoreceria la remocion de DBO y DQO en el agua. Por
ultimo la unién de un soporte natural y la biomasa favoreceria la decoloracion ya que los
dos tienen propiedades adsortivas altas que entrarian a complementarse; eficiencia que no

se lograria si se empleara cada uno por separado (www.sica.gov.ec, 2007).
5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Seleccionar y evaluar un consorcio fungico inmovilizado sobre Furcraea sp para el

tratamiento de aguas residuales de la industria textil.

5.2 Objetivos especificos

- Seleccionar las cepas con mayor capacidad de decoloracion in vitro, empleando

colorantes azoicos, antraquinonicos y trifenilmetanicos.

- Desarrollar y evaluar un bioportador utilizando biomasa fungica inmovilizada

sobre Furcraea sp.

- Evaluar la capacidad de decoloracion del sistema bifasico implementando

estudios a escala de erlenmeyer.

6 HIPOTESIS

El consorcio fungico empleado inmovilizado sobre Furcraea sp, decolorard el agua

residual de la industria textil a escala in vitro.



7  MATERIALES Y METODOS

7.1  Microorganismos

Los hongos Phanerochaete chrysosporium (CINVESTAYV, México), Trametes versicolor
y Pleurotus ostreatus (Laboratorio de Microbiologia Ambiental PUJ, Colombia), se
reactivaron y preservaron en agar extracto salvado de trigo de acuerdo a la metodologia

propuesta por (Fernandez et al., 2009).

7.2 Colonizacién del portador a base de fique

Se prepararon erlenmeyers de 250mL con 50mL de caldo extracto salvado de trigo, los
cuales se inocularon por separado con seis discos de agar con cada uno de los tres hongos
crecidos y posteriormente se llevaron a incubar en agitador termostatado a 120rpm, 30°C,
durante diez dias. Se tomaron los erlenmeyer con formaciéon de biomasa en forma de
pellet y esta se recuperdé mediante filtracion, utilizando un colador metélico previamente
esterilizado, separando la fase solida del extracto del caldo de cultivo. Como soporte no
inerte se empled fibra de fique la cual fue tejida obteniendo plantillas de 4 cm®. El soporte
se esterilizd previamente en autoclave a 15lbs, 15 minutos. Para el proceso de
inmovilizacion se prepararon cajas de Petri que contenian agar extracto salvado de trigo;
el agar se dejo gelificar durante 5 minutos y se colocaron las mallas de fique estériles, a
las cuales se les determiné el peso y posteriormente fueron inoculadas con una cantidad
conocida de biomasa pelletizada previamente determinado y se homogeniz6 sobre las
mallas hasta cubrirlas totalmente. Las cajas se incubaron por diez dias a 30°C. Para
determinar la cantidad de biomasa inmovilizada sobre el soporte se empled el protocolo

propuesto por Morales y Ruiz, (2007).

7.3 Pruebas preliminares de decoloracion en medio sélido

Se realizaron pruebas de decoloracion en medio sélido utilizando un colorante de cada
grupo (Azoico, antraquinoénico y trifenilmetanico), como medio base se empled la
formulaciéon publicada por Radha et al., (2005). Se sembr6 un disco de cada uno de los
hongos crecidos sobre el agar con colorante preparado a 150ppm, utilizando como fuente
de carbono celulosa y por otro lado fibras con un tamafio de Smm de Furcraea sp. Las
cajas se incubaron por 10 dias a 30°C, evaluando diariamente el diametro del halo de
decoloracion y de crecimiento radial en centimetros. Como controles se utilizaron el
medio propuesto por Radha et al., (2005) sin colorante, incubandolo bajo las mismas
condiciones. Teniendo en cuenta que en la industria textil se utiliza en su mayoria

colorantes azoicos, se realizaron pruebas de decoloracion en medio sélido utilizando



diferentes colorantes comerciales de este tipo, marca IRIS (Negro 24, Rojo 9, Verde
Oscuro 21 y Azul 16) y el colorante Negro Reactivo 5. Se siguié la misma metodologia

de los otros grupos de colorantes.

7.4  Estudios de adsorcién

Se analiz¢ el efecto del tipo de absorbente sobre las propiedades adsortivas de cada uno
de los colorantes seleccionados en el numeral 7.3, empleando como materias primas,
costal de fique (Furcraea sp) sin colonizar y fique colonizado. Previamente a los estudios
se realizaron curvas de absorbancia para determinar la longitud de onda de méaxima
absorcion para cada colorante y posteriormente se construyeron curvas de calibracion
para cada uno de ellos (Fernandez et al, 2009). Las isotermas de adsorcion se llevaron a
cabo preparando por separado cada uno de los colorantes en agua destilada. Los
experimentos se evaluaron colocando una cantidad determinada del soporte en 50mL de
solucién colorante a 30°C a 120 rpm por doce horas, protegidos de la luz. Se realizaron
muestreos cada 60 minutos para determinar la concentracion de colorante residual en
cada uno de los tiempos, extrapolando las absorbancias en la curvas de calibracion y se
informé en ppm. Con el fin de modelar el mecanismo de adsorcion se uso el modelo
cinético de adsorcion de seudo-primer-orden (Langmuir) para analizar los datos
experimentales, asumiendo que las concentraciones medidas son iguales a las

concentraciones en la superficie (Parab et al., 2006) (Ecuacién 1).

C, =K,Cs,..C/(1+K,C) ()

S

1 1 1
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Donde Cs (mg/g) es la cantidad de soluto adsorbido sobre el adsorbente, CSmax €s la
maxima cantidad soluto adsorbido sobre el adsorbente en equilibrio y k1 es la constante
de equilibrio de Langmuir. Se realizd una transformacion de datos invirtiendo los
términos de la ecuacion (1) para obtener la ecuacion (2) la cual se multiplico por C para

obtener la forma lineal de la ecuacion (1) y al graficar C versus C/Cs se obtuvo una linea



recta cuya pendiente es igual a (1/Csy.x) v el intercepto es (1/K;*Cspx) (Valente et al.,
2006).

7.5 Estudios de biodegradabilidad del portador

Se colonizaron laminas de fique de 4cm” con cada uno de los hongos y se sembraron
sobre agar agua, las cajas se incubaron por 30 dias, haciendo muestreos de 5 mm” cada
siete dias y se realiz6 microscopia electronica de barrido, segiin la metodologia descrita
por Pedroza et al., (2007). Como control se utilizo el soporte sin biomasa incubado

durante 30 dias con observaciones al inicio y final de proceso.

7.6 Seleccion de las condiciones de operacion a escala erlenmeyer empleando

células inmovilizadas y agua residual textil

7.6.1 Caracterizacidon del agua residual sintética similar a la proveniente de la

industria textil

Se utilizo el agua residual preparada en el laboratorio que semejo las condiciones a una
producida por una empresa textil la localizada en Bogotd. Con respecto a la
caracterizacion inicial se realizaron las pruebas exigidas por la SRA en la resolucion

3957/20009.
7.6.2 Disefio experimental para la seleccion del consorcio fangico

7.6.2.1 Montaje de los tratamientos para el Plackett Burman

Para estudiar el efecto de algunos factores ambientales y condiciones de operacion se
realiz6 un disefio experimental de Plackett- Burman, empleando las cepas
preseleccionadas de forma individual y en consorcio (Montgomery, 2003). El modelo
contemplo dos niveles de seleccion para cada variable, un nivel bajo (-1) y un nivel alto
(+1). La tabla 1 muestra los factores evaluados y los niveles para cada factor. El disefio de

Plackett-Burman esta basado en un modelo de primer orden descrito por la ecuacion (4):

Y=Bt2XBiXi (4

Donde y es la respuesta de la variable dependiente, Po es el intercepto del modelo y B; es
el coeficiente estimado para cada variable o factor X;. Este modelo no describe la
interaccion entre los factores, se usa para seleccionar y evaluar los factores mas
significativos que influyen en el proceso. El maximo numero de factores que puede ser

evaluado en un disefio de este tipo es igual al numero total de experimentos menos uno.



En este trabajo se tomaron en cuenta 9 variables (A-K) a dos niveles de variacion, lo que
arroj6 12 tratamientos. Las combinaciones para este disefio se observan en la tabla 1.
Cada experimento se realizo por triplicado, empleando como controles el soporte sin

colonizar y medio sin microorganismos.

Tabla 1. Factores evaluados. Matriz codificada del disefio Plackett-Burman.

Clave Factor

A Pleurotus ostreatus

B Trametes versicolor

C Phanerochaete chrysosporium

D Carbono (g/L)

E Nitroégeno (g/L)

F Temperatura (°C)

G pH (Unid)

H Tiempo (Dias)

| Ciego

J Concentracion del residual (%v/v)

K Agitacion (rpm)

Tx Claves y Combinaciones
A B C D E F G H I J K

1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1 1 -1
2 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 -1 1 1
3 -1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1
4 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1 1 -1 1
5 1 1 -1 1 1 -1 1 -1 1 -1 -1
6 1 1 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1 -1
7 -1 1 1 1 -1 1 1 -1 ] -1 1 -1
8 -1 -1 1 1 1 -1 1 1 -1 -1 1
9 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1 1 1 -1
10 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 ] -1 1 1
11 -1 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 -1 1
12 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 ] -1 -1 -1
-1 sin sin sin 0 0 15 4.5 2 - 100 0
1 con [ con | con | 2,5 0,5 30 8 4 - 100 120
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Se emplearon erlenmeyer de 100 mL que contenian 20 mL del agua residual ajustada de
acuerdo a cada tratamiento y el portador laminar de fique colonizado con los hongos
teniendo en cuenta la combinacién de cada uno de los factores. Los cultivos se
mantuvieron bajo las condiciones de operacion constantes referidas a tiempo, velocidad
de agitacion y temperatura de acuerdo al disefio. Con los resultados obtenidos, se efectud
una analisis de varianza (ANOVA) y un andlisis de regresion empleando los programas

Desing expert 6.0, SAS 6.06 para Windows y Stadistica.
8 RESULTADOS Y DISCUSION

8.1  Microorganismos

Se utilizaron tres cepas, T. versicolor, P. ostreatus (Colombia) y P. chrysosporium
(México), las cuales fueron reactivadas en agar extracto salvado de trigo: g/L (glucosa 10,
peptona 5, extracto de levadura 2, KH,PO,4 0.1, MgSO,*7H,0 0,05, MnSO4*H,0 0.076,
agar-agar 15, extracto liquido salvado de trigo 175g L-1 a 30° C por 8 dias) (Pedroza et
al., 2007).

Este medio brinda macronutrientes como glucosa y extracto de levadura, fuentes de
carbono y nitrégeno respectivamente, fundamentales para el crecimiento de los
microorganismos y para su actividad metabdlica, también sales de micronutrientes como
sulfato de manganeso, magnesio, potasio, sodio, azufre y cloro, ttiles para mantener
activos los procesos metabdlicos (Antongiovanni and Sargentini, 1991), ademas estos
microorganismos poseen la habilidad de degradar la lignina proveniente del salvado de
trigo, que se encuentra en una proporcion del 15%, induciendo actividad enzimatica
ligninolitica, convirtiendo esta molécula compleja compuestos mas sencillos asimilables
por los hongos, los cuales son fuentes alternas de carbono para este grupo de organismos

(Deacon, 1988).

8.2  Colonizacion del portador a base de fique

Inicialmente se realizé un ensayo de colonizacion en pequefia escala empleando plantillas
de fique de 4 cm? las cuales fueron inoculadas con esferas o pellets de biomasa fungica
previamente cultivadas en medio liquido. Con este ensayo se verificd la capacidad de
colonizacion y el tiempo de recubrimiento del soporte lignoceluldsico, observando que a
los 7 dias de incubacion se forma una capa de biomasa uniforme con peso promedio de
1.6 g/g, 1.4 g/g y 1,5 g/g para P. ostreatus, P. chrysosporium y T. versicolor

respectivamente. Un lote nuevo de estas plantillas se utilizd para el montaje del disefio
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experimental de Plackett Burman como se describe en la seccion 7.6. La figura 1 muestra

la colonizacion de las mallas (plantillas) de fique.

Figura 1. Colonizacion de plantillas de fique de 4 cm2. (Izquierda) plantilla sin

colonizar. (Derecha) plantilla colonizada. 8 dias, 30° C en agar extracto salvado de trigo.

Los hongos filamentosos tienen una inclinacion natural por crecer adheridos a superficies
(Moreria et al., 2003), la adsorcién fisica inicial se logra gracias a las fuerzas
electroestaticas o por enlaces covalentes entre la pared celular y el soporte. (Fernandez; et
al 2009). Entre algunos de los componentes de adherencia se encuentran la propia quitina
de la pared fungica, algunas glicoproteinas y estearasas que logran establecer fuerzas de
van der Walls entre la pared y el soporte. Esto es de gran importancia en este estudio ya
que los hongos son inmovilizados en las mallas de fique, las cuales proveen compuestos
celulosicos similares a los de su habitat natural. La malla permite que estos
microorganismos crezcan en toda la superficie, colonizando con el micelio dicha area, asi
mismo, la forma de crecimiento apical de los hongos hace que las hifas se extiendan hacia
los lugares donde hay sustratos disponibles, permitiendo asi mayor inmovilizacion de
biomasa. Ademas, los hongos poseen un polisacarido adherente, B-glucano, el cual
facilita su fijacion al soporte donde esta desarrollandose, lograndose una mayor retencion
de biomasa (Moreria et al., 2003), el fique al ser un soporte poroso hace que se beneficie
la transferencia de oxigeno, y al estar en contacto con el medio hace que mayor

disponibilidad de nutrientes para el micelio en crecimiento.

8.3  Pruebas preliminares de decoloracién en medio sélido

Para los ensayos de decoloracion in vitro se empled el agar Radha como base y se
suplementd con dos fuentes de carbono por separado para favorecer el proceso de
decoloracion (celulosa 2 g/L y fique en hilos de Smm a una concentracion final de 2 g/L).

Se seleccionaron los colorantes negro reactivo 5, cristal violeta y verde de malaquita a

12



150 ppm como representantes de los azoicos, antraquindnicos y trifenilmetanicos. De
acuerdo con los resultados del analisis estadistico se encontraron diferencias altamente
significativas que demuestran que el colorante antraquindnico (cristal violeta) no fue
decolorado por ninguna de las cepas en ninguna de las fuentes de carbono ya que no se
observd crecimiento ni decoloracion en el medio solido (p<0.0001). Por esta razon, se

retird del estudio (figura 2).

Grupo A

F

azoico

Grupo B

% trifenilmetanico

[

K=}

<}

© [ Phanerochaete con celulosa

[ Phanerochaete con fique ]
Grupo C [ Trametes con celulosa
antraquinonico Il Trametes con fique

[ Pleurotus con celulosa
[ Pleurotus con fique
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Figura 2. Pruebas de decoloracion in vitro para colorantes azoicos (negro reactivo 5),
trifenilmetanico (verde de malaquita) y antraquindnico (cristal violeta) en agar Rhada

suplementado con celulosa y fique 2 g/L, 30° C, 10 dias.
(Autores, 2009)

Con respecto, al colorante trifenilmetanico, verde de malaquita, se observo que las cepas
con mayor potencial de decoloracién a los 10 dias fueron P. ostreatus y T. versicolor con
valores de 28% para P. ostreatus en celulosa, 25% para T. versicolor en celulosa y 16%
para T. versicolor en fique (p<0.0001) (figura 3). El colorante azoico negro reactivo 5
presentd los mayores porcentajes de decoloracion con 99, 87 y 29% para P. ostreatus en
celulosa, T. versicolor en fique y P. osteatus en fique a los 10 dias de evaluacion (Tabla
2) (figura 3). Con respecto a estos resultados, se observo una menor decoloracion para el
colorante trifenilmetdnico ya que su estructura es mas compleja por la presencia de tres
anillos derivados la difenilamina y del di y tri-fenilmetano junto con radicales aromaticos
y sulfonicos que los hacen mas complejos al ataque por parte de los microorganismos y
los convierten en compuestos recalcitrantes debido a que los dtomos de la estructura se

encuentran fuertemente enlazados y resulta mas complejo para la maquinaria enzimatica
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lograr sustraer electrones de estos para debilitar los enlaces (Jiménez; et al, 2003). Para el
caso de los colorantes antraquinonicos, los resultados obtenidos sugieren que ninguna de
las cepas logro utilizar los sustratos del medio para crecer, por lo tanto no hubo
produccion de enzimas extracelulares que lograran degradar el colorante, esto sucedio de
manera contraria a lo reportado por Garzon, 2008, quien evalué un colorante
antraquinénico a una concentracion de 300ppm y logré hasta un 75% de decoloracion. En
este caso como se evalud cristal violeta, los resultados sugieren que la concentracion
utilizada del colorante inhibi6 el crecimiento de las cepas. Para esto, seria util realizar un
ensayo con diferentes concentraciones menores a 150ppm para lograr encontrar la
adecuada para permitir el crecimiento de los microorganismos.

Los hongos de podredumbre blanca, producen enzimas especializadas para degradar
compuestos complejos en mas simples, estos Ultimos para utilizarlos como fuentes
nutricionales; las mas importantes son la LiP, MnP y Lacasa, las cuales se producen en el
momento en el que el hongo encuentra moléculas que puedan ser usadas en su
metabolismo, como la lignina, o el grupo croméforo de un colorante.

T. versicolor posee la capacidad de inducir la produccion de sus enzimas extracelulares
en la presencia de compuestos aromaticos fendlicos y no fenolicos con estructura similar
a la de la lignina, este hongo fue reportado por Garzon, 2008, en la remociéon de
colorantes como el azul acido 113 (azoico), fucsina acida (trifenilmetanico) e Indigo
carmin (antraquinona). El hongo P.ostreatus ha sido reportado como uno de los
microorganismoS mas eficientes para la remocion de colorantes, asi lo demuestran
estudios anteriores, (Rodriguez et al., 1999; Zhao et al., 2005), sin embargo hay
limitaciones con estudios de colorantes a concentraciones mayores de 150ppm, ya que
algunas concentraciones mayores a este valor, inhiben la produccion de estas enzimas.
Por otro lado P. chrysosporium fue la cepa con menor porcentaje de decoloracion en
todos los ensayos, tanto en los estudios de decoloraciéon, como para la mezcla del agua
residual pero cabe anotar que estos resultados no indican que este hongo no sea bueno
para la remocion de colorantes, ya que otros estudios como el de Radha et al., 2005,
obtiene porcentajes de decoloracion entre el 75 y 98 % de siete colorantes diferentes
como metil violeta, naranja acido, magenta, azul de metileno, rojo congo, rojo acido 114

y verde acido.
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Tabla 2. Decoloracion in vitro para colorantes azoicos (negro reactivo 5),

trifenilmetanico (verde de malaquita), y antraquinonico (cristal violeta) en agar Rhada

suplementado 2 g/L de celulosa y fique 30°C, 10 dias.

Cepay fuente de
carbono

Antraquinénico
Cristal violeta

Trifenilmetanico
Verde malaquita

P. ostreatus
Celulosa

Azoico

Negro
Reactivo 5

P. ostreatus
Fique

T. versicolor
Celulosa

T. versicolor
Fique

P. chrysosporium
Celulosa

P. chrysosporium
Fique

Figura 3. Pruebas de decoloracion in vitro para colorantes azoicos (negro reactivo 5),

trifenilmetanico (verde de malaquita) y antraquinénico (cristal violeta) en agar Rhada

suplementado 2 g/L de celulosa y fique. 30° C, 10 dias.

(Fuente, Autores)

Al presentarse diferencias significativas entre los porcentajes de decoloracion (p<0.0001)

entre colorantes y cepas, se procedio a hacer una ensayo complementario que consistié en

evaluar mas colorantes azoicos de una casa comercial (Iris) suplementados con celulosa y

fique para establecer si la respuesta positiva se mantenia igual al variar la gama de

colores. Los colorantes evaluados fueron azul 16, rojo 9, verde oscuro 21 y negro 24. Se

puede apreciar en la figura 4 que la cepa de P. ostreatus decoloré en un 100% los colores

azul, verde y negro; T. versicolor y P. chrysosporium presentaron diferentes porcentajes

de decoloracion para estos mismos colorantes: 95% de decoloracion para el color negro

por parte de T. versicolor y 100% de remocion para color verde por parte P.
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chrysosporium. La obtencion de estos resultados trae como ventaja que a la hora de
escalar el ensayo, se pueden utilizar diversos tintes en la gama de los azoicos, al igual que
en la industria textil en donde no solo se utilizan pequefias cantidades de colorantes sino
que debido a la gran demanda del mercado nacional e internacional, se utilizan una gran

variedad de tintes en el procesamiento de las fibras textiles.

120

. AZUL
I ROJO
100 4 T [ VERDE
Il NEGRO

80

60

40 4

Decoloracién (%)
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Pleurotus ostreatus Phanerochaete chrysosporium Trametes versicolor

Cepas

Figura 4. Pruebas de decoloracion in vitro para diferentes colorantes azoicos de la gama

iris en agar Rhada suplementado con 2 g/L de fique. 30° C, 10 dias.
(Autores, 2009)

Finalmente se realizé una mezcla de los cuatro colorantes azoicos Iris y negro reactivo 5,
en partes iguales, con una concentracion final de 150ppm para determinar el potencial de
decoloracion sobre la mezcla en funcion del tiempo, empleando fique como fuente de
carbono. Esto se hizo de esta manera debido a que en los ensayos anteriores se demostrd
que al someter los microorganismos en el medio suplementado con fibra de fique como
fuente de carbono, se logra una buena decoloracion para cada uno de los azoicos
comerciales, esto trae ventajas en cuanto a que el fique es una fibra de facil consecucion
en el pais y es muy econdémica, comparado con la utilizacion de celulosa como fuente de
carbono. En la figura 5 (tabla 3), se puede observar el comportamiento que tuvieron las
cepas en medio solido y se puede apreciar que los tres hongos presentaron una
decoloracion importante al final del ensayo, con halos de decoloracion que abarcaban
todo el medio, lo que significa que probablemente las cepas continuarian decolorando si
se hubiera extendido el tiempo de experimentacion. P. ostreatus, T versicolor y P.

chrysosporium presentaron porcentajes de decoloracion del 21%, 52% y 31%
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respectivamente, estos valores de decoloracidon son bajos respecto a los ensayos de los
colorantes evaluados por aparte, evidenciando asi, que a pesar de que sean de la misma
familia (tipo azo), al estar mezclados aumenten su resistencia y complejidad en la
molécula, formando anillos diazo mas fuertes y dificiles de atacar por las enzimas

expresadas por los hongos.

Tabla 3. Decoloracion in vitro para la mezcla de colorantes azoicos de la gama iris en

agar Rhada sumplementado en 2g/L de fique. 30°C, 10 dias.

Cepa Inicial Final

P. ostreatus
fique

T. versicolor
fique

P. chrysosporium
fique

Figura 5. Decoloracion in vitro para la mezcla de colorantes en agar Rhada suplementado

con 2g/L de fique, 30 °C, 10 dias.

(Autores, 2009)

8.4 Estudios de adsorcion

La remocion del color en los tratamientos se beneficia por la adsorcion de la mezcla de
colorantes al soporte. Se evaluaron en algunos tratamientos por si solo el fique, y se
corrobor6 la reduccion en la concentracion del colorantes, esto estd soportado en las
isotermas de adsorcion obtenidas para cada uno de los grupos de colorantes.

El modelo aplicado para obtener las constantes de adsorcion y concentraciones maximas
de adsorcion fue el de Langmiur, el cual fue transformado a su forma lineal para poder
realizar la modelacion de los datos y calcular los parametros de interés que se presentan
en la tabla 4 y figuras 6-9. Para el primer grupo de colorantes, se encontré que el
colorante antraquinénico es el que presenta menor afinidad por el soporte ya que su

concentracion maxima de adsorcion fue de 0,373 mg de colorante/mg de soporte y segun
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lo reportado por Valente et al., 2006, valores de C . menores de 1, indican que no
existe una fuerte interaccién entre el soluto y el adsorbente. Para el colorante
trifenilmetanico, se observd que la concentracion maxima de adsorcion aumentd con
relacion al antraquinoénico, lo que quiere decir que existe una interaccion entre el
colorante y el fique pero no muy fuerte lo que sugiere que no se reducira de manera
importante la concentracion de este tipo de tinte en el residual. En el caso del colorante
azoico negro reactivo 5, se obtuvo el mayor valor de C; ., esto se debe a que la
estructura quimica de los colorantes azoicos, facilita la adsorcion al soporte, ya que el
grupo auxocromico le proporciona la capacidad de unirse mediante interacciones
covalentes y fijarse a las fibras de celulosa, ademas pH alcalino del efluente, hace que el
soporte se cargue positivamente y exista una mayor atraccion con la carga de los
colorantes (Annadurai et al, 1998), esta atraccion es de tipo covalente y le permite al tinte
fijarse a las fibras de celulosa del fique.

Por otro lado, al realizar los estudios de adsorcion de la mezcla de azoicos se observo
que el mejor biomaterial fue P. ostreatus inmovilizado en fique, seguido por el soporte
solo, el consorcio fungico inmovilizado en fique y P. crhysosporium inmovilizado
(figuras 6-9). Los resultados obtenidos son similares a los presentados para el negro
reactivo 5, lo que indica que los colorantes azoicos presentan una alta interaccion con el
soporte y el biomaterial, de aca se puede sugerir que el soporte podria ser usado como
adsorbente por si solo, sin embargo, la remocion de la mezcla seria solo por proceso
fisico y podria sufrir procesos de desorcion que devolverian la contaminacion al agua
residual, por esta razon se prefirid trabajar con las cepas inmovilizadas y el hecho de
tenerlas viables produciendo enzimas, le da al sistema un valor agregado ya que se
pueden llevar a cabo procesos de biotransformacién y posible mineralizacion, resultados
que se confirman en el numeral 8.6.2. Con respecto a T. versicolor, esta cepa no fue
sometida a este estudio porque al realizar el primer disefio experimental de decoloracion
en medio solido, esta por si sola ni en consorcio logrd superar decoloraciones que si
presentd el consorcio en relacion 1:1 de P. ostreatus y P. chrysosporium, los cuales
potenciaban la remocion de color. Para los colorantes antraquinoénicos y trifenilmetanicos,
los valores de Csy, bajos obtenidos serian contraproducentes ya que al desarrollar
biomateriales se espera que se ejerza un efecto sinérgico entre el soporte y la biomasa
microbiana para potencializar la decoloracion y al tener una concentracion de adsorcion
con estos valores gran parte del colorante quedaria disuelto en el efluente, y el problema
de la contaminacion por el color permaneceria latente y al emplear un tratamiento

bioldgico, se generarian bajas eficiencias de remocion.
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De aca se concluye que el fique es un material adecuado para someterlo a las condiciones

del disefo experimental del Plackett Burman.

Tabla 4. Constantes de saturacion y concentraciones de saturacion maxima para el fique

como portador libre de biomasa.

Colorantes Csmax (Mg/g) K1 (1/mg)
Negro reactivo 5 263 0.0003
(Azoico)
Verde de malaquita 9.40 0.0088
(Trifenilmetanico)
Cristal violeta 0.373 0.22
(Antraquinonico)
Diferentes azoicos de la gama IRIS
Negro 25 223 0.0094
Azul 25 666 0.0011
Verde 32 178 0.00042
Rojo 53 166 4.8x10™
2.0 —u— Fique sin biomasa
Cs, .. 270 mg/g ]
. K,= 0.00013 1/mg /./
15] | R=099 A
*,I
0
O g
O 1.01 o
-
0.54
0.0 '/

0.00 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.07 0.08
C (mg/L)

Figura 6. Linealizacion de la ecuacion de Langmiur para determinar la adsorcion de la

mezcla de colorantes sobre el fique libre de biomasa a 30° C (R*=0.99).
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2.5

| |—m—P. ostreatus inmovilizado
Cs . = 277 mglg

m;

2.0 |K,=0,00018 1/mg /
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1.5+ /-

o
o]

]
0.0 — T T T T T T T T T T T T T
0.00 0.02 004 006 008 010 0.12 0.14

C (mgl/L)

C/Cs

Figura 7. Linealizacion de la ecuacion de Langmiur para determinar la adsorcion de la
mezcla de colorantes sobre el bioportador a base de P. ostreatus inmovilizado sobre 0.6g

de fique a 30° C (R*= 0.99).

3.0
—m—P. chrysosporium inmovilizado
Cs, = 126.5mg/g /'
2.54| Kk.z=0.00037 Umg /'
{| R*=0.99 /-
2.04 "
4 ./
%3] '/
1.5 -
) /'
B T | |
1.0- e
] e
0.5- /
4 | |
/
0.0 T T T T T T T T T T T T T T
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 010 0.12 o0.14
C (mg/L)

Figura 8. Linealizacion de la ecuacion de Langmiur para determinar la adsorcion de la
mezcla de colorantes sobre el bioportador a base de P. chrysosporium inmovilizado

sobre 0.6g de fique a 30° C (R*= 0.99).
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5.0

| —m— Consorcio inmovilizado
4'5__ Cs =168 mg/g
4.04 | K,=0.00072 1/mg u
4 2 /I
3.5 [R20.%
] /-/
3.04
8 25- .,l’.
O 201 /
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1.04
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0~0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12 0.14 0.16 0.18 0.20

C (mg/L)

Figura 9. . Linealizacion de la ecuacion de Langmiur para determinar la adsorcion de la
mezcla de colorantes sobre el bioportador a base del consorcio P. ostreatus y P.

chrysosporium inmovilizado sobre 0.6 g de fique a 30° C (R*= 0.99).

8.5  Estudios de biodegradabilidad del portador

La fibra de fique gracias a su estructura interna y a la forma en que fue tejida, permitio
que la superficie de adherencia entre el hongo y esta fuera amplia, estas estructuras
también permitieron Optimas condiciones de aireacién y transporte de sustancias
necesarias para el crecimiento y desarrollo de los microorganismos implicados en este
estudio. Esto se ve reflejado en el crecimiento que presentaron las tres cepas fungicas
(Garzon, 2008). El crecimiento abundante sobre el soporte en tan corto tiempo, sugiere
que las células presentan un mayor metabolismo cuando estan inmovilizadas a cuando se
encuentran libres. (Polprasert et al., 1989; Angelova et al., 2000; Navarro y Durand,
1977).

Germeiner y colaboradores (1994), demostraron que las matrices organicas tienen mayor
adsorcion de la que pueden brindar las matrices sintéticas, esto se debe a que los
materiales organicos tienen mayor cantidad de grupos radicales como amino, carboxil,
entre otros; asi como una mayor cantidad de nutrientes, lo cual permite una adherencia y
crecimiento mas eficaz (Cohen, 2001). La fibra de agave, por ser un soporte de origen

natural y presentar en su estructura compuestos como celulosa y lignina, promueve la
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colonizacion de estas cepas, ya que estos compuestos pueden ser utilizados como fuente
de carbono y suplir algunos nutrientes necesarios para el crecimiento de los mismos (Shin
et al., 2002), presentando una colonizacién uniforme y total sobre el soporte. (Garzon,
2008).

En el ensayo realizado, las ldminas de fique que fueron colonizadas por cada uno de los
hongos, fueron evaluadas durante treinta dias para observar el proceso de degradabilidad.
Los analisis de microscopia electronica de barrido mostraron una degradacion del soporte
evidente, debido a la accion enzimatica dual que realizaron enzimas ligninoliticas al
actuar junto con lacasa, MnP o LiP. Como se puede observar en la figura 10, se evidencio
un cambio fisico del fique solo, en comparacion del fique con la biomasa inmovilizada,
mostrando adelgazamiento de las fibras que lo componen al transcurrir el tiempo del

analisis.

Figura 10. Estudios de biodegradabilidad preliminares. Fibra de fique sin colonizar en

aumento de 1000X (izquierda) y fibra colonizada con P. ostreatus (derecha).

(Ospina et al., 2009)

8.6  Seleccion de las condiciones de operacion a escala erlenmeyer empleando

células inmovilizadas y agua residual textil

8.6.1 Caracterizacion del agua residual sintética similar a la proveniente de la

industria textil

El agua residual que se utilizo en los 12 tratamientos del disefio experimental de Plackett
Burman, fue preparada simulando la composicién de un agua residual de un efluente real
de una industria textilera, aportando compuestos toxicos y derivados del proceso de
tefildo de fibras. Con respecto a la caracterizacion inicial, se realizaron las pruebas
exigidas por SDA en la resolucion 3957/2009, estos estudios arrojaron los resultados que

se observan en la tabla 5, los cuales corroboran que la formulacion determinada imita de

22



manera adecuada las caracteristicas del agua de un efluente textilero, esta mezcla
compleja contenia una gran variedad de compuestos como material orgadnico, compuestos
aromaticos (colorantes), grasas, estas y otras mas provenientes de reactivos quimicos.
Ledakowicz, et al. 2001, estudiaron la decoloracién de aguas residuales de un efluente
proveniente de una industria procesadora de poliéster y de igual manera que en este
ensayo, caracterizaron y prepararon un agua residual sintética simulando las condiciones
presentadas en el efluente real. Esto trae como ventaja que a la hora de escalar el
tratamiento del residual, se asegura que las condiciones del efluente son similares a las
reales y los resultados seran mas confiables, también, al poder obtener un volumen grande
de muestra, se asegura que los componentes iniciales del agua sean los mismos para todas

las fases del experimento ya que se tiene una formulacion constante conocida.

Tabla 5. Pruebas fisicas-quimicas para el agua residual de acuerdo a la resolucion

3957/2009, SDA.

Parametro Resultado | Limites Resolucién 3957 SDA
pH (Unidades) 5.48 5.0-9.0
Temperatura (°C) 15 30
Unidades de color 10300 50 (dilucion 1/20)
Solidos suspendidos (mg/L) NE 600
Solidos sedimentables (mg/L/h) 0 2
DBO5 (mg/L) 911 800
DQO (mg/L) 1340 1500
Nitrégeno Total 18 N.E
Fosforo Total 12.6 N.E
Grasas y aceites (mg/L) 15.7 100
Cobre 0.202 0.25
Cadmio <0.005 0.02
Plomo 0.461 0.1

*NE: No establecido
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8.6.2 Disefio experimental para la seleccién del consorcio flngico

Para el montaje de plackett burman se utilizaron plantillas de fique de 4 cm® colonizadas

con biomasa fingica de P. ostreatus solo P. chrysosporium y el consorcio relacion 1:1

para tener una biomasa de 1.5 g/g (gramos de biomasa/gramos de fique) (figura 11).

Figura 11. (Izquierda) fique colonizado con P. ostreatus, (Centro) fique colonizado con

T.versicolor. (Derecha) fique colonizado con P. chrysosporium 30° C, 8 dias.
(Fuente, Autores)

De acuerdo con los resultados del andlisis estadistico para el disefio de Plackett Burman
con respecto a las variables DQO, Lacasa, MnP y LiP, se observo que los factores no
ejercieron un efecto significativo sobre ellas (p>0.0001) determinando que cualquiera y a
cualquier nivel podria ser utilizadas. Por esta razon, la toma de decisiones se baso en la
decoloracion observando que todos los factores tuvieron un efecto positivo (p<0.0001)

obteniendo una ecuacion que describioé el modelo de la siguiente forma:

Decoloracion(%) =64+ 6.4a+2.9b+5.4c-3.9d —0.3e—7.5f +6.8g +8.1h+7.3j+ 5.3k

Para seleccionar que nivel de los factores favorecia la decoloracién adicionalmente se
realizd una comparaciéon de medias entre tratamientos, observando que en T1 la
decoloracion fue del 99%, valor significativamente superior que los demas tratamientos
(p<0.0001). Por esta razon, el agua residual serd tratada empleando un consorcio en la
relacion 1:1 a base de P. ostreatus y P. chrysosporium, sin suplemento de C/N, a pH 8.0,
por 4 dias a 15° C, 120 rpm. Los resultados para las otras variables dependientes fueron:

74% remocion de DQO, 21 U/L Lacasa, 0.1 U/L MnP y 191 U/L de LiP (figura 12).
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Figura 12. Resultados del disefio experimental Plackett Burman.
(Fuente, Autores)

Al observar el porcentaje de decoloracion obtenido para el T1, se destaca de los otros
tratamientos de manera significativa, considerando que el color es un aspecto
fundamental que se tiene en cuenta para los efluentes de la industria textil. Tras analizar
los resultados de los 12 tratamientos del disefio del Plackett Burman, se puede afirmar
que el tratamiento bioldgico es una excelente alternativa con respecto a la remocion de
color del agua residual, ya que en todos los tratamientos hay una decoloracion importante,
involucrando procesos de bioconversion y de adsorcion. Hay que tener en cuenta, que un
inconveniente de estos resultados es que no se conoce la naturaleza y la composicion de
los subproductos obtenidos después de la decoloracion, es posible que se hayan formado
nuevos compuestos de naturaleza toxica. Para evaluar dicha toxicidad sera necesario
llevar a cabo pruebas ecotoxicologicas. También cabe resaltar que en este ensayo se
observd que la concentracion de de mezcla colorantes utilizada (150ppm), no ejercid
ningin efecto negativo sobre las dos cepas de hongos. Con respecto a la demanda

quimica de oxigeno, el tratamiento seleccionado, mostré un 74% de remocion de DQO,
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lo que sugiere una reduccion de la carga de materia organica e inorganica presente en el
agua residual, lo que se explica por una transformacion bioldgica parcial por parte del
consorcio fingico ya que no se alcanz6 una remocion del 100%, lo que hubiese indicado
una oxidacion total de la materia presente. El porcentaje obtenido en el ensayo cumple
con la normatividad de la resolucion 3975 de la SDA, por lo cual, basados en el
parametro de DQO, el agua puede ser vertida en el alcantarillado. Este resultado es
importante y promisorio ya que otros autores han reportado un porcentaje de remocion de
DQO maximo de 30% para aguas residuales textileras tratadas con HPB (Levin et al.,
2004), similar al porcentaje de remocion encontrado por Blanquez et al., 2004 en donde
se removia un 25% de DQO con la utilizacion de T. versicolor solamente.

Las enzimas extracelulares producidas por los hongos de podredumbre blanca son
reconocidas por su capacidad oxidativa, lo que soporta la hipotesis de que los
microorganismos metabolizaron gran parte de los componentes organicos presentes en el
agua residual. Con relacion a la decoloracion y a la remocion de DQO, se espera que los
hongos metabolicen primero los sustratos mas sencillos, pero en este caso se puede ver
que al obtener un alto porcentaje de decoloracion en el tratamiento seleccionado y una
alta remocion de DQO, los microorganismos estan utilizando toda la materia presente en
el agua para su metabolismo y la estan oxidando.

Con respecto a la actividad enzimatica, la figura 12 muestra la produccion de Lacasa en
todos los tratamientos a excepcion del T4 y T8. En el tratamiento 8, se encontraba
solamente P. chrysosporium, este, no present6 actividad enzimatica, lo que concuerda con
lo reportado por varios autores como Gold y Alic, (1993); Wong y Yu, (1999) y Novotny
et al., (2004), quienes demostraron que P. chrysosporium es productor de lignino
peroxidasa y manganeso peroxidasa, pero carece de la actividad lacasa.

La actividad de lacasa en los tratamientos indican que esta actud sobre la estructura de los
colorantes azoicos en su grupo cromoéforo, debido a una interaccion electrostatica entre
las fracciones anidnicas o grupos sulfonicos de los colorantes con los aminoacidos
cargados de la enzima (Dias et al, 2004), esta act@la también sobre los grupos amino
presentes en los colorantes azoicos, sustrayendo electrones y debilitando los enlaces sobre
la molécula, lo que altera la naturaleza del compuesto y su conformaciéon quimica
(Fernandez et al., 2009)

El tratamiento 1 mostr6 expresion enzimatica de lacasa a pH con valores cercanos a 6, lo
que difiere con lo reportado por Lankinen, 2004 en donde el pH optimo para lacasa es
cercano o igual a 4.5. La actividad obtenida en este ensayo determina que esta enzima

tiene estabilidad en pH cercanos a la neutralidad. Este resultado es muy importante si se

26



tiene en cuenta que el pH de los efluentes de la industria textil se encuentra dentro de un
rango de 6,3 a 7,2 (Moeller y Garzén, 2003). Una de las razones para que la lacasa sea
estable en valores de pH alrededor de 6,0 es la presencia de calcio Ca®" ya que este
contribuye en la estabilizacion del punto isoeléctrico de las proteina, el cual oscila entre
3,45 y 6,5 en cultivo liquido (Lobos y Pefia, 2002) protegiéndola asi de una posible
denaturalizacion. En el agua residual utilizada en este estudio se encontraba el calcio en
forma de cloruro dihidratado y seglin lo mencionado anteriormente, la presencia de este
compuesto estabiliza la enzima (Collins y Dobson, 1997).

En la figura 13 se puede apreciar que la actividad de MnP , present6 valores bajos para la
mayoria de los tratamientos a pesar de que el agua residual contaba con inductores para
la enzima, como lo son el CuSO4y el MnSO,, de aca se puede inferir que esta enzima
tiene baja participacion en la degradacion de los colorantes azoicos utilizados, lo que
quiere decir que la produccion de esta enzima se relaciona directamente con la
degradacion de la lignina presente en el soporte de fique, atacando las estructuras
fenolicas que la constituyen extrayendo un hidrégeno de los radicales fenoxi, originando
radicales como vainillina, alcohol vainillinico, acido protocatéquino y grupos metoxi
(Hofrichter, 2002). Se sabe que esta enzima es inestable en pH mayores a 7,5 y que por
encima de un pH de 6,6 no se genera respuesta en la actividad enzimatica (Gill y Arora,
2003), sin embargo, en los tratamientos de este ensayo, con los dos valores de pH
manejados se presento actividad enzimatica, a excepcion de T8; lo que indica que a pesar
de que el pH al que las cepas fueron sometidas fue mas alto de 7.5, aun asi, se logrd
obtener actividad enzimatica, de manera que estos resultados evidencian que el rango de
actividad de la MnP es mas amplio.

Con respecto a la actividad de la enzima LiP, los resultados demuestran que es posible
que la expresion se hubiese dado gracias a la ruptura de los enlaces carbono-carbono y
oxidacion de unidades no fendlicas presentes en los colorantes (Herrera y Rosas, 2003).
Adicionalmente los datos llevan a pensar que esta enzima hubiese podido mostrar una
mayor expresion si el medio Radha suplementado con los colorantes presentara un pH
optimo como el sugerido por Lucas et al., 2001 y Wesenberg et al., 2003 oscilando entre
2.5-5.0, lo cual contrasta con nuestro ensayo ya que el pH se mantuvo por encima de 6.
Teniendo en cuenta que P. ostreatus produce en su mayoria lacasa y que P.
chrysosporium LiP, se puede inferir que estas dos enzimas estan altamente implicadas en
la degradacion de los colorantes y que en consorcio, como lo plantea el tratamiento 1, la
expresion conjunta de estas dos enzimas, potencializa la capacidad de decoloracion del

agua residual.
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8.7  Barridos UV-VIS para los tratamientos del disefio de Plackett Burman

Después de realizar los tratamientos bioldgicos del agua, se pudo observar que el espectro
de absorcion presentd notables cambios con relacion a la linea base presentada por el
agua residual sin tratar (Figura 13), esto indica que hubo cambios en la conformacion
estructural del complejo cromoéforo-auxocromico de los colorantes debido a una
biotransformacion y no a una mineralizacion de las moléculas (Swamy and Ramsay,
1999), de esto se puede concluir que las cepas fueron las encargadas de realizar la
degradacion y que en este caso, el soporte de fique no intervino sobre la estructura
quimica del colorante tratado. Con respecto a las nuevas longitudes de onda obtenidas,
segun lo reportado por Borchert and Libra, (2001), el desplazamiento de absorcion del
rango visible al ultravioleta evidencia la presencia de compuestos quimicos aromaticos
producto de la degradacion de los colorantes y seglin lo reportado por Martins et al,
(2003); Zhao et al., (2006); Zhao and Hardin, (2007) y Lu et al., (2008), la remocion de
colorantes de tipo azo por HPB puede generar intermediarios como el 4cido
benzenosulfénico, acido-4-hidroxibencenosulfonico, 3-metil-4-hidroxi-
bencenosulfonico, 1,2-Naftoquinona-6-acidosulfonico, acido-3-metilbencenosulfonico, 3
hidroxibenzoico, 3 hidroxibenzil alcohol,1-2 naftoquinona, 4-nitroanilina, 4-
nitrobenceno, 4-nitrofenol y 4-nitroanisole y en referencia a esto, es posible que se hayan
producido compuestos aromaticos que pueden llegar a ser toxicos. Cabe anotar que puede
llegar a existir la produccion de aminas aromaticas lo cual representaria un grado de
toxicidad para el producto obtenido; esto se podria llegar a confirmar utilizando analisis

de deteccion precisos tales como HPLC y espectrofotometria de masas.
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Figura 13. Barridos UV/VIS para los tratamientos de Plackett Burman.

(Fuente, Autores).
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CONCLUSIONES

Se desarrolld uno novedoso bioadsorbente a base de Pleurotus ostreatus y

Phanerochaete chrysosporium inmovilizados en fibra de fique.

Bajo condiciones in vitro, el bioadsorbente removié el 99% de color, 74% de

DQO, llevando a cabo un proceso simultaneo de adsorcion y biotransformacion

bajo condiciones de alcalinidad, a temperatura ambiente y sin suplemento

nutricional.
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RECOMENDACIONES

Realizar bioensayos de ecotoxicidad a partir de los efluentes obtenidos pos-
tratamiento.

Determinar la naturaleza de los compuestos obtenidos al final del tratamiento
bioldgico mediante una técnica cromatografica (HPLC) o espectrometria de
masas

Evaluar la produccion no solo de enzimas extracelulares por parte de los
microorganismos sino intracelulares y otros tipos de enzimas como catecolasas
y glioxal-oxidasas que pueden estar implicadas en la remocion de color.

Realizar estudios de inmovilizacion, utilizando como soporte residuos de la

industria textil como algodon y poliéster.
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