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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 RESULTADOS DE LA PRIMERA ETAPA

5.1.1. Caracterizacion del colorante

Seleccionado el colorante se procedié a hacer un agua sintética para el
experimento y la cual se caracterizé previamente. El naranja acido 24 tiene un pH
de 8.2. Present6 su pico maximo de absorcion a los 420 nm, (por lo que, en este
trabajo y para este colorante, los analisis que requirieron de mediciones
espectrofotométricas fueron realizados a la longitud de referencia mencionada). La
DQO promedio es de 1040 mg/L y el COT es de 490 mg/L, por cada 1000 mg/L de

colorante presente en el agua sintética.

Estos datos fueron muy aproximados a los obtenidos por Lopez (2004),
Absorbancia, 420 nm, DQO de 1080 mg/L y COT de 492 mg/L. Quien realiz6 la
caracterizacion de este colorante, ademas de someterlo a procesos de degradacion
por medio de oxidacién quimica y biologica (fenton y lodos activados). También
reportd que el efluente de la industria presentd una concentracion promedio del
colorante de 1000 mg/L, por lo que basandose este trabajo se escogieron las
concentraciones de 250, 500 y 1000 mg/L, para tener una condiciones similares al

efluente de la industria mencionada.

5.1.2. Seleccion, obtencion y crecimiento de las cepas fingicas

El Herbario Micolégico de Morelos, del Centro de Investigaciones en

Biologia de la Universidad Autonoma del Estado de Morelos, proporciond las cepas
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Degradacion Fungica del Colorante Naranja Acido 24

puras de Pleurotus ostreatus y Phanerochaete chrysosporium en cajas de Petri como
cepas Madre y de las cuales fueron tomados los in6culos para la propagacion de
estos micelios. Cabe aclarar que no se hicieron pruebas de confirmacion de cepas y
solo se partié6 de la informacion proporcionada por la Universidad mencionada
quienes realizaron la identificacion de las cepas en base a las caracteristicas macro y
microscopicas de los carpéforos (Urdapilleta 2000). Estas cepas se encuentran
actualmente registradas en dicho herbario con las claves de HEMIM 50 para

Pleurotus ostreatus y PC para Phanerochaete chrysosporium.

5.2. RESULTADOS DE LA SEGUNDA ETAPA

S.2.1. Seleccion del mejor sustrato

En la eleccion del mejor sustrato, al sembrarse ambos micelios en el agar
EMA y PDA se obtuvo un crecimiento aceptable de Pleurotus ostreatus y de

Phanerochaete chrysosporium.

5.2.1.1. Velocidad de crecimiento

La velocidad de crecimiento de cada una de las cepas fue similar en los
medios utilizados, ya que el crecimiento de Pleurotus ostreatus o Phanerochaete
chrysosporiym crecieron de manera indistinta en cualquiera de los medios
utilizados. Por lo que al comparar el crecimiento en medio EMA contra el de PDA
de Pleurotus ostreatus se observa que no existen diferencias estadisticamente
significativas (Fq0005 =0.0015 < Fiu;= 4.96). Asi como tampoco existen diferencias
significativas del crecimiento de Phanerochaete chrysosporium en los medios de

cultivo mencionados (Fy 005 =0.0012 < F = 4.96).
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Por otra parte, al compara la velocidad de crecimiento de una cepa a otra se
observo que Pleurotus ostreatus cubrio el didametro total de la caja de Petri en 12
dias, mientras que Phanerochaete chrysosporium lo cubrié en tan solo 8 dias de
incubacion, dicho comportamiento se muestra en la figura 5. A pesar de que los
resultados son evidentes, al procesar los datos estadisticamente se obtiene como
resultado que no existen diferencias significativas entre Pleurotus ostreatus y
Phanerochaete chrysosporium al crecer en el medio EMA (Fyg005s =0.042 < Fip=

4.96) o en el PDA (Fy 005 =0.046 < F,,= 4.96).
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Figura 5: Velocidad de crecimiento de las cepas en 2 medios de cultivo

5.2.1.2. Biomasa generada

Las cepas presentaron valores de biomasa entre 0.2087g a 0.3080g. También

se cuantifico al final del tiempo de incubacion la biomasa total generada al final del
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Degradacion Fungica del Colorante Naranja Acido 24

experimento, medido en gramos por cada caja de Petr1, en los dos diferentes medios

de cultivos, los promedios se presentan en la figura 6.
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Figura 6: Biomasa total generada a los 12 dias por las cepas en los medios de cultivo

Pleurotus ostreatus generé una cantidad de biomasa similar en los dos
medios. Pos su parte Phanerochaete chrysosporium gener6 un mayor biomasa en el
medio EMA (0.3080 g) que en el PDA (0.2087), incluso los valores de biomasa
generado en EMA son mayores que los dados por Pleurotus ostreatus en cualquiera
de los dos medios (EMA 0.2933g y PDA 0.2676 g).

Con estos resultados se concluye que el mejor medio fue el EMA debido a
que ambas cepas se adaptaron a €l y crecieron favorablemente en menor tiempo
generando mayor biomasa. Cabe aclarar que estadisticamente no existen diferencias
significativas (Fy9 005 =0.0087 < Fi,;= 4.96) en la generacion de biomasa de las cepas

fingicas en los dos medios, ni entre cepas.
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De acuerdo con esto, se escogid el Agar Extracto de Malta, para realizar los

experimentos ya que generé mayor biomasa en menor tiempo.

5.3. TERCERA ETAPA

5.3.1. Contacto micelio-colorante

5.3.1.1. En medio sélido (cajas de Petri)

Los resultados de la velocidad de crecimiento de los micelios con mezcla con el
medio de cultivo y el colorante (EMA vy el naranja acido 24) a concentraciones de
250, 500 y 1000 mg/L inoculados se muestran para Pleurotus ostreatus en la figura
7y para Phanerochaete chrysosporium en la figura 8.
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Figura 7: Velocidad de crecimiento de Pleurotus ostreatus en la mezcla sustrato-colorante a
tres diferentes concentraciones.
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Pleurotus ostreatus presentd un comportamiento de inhibicion ya que solo
crecio en 2 de las 3 cajas de Petri inoculadas con la cepa a una concentracion de 250
mg/L de colorante, en 1 caja de 3 a una concentracion de 500 mg/L y en ninguna de
las 3 cajas a una concentracién de 1000 mg/L de colorante, haciendo la comparacion
estadistica del crecimiento de esta cepa en las tres diferentes concentraciones del
colorante si existen diferencias significativas [(250 mg/L: Fyo005 =7.54 > Fip=4.41)
(500 mg/L: Fyp00s =20.06 > Fip=4.41) y (1000 mg/L: Fyo00s =22.21 > Fpp= 4.41)].
Por lo tanto, con estos resultados se puede decir que Pleurotus o. requiere de mayor
tiempo para poder adaptarse y crecer en el colorante a bajas concentraciones, y que,

a concentraciones mayores de 500 mg/L el crecimiento de esta cepa es inhibido.
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Figura 8: Velocidad de crecimiento de Phanerochaete crhysosporium en la mezcla sustrato-
colorante a tres diferentes concentraciones.

Phanerochaete crhysosporium crecié de manera satisfactoria en el colorante a
las tres diferentes concentraciones (3 de 3 cajas en las 3 concentraciones) en 12 dias,

y aunque de manera mas lenta que en la muestra control (blanco), logr6 abarcar todo
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el didmetro de las cajas de Petri, dando como resultado que no existen diferencias
estadisticamente significativas en cuanto al crecimiento de esta cepa en ninguna de
las tres concentraciones del colorante [(250 mg/L: Fyo 005 = 0.22 < Fyp= 4.41), (500
mg/L: Fy005 =0.02 < Fip=4.41) y (1000 mg/L: Fy0,005 =0.40 < Fip=4.41)]. Ademas
se pudo observar en este experimento como el micelio adsorbi6 el color ya que, a

diferencia del control, estas se tifieron con el colorante.

La cepa de Phanerochaete chrysosporium se adapté de manera eficiente al
colorante en comparacion con Pleurotus ostreatus, 1o que se muestra en la figura 9
estas diferencias son estadisticamente significativas en las tres concentraciones del
colorante [(250 mg/L: Fqyg005s =11.46 > Fpp= 4.41) (500 mg/L: Foo005 =15.22 > Fiup=
4.41) y (1000 mg/L: Fy9 005 =28.74 > Fpp= 4.41)].
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Figura 9: Comparacion del crecimiento entre Pleurotus ostreatus y Phanerochaete
chrysosporium en la mezcla sustrato-colorante a tres diferentes concentraciones.
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Este comportamiento concuerda con lo que en la literatura esta reportado, ya
que algunos investigadores reportan una mayor adaptabilidad y un wvisible
crecimiento de Phanerochaete chrysosporium en comparacidbn con Pleurotus
ostreatus. Zohar et al. (1992) hicieron una comparacion entre estos dos hongos en la
degradacion de lignocelulosa en estados de fermentacion de manera sélida y
mencionaron la observacion de un crecimiento micelial mas vigoroso e intensivo por

parte de Phanerochaete chrysosporium.

Fu y Viraraghavan (2001) mencionan en su revision de decoloraciéon de
colorantes en aguas residuales por medio de hongos, que existen varios factores que
influencian tanto en el crecimiento del micelio como en la actividad de
decoloracion. Estos factores estan relacionados con las condiciones para el
crecimiento del micelio o con las caracteristicas del colorante. Dentro de los factores
de influencia para el crecimiento del hongo se encuentra el tipo de medio ya que
estos deben estar principalmente compuestos por una fuente de carbon, de nitrégeno
y de otros nutrimentos. Los medios mas comunes son la levadura, el almidén, el
extracto de malta y dextrosa de papa. Otros factores importantes para el crecimiento

del micelio son el pH, la temperatura, la oxigenacion y el tiempo de incubacion.

5.3.1.2. Sustrato en medio liquido (matraz Erlenmeyer)

Con la solucion del caldo de extracto de malta y el colorante probado con tres
diferentes concentraciones, 250, 500 y 1000 mg/L y en matraces con una capacidad
de 1L, se determinaron las variables de control: pH, DQO, color, COT y toxicidad

para ambas cepas. El tiempo de incubacion en este experimento fue de 12 dias.
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Resultados de pH en los matraces

Las cepas utilizadas se adaptaron y crecieron favorablemente en los medios
utilizados presentando un pH inicial entre 4 y 5, ya que al mezclarse el colorante
(pH de 8) con el agar de extracto de malta (pH de 4.5) hizo que el pH inicial variara
ligeramente dependiendo de la concentracion. Los resultados del comportamiento
del pH en las tres diferentes concentraciones del colorante con Pleurotus ostreatus

se muestran en la figura 10 y con Phanerochaete chrysosporium en la figura 11.

pH

3 . T : T T l .

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Dia

—&— Testigo —~— 250 mg/L —&— 500 mg/L —o— 1000 mg/L

Figura 10: Resultados de pH en Pleurotus ostreatus
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Figura 11: Resultados del pH de Phanerochaete chrysosporium

Como se muestra en las figuras 10 y 11 ambas cepas presentan un pH acido,
lo que es Optimo para el crecimiento de hongos, y éstos tienden a predominar en los
entornos moderadamente acidos (pH 3-5). Algunos hongos son acidotolerantes (pH
<3) y otros toleran valores que fluctiian entre 2 y 9 (Solomon et al., 2001 y Grant y
Long, 1989).

Al finalizar el experimento Pleurotus ostreatus presentd una tendencia a
aumentar el pH entre 5 y 6 en presencia del colorante y en el testigo mantuvo la
tendencia de disminuir entre 4.5 y 3.5. Phanerochaete chrysosporium presentd una

tendencia constante durante el experimento ya que mantuvo el pH entre 4y 5.

Resultados de color en los matraces

Se cuantifico el color en sus dos variedades: color aparente y color real.
Debido a que al cuantificar el color los resultados son influenciados por la turbiedad,

esto dado por el crecimiento de los microorganismos o células desprendidas de
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estos, asi como de otros factores, por lo que en este caso, el micelio y las enzimas

liberadas en los reactores pueden interferir en los resultados de color.

El color aparente se obtiene de la determinacion en la muestra pura, mientras
el color real se obtiene al filtrar con papel Whattman la muestra para eliminar toda
materia interferente (Greeenberg et al.1992). Fueron muestreadas las tres
repeticiones de cada concentracion del colorante y se hizo un promedio por
concentracion y por micelio inoculado. Se determiné el porcentaje de remocion de

color. La remocion de color se calculo a partir de Ia siguiente ecuacion:

Color inicial — Color final

Remocion = X 100 %

Color inicial

Ambas cepas removieron el color aparente hasta en un 70%. Utilizando el
analisis de varianza con un solo factor se compard el color aparente removido y se
concluye que no existe diferencia estadisticamente significativas a mninguna
concentracion entre estas cepas colorante [(250 mg/L: Fy005 = 0.10 < Fyp= 4.6),

(500 mg/L Fu0‘005 =0.18 < Ftab= 46) Yy (1000 mg/L Fu0‘005 =0.02 < Ftab= 446)]

Por otra parte, al comparar las diferencias entre las concentraciones de color
aparente en cada una de las cepas, se encontré6 que si existen diferencias

significativas entre concentraciones para una misma cepa:
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Pleurotus ostreatus removio el color aparente en un 74% en la concentracion de 250
mg/L, el 55% en la de 500 mg/Ly el 59% en la de 1000 mg/L; estadisticamente la
diferencia si els significativa [(250 mg/L: Fy 005 =13.86 > Fp= 4.6) (500 mg/L: Fy.005
=12.25 > Fp=4.6) y (1000 mg/L: Fog 005 =31.83 > Fipp=4.6)].

Phanerochaete chrysosporium rtemovié el color aparente en un 67% en la
concentracion de 250 mg/L, el 60% en la de 500 mg/L y el 59% en la de 1000 mg/L;
estadisticamente la diferencia si es significativa [(250 mg/L: Fy.005s =10.86 > Fy,,= 4.6)
(500 mg/L: Fyg005s =15.74 > Fyap= 4.6) y (1000 mg/L: Fyo005 =37.92 > Fypp= 4.6)].

Los resultados del color real para Pleurotus ostreatus se muestran en la figura

12 y para Phanerochaete chrysosporium en la figura 13.
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Figura 12. Remocién de color para Pleurotus ostreatus.
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Figura 13. Remocién de color para Phanerochaete chrysosporium.

En cuanto a los resultados de color real tenemos que no existen diferencias
significativas entre las cepas de Pleurotus ostreatus 'y Phanerochaete chrysosporium
en ninguna de las tres concentraciones colorante [(250 mg/L: Fy000s = 0.012 < Fy,,=
5.3), (500 mg/L: Fy9005 =0.015 < Fp= 5.3) y (1000 mg/L: Fyo005s =0.099 < Fp,,=
5.3)].

Pleurotus ostreatus removié €l color real en un 89% en la concentracion de
250 mg/L, el 86% en la de 500 mg/L y el 68% en la de 1000 mg/L; la comparacidon
de la remocion de color, estadisticamente no es significativa, excepto :en la
comparacién 250 contra la de 1000 mg/L colorante (Fy00s =8.9 > Fup= 5.3).
Pleurotus ostreatus al ser inhibido por el colorante para su crecimiento no pudo
decolorar al naranja acido 24. Young y Yu (1997) mencionan que una alta

concentracion del colorante puede llega a inhibirlo.
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Por su parte Phanerochaete chrysosporium removi6 el color real en un 90%
en la concentracion de 250 mg/L, el 87% en la de 500 mg/L y el 75% en la de 1000
mg/L, estadisticamente no existen diferencias significativas en la remocion del color

entre las concentraciones.

Resultados de DQOen los matraces

En cuanto a la remocién de la DQO en las figuras 14 y 15 se puede observar
que ambas cepas removieron entre el 40 y 60% de la demanda quimica de oxigeno.
Pleurotus ostreatus removi6 el 46.5% de la DQO en la concentraciéon de 250 mg/L y
hasta el 59.9% del colorante a una concentraciéon de 1000 mg/L. Por su parte
Phanerochaete chrysosporium removi6 en la concertacion de 250 mg/L el 50.3% y

el 58.6% en la concentracién mayor (1000 mg/L de colorante).
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Figura 14: Remocién de la DQO por Pleurotus ostreatus
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Figura 15: Remocién de la DQO por Phanerochaete chrysosporium

No existe diferencia significativa entre ambas cepas (Pleurotus ostreatus y
Phanerochaete chrysosporium) ya que el promedio es de una remocion del 50%
colorante [(250 mg/L: Fyg005 = 0.009 < Fypy= 4.35), (500 mg/L: Fy0 005 =0.029 < Fy =
4.35) y (1000 mg/L: Fyo00s =0.135 < Fyp= 4.35)]. Asi como tampoco existen
diferencias significativas entre ninguna de las tres diferentes concentraciones del

colorante para cada cepa.

Resultados de COT en los matraces

Los resultados de las pruebas de carbon organico total (COT) se muestran en

las figuras 16 y 17.
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1 2 3
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—o— Testigo —— 250 mg/L —&— 500 mg/L —g&~ 1000 mg/L

Figura 16: Resultados de COT de Pleurotus ostreatus
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Figura 17: Resultados de COT de Phanerochaete chrysosporium

Como se observan en las ﬁéuras 16 y 17, el carbon organico total tiene una

tendencia a aumentar en el transcurso del experimento; este comportamiento se

explica ya que estos hongos (Pleurotus ostreatus y Phanerochaete chrysosporium)

secretan oxidasas (enzimas extracelulares), muy probablemente solubles (proteinas),

lo que aumenta el COT conforme se observa el crecimiento del micelio. Sin
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embargo para poder confirmar y aclarar esta situacién se deba medir la actividad

enzimatica y correlacionarlas con el aumento del COT y de la DQO.

Resultados de toxicidad en los matraces

Los resultados obtenidos en relacion con las pruebas de toxicidad realizadas

a las muestras con Vibrio fisheri se muestran en la tabla 4:

Tabla 4: Resultados de 1as pruebas de toxicidad

Cepa Concentracion mg/L UT iniciales* UT finales*
250 40.626 10.253
Pleurotus 500 ND ND
ostreatus 1000 12391 46.34
250 40.626 55.01
Phanerochaete 500 ND ND
chrysosporium 1000 123 91 73.88

ND: No Determinado
* UT= Unidad de Toxicidad (Vibrio fisheri)

La tabla anterior nos muestra que Pleurotus ostreatus disminuy6 la toxicidad
del colorante en un 74.76% a una concentracion de 250 mg/L, y un 62.60% a una
concentracion de 1000 mg/L. Mientras que Phanerochaete chrysosporium
disminuyé la toxicidad del colorante en un 40.38% a una conqentraci(’)n de 1000

mg/L; sin embargo a una concentracion de 250 mg/L. aumenta la toxicidad.

Con estos resultados y en referencia a los resultados del COT, se concluye
que esta toxicidad puede ser dada por las enzimas extracelulares que segregan este

tipo de hongos, o bien que los compuestos intermedios generados en la decoloracion
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del naranja acido 24 son de mayor toxicidad que el colorante inicial. Pero para

rechazar o aceptar estas hipotesis se tendria que realizar pruebas especificas de las

enzimas segregadas.

Dado los resultados en la remocion de color, DQO y la disminucién de la

toxicidad en algunas muestras dados ‘por Phanerochaete chrysosporium en esta

etapa preliminar se eligio trabajar con este tipo de hongo. Por lo cual para la

siguiente etapa se selecciond para ser inoculado en los medios de empaque a probar.

5.4. CUARTA ETAPA
5.4.1. Reactores

Los

reactores

se€ montaron y Se

inocularon con Phanerochaete

chrysosporium, posteriormente se dejo transcurrir un periodo de aclimatacion y

ajuste de condiciones. Los tres reactores fueron codificados segin el medio de

empaque para su manejo como se muestra en la tabla 5:

Tabla 5: Codificacion y tipo de empaque de los reactores

| Reactor INORGANICO Plastico cénico con orificios

e e (merte) | B —
Reactor “B” ORGANICO 1 Turba (materia organica

L N _parcialmente fosilizada) |
[ Reactor “C” ORGANICO 2 Paja de trigo
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El propésito de los medios de empaque es el de proporcionar un soporte
sdlido y estable para la biomasa, y para exponer la maxima area superficial al flujo
del liquido bajo tratamiento, y de la superficie mojada al contacto con el aire. La
configuracion del empaque debe permitir suficientes espacios entre las superficies
adyacentes para que pueda crecer la biopelicula sin que los intersticios queden
bloqueados, y permitir asi el flujo de liquido y el aire a través del lecho. El aumento
de la profundidad se hace posible por el empleo de medios mas ligeros de plastico.
La mayoria de estos filtros se constituyen por medio de torres y el flujo del caudal al
filtro suele ser continuo a pesar de que se considera aceptable el riego intermitente

del medio filtrante.

Estos tres reactores se inocularon con Phanerochaete chrysosporium, ya que
a pesar de no mostrar diferencias significativas en la decoloracion del naranja acido
24 en la etapa anterior, si presenté diferencias significativas en el crecimiento en
cajas Petri en comparacion con Pleurotus ostreatus, debido a que Phanerochaete
chrysosporium, tiende a crecer de manera mas rapida en diferentes tipos de

sustratos, datos que concuerdan con la literatura.

El tiempo de la duracion del experimento fue variado y determinado por los
reactores. Ya que dada la eficiencia del reactor “B”, el experimento para dicho
reactor fue de 84 dias, mientras que para el reactor “A” y “C” fue solo de 57 dias, ya
que el reactor “A” no presentd ninguna eficiencia y el reactor “C” presentod

contaminacién y descomposicion del empaque de éste reactor.
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Resultados de pH en los reactores

La figura 18 muestra los valores de pH del influente del sistema asi como el

de los efluentes de los tres reactores.
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Figura 18: Resultados de pH del influente y de los efluentes de los 3 reactores

Como se observa en la figura 18, por 3 semanas se obtuvo un pH que fluctiian
entre los valores neufros a los basico (no mayor de 8.5), esto debido a que en esta
parte no se manipul6 el pH del influente, ya que se pretendia manejar los reactores
en condiciones lo mas natural posible. Sin embargo al no obtener los resultados
deseados se hizo una acidificacion del influente al dia 29 de operacion de los
reactores (hasta obtener un pH de 4). Para el dia 41 de operacién se volvi a

modificar el pH a valores de 3.6.
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Esta acidificacion fue acorde a la literatura ya que Young y Yu (1997)
mencionan que la lignina peroxidasa de Phanerochaete chrysosporium muestran un
alto grado de decoloracion en un rango de pH de 3.5 a 5. Asi mismo Kwang-Soo ef
al. (1997) mencionan que el pH Optimo para la actividad enzimatico es alrededor de
3.5 pero el rango de actividad va de 3 a 4, principalmente para Pleurotus ostreatus.
Por otra parte los cultivos iniciales de este micelio fueron en pH acido debido a que
los medios de cultivo como el extracto de malta presentan un pH de 4.5 (Frederick et

al., 1992) por lo que el micelio se desarrolla optimamente.

Fu y Viraraghavan (2001) mencionan que el pH puede llegar a influir en el
proceso de biosorcion, en el color de la solucion e incluso en la solubilidad del
colorante, por lo que este factor es importante para la remocién del colorante. Hacen
mencién de varias investigaciones donde el retiro del color se facilita en un pH
acido. Asi mismo el pH influye en la turba ya que normalmente este tipo de material
tiene un pH de alrededor de 4.0 debido a la presencia de acidos huimicos. Sin
embargo el funcionamiento de un reactor con turba puede ser bueno en un rango de

pH entre 3 y 9 (Couillard, 1994).

Como se puede observar en la figura 18, a partir de que el pH del influente se
acidifico, los valores de pH en los efluentes también disminuyeron, sin embargo
cada reactor muestra un comportamiento diferente. Mientras que el influente general
se mantuvo en valores de pH entre 3 y 4, el pH de los efluentes de los reactores “A”
y “C” (plastico y paja respectivamente) variaba constantemente ya que iban desde

valores de pH menores a 4 hasta valores de 7.5.
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Por otra parte, el pH del efluente del reactor “B” (turba) mantuvo un patron
mas o menos constante a partir del dia 31, obteniendo un pH minimo de 6.6 y un
maximo de 7.68, en promedio el efluente del reactor empacado con turba mantenia

un pH de 7.15, dicho valor es considerado neutro.

Piet et al. (1994) recomiendan que la turba tenga que ser mezclada con
corteza o trozos de madera, para obtener efluentes neutrales debido a que la turba
tienes valores de pH 4cidos. Por lo que para este experimento, la turba previamente
se mezclo con viruta fina de madera de pino a una proporcidon de 60% turba y 40%
viruta, lo cual evita que la turba llegase a compactarse de tal manera que tapara el

biofiltro, evitando la filtracién. Asi mismo, esta mezcla fue humedecida a un 60%.

Resultados de color en los reactores

Los estudios sobre el color, que fueron analizados en sus dos modalidades
(aparente y real) y cuantificados por espectrofotometria, se sometieron a una curva
de calibracion (concentracion de colorante naranja acido 24 vs absorbancia), lo cual
emitid como resultado la concentracion remanente del colorante. En la figura 19 se

observan los resultados de color aparente y en la figura 20 los del color real.
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Figura 19: Resultados de color aparente en los tres reactores
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Figura 20: Resultados de color real de los tres reactores

En las figuras 19 y 20 se muestra como la tendencia del color, en los primeros

5 dias, es aumentar en los reactores, hasta llegar a una saturacién del material de

BB, Vilowier Dol Phlans o8



Degradacton Fungica del Colorante Naranja Acido 24

empaque. A partir del dia 5 de operacion y hasta el dia 27, los tres reactores no
presentaron una diferencia sustancial entre el color de influente con respecto a los

colores de los efluentes de los tres reactores (figura 21).

Figura 21: Coloracién del influente v los efluentes de los tres reactores.

El dia 29 de operacion de los reactores fue el punto de acidificacion, y el
comportamiento de los tres reactores fue claramente a disminuir el color, como se
muestra en la figura 22, posteriormente, el color en cada reactor sigue un

comportamiento diferente.

Figura 22: Disminucion de la coloracion de los efluentes a la acidificacion del influente.
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En el reactor “A” (plastico) y “C” (paja) la concentracidn del colorante variay
manteniéndose en concentraciones similares a la del influente (250 mg/L), es decir
no hubo diferencias significativas entre el agua del influente y del etiuente de cada
reactor (figura 23), por lo que el tratamiento con estos medios de empaque no fue

eficiente.

Figura 23: Diferencia de la coloracion de los efluentes con respecto al influente.

A pesar de que en el reactor “C” (paja) disminuyo la concentracion del
colorante de 250 a 205 mg/L en el efluente en cuatro ocasiones (en los dias de
operacion 34, 35, 44 y 49) no presenté una disminucion de la concentracion del
colorante constante y eficiente, y en ningun momento se obtuvieron valores por
debajo de los 200 mg/L, es decir que el reactor “C” que fue empacado con paja de
trigo, solo tuvo una eficiencia del 18% en la remocion del colorante naranja acido
24. Aunado a esto el reactor presentd en algunas ocasiones concentraciones mayores
a las el influente (por ejemplo el dia 55 de operacion hubo una concentracion del
colorante de 255 mg/L) lo cual nos indica un fenémeno de adsorciéon —desorcion del
colorante en la paja y el micelio mas que un proceso de degradacion dado por el

micelio.

BBt Ot il Clalar 70



Degradacion Fingica del Colorante Naranja Acido 24

Por otra parte el reactor “B” (turba) muestra claramente una eficiencia en la
disminucién de la concentracion del colorante y por ende la decoloracion del agua.
Los cambios de color son observados hasta el dia de operacién namero 29, esto justo
corresponde cuando se hizo el cambio de pH ligeramente basico a acido. Por lo cual
nos indica que Phanerochaete chrysosporium trabaja en forma 6ptima a pH acido,
pero a valores menores de 4, ya que cuando el pH se mantiene arriba de este valor,
el color tiende a aumentar nuevamente, por lo cual fue necesario un reajuste del pH
a valores de 3.6, lo cual nuevamente trajo como consecuencia una disminucion
notable (98%) del color a partir del dia 41 de operacién de los reactores, lo que
mantuvo relativamente constante, a excepcion de un periodo de 15 dias en el que se
obtuvo un comportamiento distinto (del dia 50 al 65 de operacion), ya que a partir
del dia 50 de operacion del reactor “B” se reportan valores de 4 mg colorante/L en el
dia 49 de operacion hasta 158 mg/L al dia 58, sin embargo a partir del dia 59 la
concentracion del colorante para el dia 68 de operacion se encuentra en valores de 4

mg/L, concentracién que se mantuvo hasta el final del experimento.

Un punto resaltante en las figuras 18 y 19 que nos muestran los resultados de
color, es una alta concentracion para el dia 40, (similares a los resultados en la DQO
y COT, resultados que posteriormente seran discutidos). Estos resultados pueden ser
explicados por los mismos procesos de desorcion del colorante pero influenciados
por la concentracion que en un inicio se manejo del colorante, 500 mg/L, que fue la
concentracion con la que se empezo a alimentar a los reactores y que fue disminuida

a una concentracion de 250 mg/L en el dia 20 de operacion de los reactores.
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Con estos resultados se puede decir que el reactor “B” obtuvo una eficiencia,
después de su estabilizacion, en la mayoria de su operacion del 98% en la remocion
del colorante naranja acido 24, lo cual estadisticamente habla de una diferencia
altamente significativa. Y que a pesar de que el sistema del reactor con turba pueda
llegar a tener periodos de desorcion del colorante, esta eficiencia aun puede llegar a
ser del 37% (significativo estadisticamente), en lo que vuelve a estabilizarse el

sistema.

Para comprobar que el cambio de coloracion de los efluentes no fuera
netamente por la adicion del acido sulfiirico al influente, se tomaron muestras del
colorante antes y después de la acidificacion, los resultados mostraron que no hubo
diferencias significativas en el cambio de coloracion del agua, lo mismo resulté con
los efluentes de los reactores “A” y “C” (plastico y paja respectivamente), en donde
no hubo diferencias significativas entre la coloracion del influente y el efluente, a
pesar de que el agua del influente (acidificada) provenia de la misma alimentacion

para los tres reactores.

Es inminentemente la relacion entre la acidificacion del influente y el cambio
en la intensidad de coloracién, ya que esta fue un detonante para tener cambios tan
radicales del color, caso que no se habia logrado en los dias anteriores. Y a pesar de
que en los efluentes de los tres reactores se notd el cambio de coloracion (en el
segundo dia después del cambio de pH), fue en el reactor “B”, empacado con turba,
donde la decoloracion fue evidente, como se muestra en la figura 24, ya que en este
reactor se obtuvo una decoloracién de hasta el 98% de color aparente y real. En el
transcurso del experimento el efluente del reactor “B” presentd diversas

coloraciones como se muestra en la figura 25, siendo los colores amarillos para una
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remocion del color mayor al 90% y el color amarillo palido y traslucido (98) para la

maxima remocion obtenida.

Figura 25: Gama de colores obtenido del Reactor “B™.

Resultados de DQO en los reactores

Los resultados del comportamiento de la demanda quimica de oxigeno

(DQO) se presentan en la figura 26.
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Figura 26: Resultados de la DQO de los 3 reactores

En cuanto a los resultados de la DQO se puede observar un comportamiento
similar a los resultados de color, donde la disminucion es notable a partir del cambio
de pH a 3.6. Asi mismo se observa que los reactores “A” y “C”, no presentan una

buena eficiencia de remocion de la DQO.

Siendo en el reactor empacado con la turba (“B”) en el que mayor remocion
de DQO se observa (97 % para el dia 29 y 49 de funcionamiento de los reactores y
el 95% para el dia 30 y 43). En los periodos donde los resultados tienen una
tendencia a aumentar en la concentracion de color y DQO, hay una disminucién del
porcentaje de remocion del colorante, y por ende una mayor demanda quimica de
oxigeno para la oxidacion del colorante. En el periodo que va del dia 50 al 65 de
operacion, en el reactor “B”, se obtiene en promedio una eficiencia de remocion del

36%. Por otra parte para la etapa final del funcionamiento de este mismo reactor (del
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dia 67 al 84 de operacion) se obtuvo en promedio un 87% de la remocién de la

DQO.

Resultados de toxicidad en los reactores

En cuanto a las pruebas de toxicidad, se hicieron 5 muestreos en el tiempo de

operacion de los reactores (84 dias), los resultados se muestran en la tabla 6:

Tabla 6: Resultados de toxicidad del colorante en reactores

A 8.326 6.403 8.275 ND ND ND

B 8.326 0 1.793 0 0 | o

C 8.326 5.896 7.997 ND ND | ND i
|r ta. Qe OPOT )]

ND: NO DETERMINADO

Estos resultados indican que el reactor “B” (turba inoculado con
Phanerochaete c.) es el mas eficiente para la disminucién de la toxicidad del
colorante, ya que puede disminuir hasta en un 100% la toxicidad dada por el

colorante naranja acido 24.

Little y Lamb (1973) mencionan que la mayoria de los colorantes tienen baja
toxicidad acuética, ya que la concentracion letal toxica que causa mortalidad al 50%
de la poblacion probada (LCsp) es mayor a 180 mg/L en muchos de estos colorantes,
y solo algunos cuantos son toxicos por debajo de esta concentracion. La EPA (1996)
reporta para el naranja acido 24 una LCsy de 130 mg/La una temperatura de 17°C. A

menores concentraciones puede ocasionar a los humanos sensibilidad por contacto
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dada principalmente por la exposicion al colorante en la ropa, zapatos y cosméticos
(Docker et al., 1987; Correia y Brandao, 1986; Luczynska y Topping, 1986; Alanko
etal., 1978 y Calnan, 1976).

Resultados de COT en los reactores

Los resultados de carbdn organico total (COT) obtenidos de los tres reactores

se muestran en la figura 27.
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Figura 27: Resultados de Carbén organico total en los tres reactores

En la figura anterior se muestra que el reactor “B” es el mas eficiente para la

remocién de COT ya que remueve hasta el 94%. En los reactores “A” y “C” no
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existe remocion del COT y las variaciones que se presentan en los resultados

posiblemente nos indican procesos de sorcion.

Resultados del material de empaque en los reactores

Como muestran los resultados, el material de empaque de los reactores es
muy importante en la retencion y soporte del micelio lo que se vera reflejado en la
decoloracion del naranja acido 24. El reactor “A”, en donde fue usado un medio
inerte, donde el soporte no proporcionaba nutriente alguno al micelio y la superficie
de contacto era poca y con grandes espacios abiertos, fue el reactor en el que menor
eficiencia se observo. El reactor “C”, empacado con paja de trigo, pudo haber
aportado los nutrientes y el soporte adecuado al micelio, ya que la paja de trigo es un
medio utilizado para la produccion masiva de hongos comerciales como Pleurotus
ostreatus. Sin embargo, la alta humedad provoc6 un proceso de putrefaccion en la

paja y por ende un foco de contaminacion.

El reactor “B”, empacado con turba, fue en el que mejores resultados se
obtuvieron. La turba proporcioné al micelio los nutrientes y el soporte adecuado.
Posiblemente el atrapamiento y retardo de las enzimas en el lecho de turba fue la
causa de estos resultados, ya que las enzimas al ser retenidas por la turba tenian
mayor tiempo de contacto con el colorante, lo cual hizo posible una mayor
decoloracion; por otra parte se ha observado que no solo la actividad enzimatica es
responsable de la degradacién del colorante, sino que también la adsorcion de
moléculas del colorante sobre la hifa fungal influye en la remocion total de éste en la
solucion acuosa, sin embargo los colorantes adsorbidos son dificiles de eliminar, lo

que hace dificil la determinacién de la concentracién adsorbida del colorante en el
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micelio (Wang y Yu, 1998). Por lo que no se puede dejar de tomar en cuenta los

procesos de sorcion tanto del micelio como de la propia turba.

En investigaciones anteriores se ha demostrado que el proceso de adsorcién
es un proceso eficaz para el retiro del color de aguas residuales. Siendo el uso de
carbdn activado uno de los métodos mas eficaces, pero muy costoso, por lo que se
han hecho otros estudios para encontrar adsorbentes baratos y de amplia
disponibilidad que incluyen bentonita, cenizas, arcilla, mazorca de maiz, virutas de
madera y silicona (Fu y Viraraghavan, 2001), pero estos adsorbentes tienen
capacidades bajas de adsorcion, por lo que se requieren nuevas propuestas de

adsorbentes economicos, disponibles y eficaces.

La turba puede llegar a ser una eleccion ideal como adsorbente y medio
filtrante, ya que es un material polar y muy poroso, ademas de ser barato y facil de
usar (Couillard, 1994). Tiene la caracteristica de adsorber aceites, nitrogeno,
metales pesados como Fe, Mn, Zn, K, Na, Ca, Mg y Pb asi como compuestos
organicos polares de algunos efluentes; también se han hecho estudios de remocién
de fenoles y deldrinos, gases aromaticos como la dimetil amina, el amonio y el
sulfuro de hidrogeno, también la turba es muy efectiva para la remocién de
colorantes de tipo basicos y acidos, plaguicidas y materia radiactivo; ademas se ha
comprobado la efectividad de la turba para le remocidn de coliformes fecales y
estreptococos fecales (Couillard, 1994; Piet et al., 1994 y Viraraghavan y
Ayyaswami 1987). Las caracteristicas generales de la turba se describen en el anexo
3.
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La turba ha sido comparada favorablemente contra carbon activado, silica y
alumina en cuestion de adsorcion; a pesar de que en comparacion con el carbon
activado la turba tiene una capacidad de adsorcion de 2 a 3 veces menor, la turba
tiene la ventaja de no requerir de activacion como el carbon activado y su costo es
menor, ya que de acuerdo a Couillard (1994) en 1991 un kilogramo de turba costaba
alrededor de 9 centavos de dolar mientras que un kilogramos de resinas de
intercambio i16nico su costo variaba entre los 4 y 22 dolares. Ademas los filtros de
turba tienen del 14 al 23% mas vida efectiva que los del carbon activado. La turba
gastada puede ser quemada y utilizada potencialmente como sustrato en estado de
fermentacién solido para enriquecimiento proteinico (Robinson er al., 2001 y

Viraraghavan y Ayyaswami, 1987).

De acuerdo a Couillard (1994) existen cuatro fases esencialmente en el

proceso de adsorcion en la turba porosa:

o El transporte de impurezas del volumen de soluciéon a la superficie
exterior de la turba

e El movimiento del contaminante por la interfase y la adsorcion hacia el
sitio de la superficie externa

e [a migracion de moléculas del contaminante dentro de los poros de la
turba

e La interaccion de moléculas del contaminante con los sitios disponibles en
las superficies interiores, limitando el poro y espacios del capilar de la

turba
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Uno o mas de los pasos anteriores puede controlar la proporcién en que los
contaminantes son adsorbidos y la cantidad de adsorcion de los contaminantes hacia
la particula sélida. Puede haber muchas posibles interacciones entre el contaminante
y la turba: los grupos catiénicos se intercambian con los iones de H' encontrados en
el -COOH, hidréxidos de fenol y grupos heterociclicos; la interaccion de cationes
metalicos para formar los complejos; la formacion de ligaduras de hidrogeno entre el
cationes polivalentes y el hidroxil, lignina, celulosa y el hemicelulosa se agrupa
dentro de la estructura porosa; y la formacion de grupos diversos con los atomos de
oxigenos no saturados. Estas interacciones dependen de las caracteristicas de la
turba y de los contaminantes. El tratamiento con calor de la turba puede liberar
algunos grupos funcionales y puede aumentar el niimero de sitios del intercambio
disponibles (Couillard, 1994).

El proceso de atrapamiento € inmovilizacion de las enzimas en el medio de
soporte, parece ser un factor importante para que las enzimas inmovilizadas puedan
tener una estabilidad catalitica y por tanto una mayor decoloracion del colorante. De
acuerdo con Rodriguez (1998), existen varios métodos para poder inmovilizar a las
enzimas, entre ellos el uso de materiales que pueden ser usados en reactores, ya sea
de agitacion o bien en columnas empacadas. De esta manera se podria tener a la
enzima retenida por una reaccién quimica con el medio de soporte al formar una
union covalente o bien, la enzima solo sea atrapada de manera fisica por el medio de

soporte.

En caso del empaque del reactor “A”, el plastico no brindo ninguna de las
alternativas a las enzimas, por lo que estas salian libremente, no hubo retencion de

micelio y de las enzimas, por lo tanto la capacidad de remocion del colorante a causa
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de la actividad enzimatica disminuyé considerablemente. En cuanto al reactor “C”,

los resultados no se podrian evaluar debido a la contaminacion de la paja.

En el reactor “B”, la turba pudo facilmente inmovilizar y acumular las
enzimas del micelio de Phanerochaete chrysosporium, por lo que el proceso de
decoloracion del influente fue eficiente. Los procesos de inmovilizacién de las
enzimas por la turba pudieron haber sido de adsorcidn, intercambio idnico, union
covalente o solo de forma fisica, de acuerdo a lo que reporta Rodriguez (1998). Sin
embargo para poder confirmar esto se requieren estudios mas especificos con la
turba y la retencioén del micelio y las enzimas de Phanerochaete chrysosporium, €
incluso de otros hongos, lo cual es una linea de investigacion para posteriores

trabajos.

Por otra parte y de acuerdo a la literatura, el aporte de oxigeno es importante,
ya que la presion parcial de oxigeno afecta fuertemente el indice y el grado de la
degradacion de los sustratos como la lignina o en este caso del colorante, La
difusion del oxigeno en la biomasa micelial facilita la produccién de las enzimas
como la lignino peroxidasa y la manganeso peroxidasa (Frederick et al., 1992). Sin
embargo Zohar et al. (1992) mencionan que el oxigeno no es un factor limitante
para el crecimiento de Phanerochaete chrysosporium, en cultivos con soporte
solidos, como el cultivo de tallos de algodén en los cuales trabajaron o bien

aplicable a este trabajo, la turba.

Uno de los principales problemas en los reactores disefiados para la
extraccion de las enzimas de los hongos, radica principalmente en la naturaleza

filamentosa de los hongos ya que son propensos a ramificarse. En un proceso de un

81



tiempo largo de operatividad del biorreactor, un gran numero de problemas
operacionales tales como aumento de la viscosidad del medio de cultivo y formacion
incontrolada de agregados del micelio (Moreira et al., 1998). Por otro lado también
se ha investigado la adsorcion de los colorantes en el micelio (vivo y muerto) donde
se ha observado una rapida adsorcion fisica del colorante en el micelio, en ambos
casos, seguida por una lenta biodegradacion solo en el micelio vivo, esto a causa de
la actividad enzimatica (intra y extracelular) (Wang y Yu, 1998), por lo que esta
relacién de adsorcion y degradacion de Ia molécula del colorante por medio del
micelio puede proveer un mecanismo para facilitar la aplicacion de este tipo de

hongos en un tratamiento continuo de un influente con colorantes.

Los experimentos que se han realizado se basan o en la purificaciéon de la
enzima o en la extraccion de las mismas, sin embargo con estos experimentos se
puede demostrar que la eficiencia no solo proviene de las enzimas sino de la accion
que tengan éstas y su retencion en el medio filtrante asi como la funcion de
adsorcion del micelio mismo, ademas de la funcién del medio de soporte como en

este caso la turba.

A pesar de que la turba es reconocida como un medio filtrante efectivo para el
control de la contaminacion de agua, la investigaciéon y estudios con turba es
limitada, principalmente a escala real, ya que siempre ha existido la posibilidad de
que sistemas basados en turba puedan declinar en su capacidad de adsorcién, de
acuerdo a Viraraghavan y Ayyaswami (1987), por lo que el uso de este tipo de
sistemas tienen un buen potencial a pequefias escalas para el uso en el tratamiento de

aguas residuales industriales y sanitarias.
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Por otra parte Piet et al. (1994), sefialan un tiempo de vida pequefio alrededor
de 150 dias, ya que este tipo de sistemas tienden a inundarse por la pérdida de la
capacidad de infiltracion. Sin embargo Nichols y Boelter (1982) reportan un tiempo
de operacion efectivo de sistemas de camas de arena con turba como fratamiento
secundario hasta de tres afios, principalmente para la remociéon de coliformes

fecales, fosforo y nitrégeno.

La turba ha sido utilizada exitosamente en sistemas que contienen ademas un
principio bioldgico activo que degrada los contaminantes que son retenidos por su
capacidad de filtracion, regenerandola. Estos sistemas son conocidos como biofiitros

sobre turba (Buelna, 1990).

La decoloracion de efluentes con naranja acido 24 por medio de biorreactores
que contengan Phanerochaete chrysosporium y turba es muy prometedora, sin
embargo es necesario seguir la linea de investigacion y empezar con el estudio de
algunas variables y la automatizacion del sistema, asi como otros estudios

complementarios.
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