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RESUMEN

Los colorantes “azo” son los mas utilizados en los procesos de tefiido de la
industria textil y son considerados carcindgenos y recalcitrantes. Los colorantes
en los cuerpos de agua, absorben y reflejan la luz del sol y esto puedo interferir
en la fotosintesis y el equilibrio ecoldégico del sistema acuatico. Por lo
consiguiente es de suma importancia buscar tecnologias que den solucién al
problema de descarga de efluentes con color, alta carga organica y toxicidad.
En el presente trabajo se desarrollé un procedimiento a nivel laboratorio para la
degradacion de un colorante tipo azo, utilizando un proceso biolégico de
biofiltracion.

El objetivo del trabajo fue evaluar la capacidad de remocién de la materia
organica y color de un efluente de la industria textil que contenga Negro Terasil
SRL (un colorante tipo azo) usando biofiltros empacados con turba e
inoculados con Pleurotus ostreatus. El experimento consistidé en construir,
empacar, operar y evaluar cuatro biofiltros, el primero fue empacado con turba
como tal, en el segundo la turba se esterilizd, se inoculé con Pleurotus
ostreatus y se empaco, el tercer biofiliro fue empacado con turba previamente
esterilizada, en el cuarto y ultimo biofiltro la turba se inoculé con Pleurotus
ostreatus y se empaco. Como primera etapa de trabajo, la cepa de P. ostreatus
se inoculd para su crecimiento en agar dextrosa de papa y se proliferé en caldo
dextrosa de papa a temperatura ambiente. Posteriormente los cuatro biofiltros
se empacaron como se menciond anteriormente. Una vez empacados se inicio
su operacion. Los biofiltros se operaron por un periodo de 5 meses. El agua
tratada en este trabajo se origina de una industria productora de hilos, este
efluente presenta una concentracion elevada de DQO (8000 mg/L) y una
concentracion de color de 566 mg/L. Al ser concentraciones muy altas se
trabajé con diluciones. La carga organica volumétrica mas alta de trabajo fue
de 624.7 mg/L d fue utilizada del dia 8 al 25, esta carga se utilizd6 por poco
tiempo debido a la disminucién acelerada del inoculo de la cepa. Por lo tanto la
carga se disminuy6 a 161.7 mg/L d y se utilizé del dia 26 al 159. A los cuatro
biofiltros se les midi6 DQO, color aparente, color verdadero y concentracién de
color. A pesar de no ser parte de los objetivos también se midié a los cuatro
biofiltros nitrogeno total, nitrégeno amoniacal, fésforo total, pH, temperatura y
toxicidad esto para tener mas informacion sobre el comportamiento de los
biofiltros. De los cuatro biofiltros operados el que se empacé con sélo turba sin
pasar por un proceso de esterilizacidn con una carga organica volumétrica de
161.7 mg/L d, mostroé los mejores resultados: remocién en promedio de color
del 50% y materia organica del 56.7%. El biofiltro R2 removié color en un
45.4% y DQO en un 41.6%. Las remociones para el biofiltro R3 y R4 fueron del
35% y 46% para color y para DQO de 56.8% y 47.8%.

Palabras clave: Colorante azo, biofiltracion, remocién de materia organica y
color, P. ostreatus



ABSTRACT

Azo dyes are the most commonly used products in the textile industry in the
dyeing processes and are considered carcinogenic and recalcitrant. Dyes in
water bodies, absorb and reflect sunlight and this can interfere with
photosynthesis and the ecological balance of the aquatic system. It is therefore
of primary importance to look for technologies that provide solutions to the
problem of effluent discharges highly colored and with high organic load and
toxicity. In this research, a laboratory method was developed at laboratory for
the degradation of azo dyes, using a fungal type biological process.

The objective was to evaluate the ability of removal of organic matter and color
of a textile effluent containing Black Terasil SRL (azo dye) using biofilters
packed with peat and inoculated with Pleurotus ostreatus. The experimental
work consisted of four separate operating biofilters, the first was packed with
peat as such, in the second with sterilized peat, inoculated with Pleurotus
ostreatus and packed, and the third biofilter was packed with peat previously
sterilized. The fourth peat biofilter was inoculated with Pleurotus ostreatus and
packed. As a first step, P. ostreatus was grown in potato dextrose agar and
proliferated in potato dextrose broth. Subsequently the four biofilters were
packed as mentioned. The start experimental operation and monitoring was
done during 5 months. Water treated in this work originates from an industry
producing yarn, this effluent has a high concentration of COD (8000 mg/L) and
a concentration of color 566 mg /L. At very high concentrations worked with
dilutions. The highest volumetric organic workload was 624.7 mg/L d was used
from day 8 to 25, this load was used for a short time due to the rapid decline of
the inoculum strain. Thus the load is reduced to 161.7 mg/L d was used from
day 26 to 159. At four biofilters COD was measured, apparent color, true color
and color concentration. Despite not being part of the objectives of the four
biofilters total nitrogen, ammonia nitrogen, total phosphorus, pH, temperature,
and this toxicity was also measured to have more information on the behavior of
biofilters. Of the four biofilters operated which was packed with a crowd without
going through a sterilization process a volumetric organic load of 161.7 mg/L d,
showed the best results: removal average color of 50% and organic matter 56.7
%. The R2 biofilter removed color 45.4% and COD by 41.6 %. Removals
biofilter R3 and R4 were 35% and 46 % for color and COD of 56.8 % and 47.8
%.

Keywords: azo dye, biofiltration, removal of organic matter and color, P.
ostreatus.
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Nomenclatura

O Carbono
COo...... Dioxido de Carbono
Cu?*.....Cobre

DQO.....Demanda quimica de oxigeno
DNA......Acido desoxirribonucléico
EDTA.... Acido etilendiaminotetraacético
G yA....Grasas y aceites

H.0o ...... Peréxido de Hidrégeno

LiP.......... Lignino Peroxidasa
Mn......... Manganeso

MnP....... Manganeso Peroxidasa
mM......... milimolar

N-Total....Nitrégeno total

N-Total K..Nitrégeno total Kjeldahl
N-NHs......Nitrégeno amoniacal
N- NOs.....Nitratos

NMP........ Numero mas probable
nm.......... Nanometro

OD.......... Oxigeno disuelto

pH.......... Potencial de Hidrégeno
ppm....... Partes por millén
S Azufre

SDS.......... Dodecilsulfato sédico
SST........... Solidos suspendidos totales

-SO3; Na" ...Sulfito de Sadio
Upt-Co....... Unidades platino cobalto

UT......... Unidades de toxicidad
Ul............ Unidad de actividad enzimatica
VP............ Versatil Peroxidasa
ML Micro litros

(o PRSI Nivel de significacion



PROBLEMATICA

1.1 INTRODUCCION

La creciente industrializacion de la sociedad hace que cada dia tengan mayor
importancia los residuos generados en los distintos procesos industriales. Un
ejemplo es la utilizacion de tintes textiles cada vez mas resistentes, lo cual
genera elevados volumenes de efluentes fuertemente coloreados que deben
ser degradados previo a su vertido (Lopez et al., 2007).

La fabricacion de los diferentes productos textiles se lleva a cabo a partir de
procesos como: limpiado, lanzado, estirado, tefido, etc. Debido a estos
procesos la industria textil genera agua residual con un gran numero de
sustancias contaminantes. Dentro de los cuales se encuentran a los fenoles,
sulfuros, cromo y colorantes entre otros.

Los colorantes se definen como sustancias que tienen la capacidad de
impartirle color a una fibra, sin verse afectados por factores como luz, agua y
jabones. Los colorantes estan conformados por mas de un compuesto, y estos
tienden a ser aromaticos con sustituyentes nitros, aminos, hidroxilos, entre
otros (Singh-Rai, et al., 2005)

Uno de estos colorantes utilizados son, los colorantes tipo azo que sobresalen
ya que son los mas utilizados a nivel mundial en la industria textil, papelera,
alimentaria, cosmética y farmacéutica (Bishop y Jiang, 1994).

Los colorantes azo son compuestos organicos sintéticos que se caracterizan
por la presencia de un grupo croméforo (-N=N-). Este grupo esta unido por un
lado a un nucleo aromatico o heterociclico, y por otro lado puede estar unido a
una molécula insaturada de tipo carboxilica, heterociclica o alifatica (Mendoza
Hernandez J.C., et al., 2010)

Los colorantes tipos azo causan problemas ambientales principalmente por las
siguientes razones:

o Los compuestos organicos pasan a través de los sistemas de
tratamiento sin ser eliminados y aparecen en las descargas.

o Los compuestos organicos inhiben los procesos biolégicos de
tratamiento instalados.

e El colorante puede tener un efecto téxico agudo o cronico al exponerse a
los organismos vivos.

La problematica ambiental del color en las aguas residuales es debida a su
persistencia. Lo anterior debido a que la concentracién del colorante en
cuerpos receptores puede ser menor a la de cualquier compuesto téxico
permitido por la legislacion, visible aun por debajo de 1ppm.

12



Procesos bioquimicos para el tratamiento de compuestos azo aromaticos

Sin duda, uno de los grandes retos de la humanidad en este siglo XXl es el
convertir los procesos productivos en procesos limpios y energéticamente
eficientes. Por otro lado se requiere tener la capacidad tecnoldgica para
restaurar los sitios dafados ambientalmente (Davila et al., 2006). Los
tratamientos bioldgicos, tanto aerdbico, como anaerdbico o mixto, son
considerados como efectivos para la remocion de sustancias toxicas y del
exceso de materia organica presente en el medio. Para este propdsito se han
utilizado diferentes tipos de microorganismos como hongos y bacterias (Huag
etal., 1991; Guo et al., 2008).

En este trabajo se analiza la capacidad de remocion de color y cantidad de
materia organica de Pleurotus ostreatus para colorantes tipo azo contenidos en
los efluentes de la industria textil. Este hongo es responsable del reciclaje del
carbono proveniente de la lignina, presenta enzimas poco especificas con un
uso potencial en la transformacién de compuestos contaminantes vy
xenobidticos.

Los hongos ligninoliticos, denominados hongos de la pudricién blanca de la
madera, comprenden un grupo de organismos cuya caracteristica es su
eficiencia en mineralizar eficientemente la lignina. Estos organismos secretan
varias enzimas extracelulares que son esenciales para la transformacion inicial
de la lignina y que en conjunto logran su mineralizacién. EI mecanismo del
sistema degradador de la lignina esta basado en la produccion de radicales
libres. Este mecanismo permite que estas enzimas sean cataliticamente activas
sobre una gran diversidad de sustratos organicos. El mecanismo enzimatico se
da por la accidén de oxidasas y peroxidasas, como estas enzimas no presentan
especificidad alta, pueden tener actividad sobre la estructura de diferentes
sustratos fendlicos y azo (Robinson et al., 2001). Se ha reportado que los
complejos enzimaticos producidos por P. ostreatus pueden decolorar azul
brillante de remazol en porcentajes altos en un rango de pH de 4 a 5 (Gomez et
al., 2006).

Debido a esto, los hongos ligninoliticos poseen un uso potencial muy atractivo
en la biorremediacién de ambientes contaminados con mezclas complejas de
contaminantes peligrosos.

En afos recientes se ha reportado que la remocion de color y materia organica
de colorantes azo por medio de reactores empacados con turba e inoculados
con hongos del tipo basidiomicetos con un régimen aerobio es bastante
eficiente (Davila et al., 2003) (Moeller y Garzén, 2003).
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1.2 JUSTIFICACION

Desde el siglo XVIII, los colorantes son productos muy importantes para la
industria textil, de plasticos y alimentaria. El uso en la industria ha traido
consigo la produccion de sustancias o desperdicios que son arrojados al
ambiente. Uno de los contaminantes de aguas de mayor impacto en el
ambiente, son los colorantes producidos principalmente en la industria textil.
Debido a la gran demanda de produccion de estos, se liberan diariamente
aproximadamente el 15 % del producto colorido y contaminado en las aguas
residuales (Avila Garcia, P., 2003). La persistencia del color en estos efluentes
es de los mayores problemas ambientales por la toxicidad de sus moléculas.
Esta problematica demanda buscar nuevos sistemas de tratamiento y/o
soluciones tecnolégicas diferentes como el uso de mecanismos bioldgicos.
Dentro de los tratamientos biologicos se ha experimentado con varias especies
de bacterias y de hongos principalmente para llevar a cabo la degradacion de
colorantes, también los estudios sobre la degradacion de colorantes azo en
reactores conteniendo algun medio filtrante e inoculados con hongos o
bacterias. Davila et al., (2005) y Moeller y Garzon (2003) reportan la remocion
de colorantes azo en reactores empacados con turba e inoculados con hongos
del tipo basidiomicetos con un régimen de operacion aerobio obteniendo
remociones de color entre un 60 y 90 % y materia organica entre un 40 y 60 %.
Por lo cual, en este trabajo se propone la remocion de color y contenido de
materia organica presente en un efluente textil de una industria con biofiltros
empacados con turba e inoculados con P. ostreatus.

14



1.3 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la capacidad de remocion de la materia organica y color de un efluente
de la industria textil que contenga negro Terasil SRL (un colorante tipo azo)
usando biofiltros empacados con turba e inoculados con Pleurotus ostreatus.

1.4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar el efecto de la turba inoculada en la remocién de materia organica y
color.

e Evaluar el sistema experimental bajo dos cargas organicas diferentes.

1.5 ALCANCE
Montaje de un sistema experimental de 4 biofiltros a escala laboratorio.

El sistema experimental se aplicé al tratamiento de un lote de agua real, es
decir agua de la industria textil con el colorante negro Terasil SRL.

Realizar pruebas con 2 cargas organicas (625y 162 mg/L d).
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FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1 La industria textil

La industria textil mexicana comprende tres segmentos: hilado y tejido de fibras
blandas, hilado y tejido de fibras duras y otras industrias textiles.

La industria textil en sus procesos productivos consume grandes cantidades de
agua; debido a los quimicos que se usan en el proceso sus aguas residuales
son dificiles de tratar. Esta industria contribuye con un 3 % de las descargas
industriales de agua en México. Lo anterior, la ubica en el séptimo lugar como
contaminador del agua (Avila Garcia, P., 2003). El proceso de produccién de
telas parte de la utilizacion de las fibras que pueden ser naturales (lana o
algodon) o sintéticas y sus principales etapas se presentan en la Figura 1.

El proceso se inicia con la preparacion de las fibras; estas se mezclan de
acuerdo con los requerimientos de la tela. Estas operaciones se realizan en las
maquinas abridoras y batanes. Las maquinas abridoras esponjan y separan las
fibras en copos pequefios, de tal manera que se puedan desprender las
impurezas mas pesadas que se hayan incorporado a la fibra; simultdaneamente
se trata de mezclar las distintas fibras. Posteriormente las fibras pasan al
cardado, peinado y estirado. El ultimo paso de este proceso es la torsién. Hasta
esta etapa, el problema de la contaminacién es la generacién de pelusa y
polvo; por eso, las empresas han instalado filtros de aire para la reduccion de
contaminantes al aire. Antes de que las madejas puedan utilizarse en el tejido
de las telas, para fortalecer la fibra se afiaden sustancias como el almidon. Este
ultimo proceso abarca tres etapas: engomado, secado y enrollado. Estas fases
generan 30% de la contaminacién de las aguas residuales; se utilizan acidos y
enzimas, asi como también sosa caustica, cloros, detergentes, etc.

Cuando las telas salen de los telares pasan por una serie de operaciones:
eliminacién de los pelos y defectos de los tejidos; modificacion del aspecto de
los tejidos; tratamientos para mejorar la presentacion de los tejidos
(deslustrado, prensa o calandro, frisado, etc.); apresto quimico, mediante
impregnacion con liquidos hechos de fécula, almidén, dextrina y otras
sustancias que dan cuerpo a las telas; acabados especiales para que los
tejidos sean inarrugables, indeformables, impermeables, no encojan, etc. La
ultima fase consiste en el tefiido y acabado de las telas. Una vez tefiidos los
productos, se lavan con agua y se dejan secar al aire libre o en secadores
caldeados. Los productos tefidos se someten a la accion de una atmodsfera
oxidante, de chorros de vapor, de bafios jabonosos muy calientes, etc. Por
ultimo, a la tela se le da la textura deseada en cuanto a suavidad, brillo y
apariencia. También se utilizan gran variedad de quimicos como almidones,
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dextrinas, cloros y agentes suavizadores. La contribucion de esta fase a la
contaminacion en las descargas de agua varia entre 20 y 40 % (Rhys, 2008).
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Figura 1: Diagrama de flujo de un proceso textil tipico.
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2.2 Impacto ambiental de los colorantes utilizados en la industria textil

La complejidad estructural que presentan los colorantes, las plantas de
tratamiento convencionales tienen un bajo porcentaje de remocién de estos,
razén por la cual son vertidos a rios u otro cuerpo receptor sin ser tratados
(Alatorre y Moeller, 2006)

De esta forma, los efluentes provocan diferentes impactos sobre el medio
ambiente, encontrando asi variaciones en las aguas en cuanto a solidos
suspendidos, toxicidad, concentraciones de oxigeno disuelto, temperatura y
color.

El color pocas veces es considerado un contaminante, pese a que puede estar
asociado a presencia de compuestos toxicos y grupos cromaoforos o polimeros
de alto peso molecular como la lignina. Estos efluentes coloreados, poseen una
alta capacidad de bioacumulacién, permitiendo que a largo plazo se acumule
en lugares como lagos y bahias, provocando una disminucién del poder
absorbente del agua y por ende una disminucién en la actividad fotosintética de
los organismos presentes en dichos ecosistemas, disminuyendo el oxigeno
disuelto (OD) en el agua.

2.3 Colorantes

La asociacién Ecologica y toxicologica de la industria de colorantes en Estados
Unidos, define a los colorantes como sustancias organicas fluorescentes o de
color intenso las cuales imparten color a un sustrato de una absorcién selectiva
de luz (Abdula et al., 2000).

Sus moléculas estan constituidas por tres grupos funcionales, el cromoéforo,
que es el grupo responsable de la absorcion de la luz, dandole la propiedad de
color a la molécula; los auxécromos, que le dan afinidad por la fibra e
intensifican el color; y por ultimo el solubilizador, que le da afinidad a solventes
diversos y esta dado por la presencia de iones como -SO3Na™ (Antonella et al.,
2009).

Los colorantes utilizados en la actualidad poseen diversas estructuras, las
cuales llegan a ser muy variadas. Su origen es sintético, muchos poseen una
alta solubilidad en agua, son altamente resistentes a la accion de sustancias
quimicas y algunos fisicos y son poco biodegradables (Garzén, 2009)

2.4 Clasificacion de los colorantes

Los colorantes textiles pueden clasificarse de acuerdo a su aplicacién a la fibra
o por su constitucién quimica. La clasificacion de acuerdo a su aplicacion a la
fibra se muestra en la siguiente tabla.
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Tabla1: Clasificacion de los colorantes de acuerdo a su aplicacién a la

fibra

Colorante

Descripcion

Acidos

Basicos

Directos

Dispersos

Mordientes

Reactivos

Sulfurados

Tina o cuba

Los colorantes acidos son compuestos anionicos solubles en agua, tienen uno o mas
grupos sulfénicos o acidos carboxilicos en su estructura molecular; se utilizan en la
coloracion de nylon, lana y seda, industria alimenticia y papel. En cuanto a los colorantes
acidos para mordiente son conocidos también como colorantes al cromo y su estructura
molecular generalmente presentan un grupo hidroxilo en posicién orto respecto a un grupo
azo o a otro hidroxilo (Figura 2).

Tifen en bafio neutro las fibras animales y las vegetales mordentadas con taninos. La
mayor parte de estos colorantes son compuestos amino o amino sustituidos solubles en
acidos que se insolubilizan alcalinizando la solucién. Casi todos son triariimetanos o
xantenos. Por lo general son colorantes catiénicos que se utilizan para colorear acrilicos,
nylon y poliéster.

Se fijan directamente sobre la fibra, generalmente lana y seda, son con frecuencia
compuestos aniénicos azo.

Los colorantes dispersos se aplican en forma de materiales finamente divididos que se
absorben en las fibras con las que forman una solucién soélida. Usados para colorear los
productos sintéticos modernos dificiles de colorear como el acetato de celulosa, plasticos y
poliéster. Los colorantes de dispersién pueden tener diferentes estructuras quimicas, las
clases principales son las siguientes:

Colorantes azoicos: En su estructura molecular estd presente uno o mas grupos azo.
Estos colorantes se depositan sobre la fibra mediante acoplamiento de materiales
diazoicos durante su contacto con las fibras.

Colorantes antraquinonicos: Tienen un nucleo antraquinénico con grupos auxdcromos,
hidroxilo y/o sulfénicos y son de gran aceptacion por su potencia tintérea y brillantez.

Colorantes con grupo nitro difenil amina: Especialmente los amarillos y verde, con grupo
cromdforo —NH-.

Los colorantes que actualmente estan en el comercio, son el terasil, resolin y foron. Los
colorantes terasil son colores de dispersion seleccionados especificamente para la tinta de
poliéster.

Estos son los que se combinan con sales para formar materiales coloreados insolubles
llamados lacas. Tifien las fibras mordentadas con hidréxidos metalicos formando lacas.

Estos colorantes reaccionan para formar un enlace covalente entre el colorante y la fibra
celulésica. Se preparan preferentemente haciendo reaccionar el cloruro de cianurilo con
algunos colorantes de los grupos azoicos, antraquinones, ftalocianinicos, entre otros. Son
solidos a la luz y al lavado, poco resistentes al blanqueado.

Son un grupo de colorantes de bajo costo que producen matices opacos en algodon.
Obtenidos por fusion del sodio y azufre con diversas sustancias organicas, como aminas y
fenoles. Tienen buena resistencia a la luz, al lavado y a los acidos, pero son muy sensibles
al cloro o hipoclorito.

De estructura quimica compleja y por lo general son derivados de antraquinona o
indantreno. Los compuestos incoloros se utilizan para impregnar fibras de algodon, las que
después son tratadas con un oxidante o se exponen al aire para desarrollar color. Al
reducirlos en solucién se vuelven en alcalis e incoloras, y se conocen como leucotinas. El
colorante mas conocido de esta clase es el indigo.
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La segunda clasificacién se hace con base en el grupo cromaoforo principal que
constituye el colorante Tabla 2.

Tabla 2: Clasificaciéon de los colorantes con base en el grupo croméforo.

Colorante

Descripcion

Acridinicos

Azinicos

Ftalocianina

Indigoides

Nitrosados

Sulfurados

Tiazdlicos

Trifenilmetano

Xanténicos

Presentan estructuras simétricas derivadas de la acridina; generalmente son de tonos
amarillos rojo anaranjado o pardos. En su estructura molecular esta presente un nucleo
derivado de la acridina con grupos acidos y sustituyentes amino.

En su estructura esta presente un nicleo derivado de la fenazina. Son sustancias que
por si mismas no son coloreadas hasta que se introduce un grupo auxécromo en su
estructura. Han sido remplazados por los colorantes azoicos y actualmente se fabrican
poco.

Grupo de colorantes que se relacionan con la clorofila y la hemina pero que no se
encuentran de forma natural y esto se convierte en el primer croméforo sintético cien por
ciento. Su estructura molecular se deriva del ftalonitrilo o bien de la porfirazina presenta
cuatro nucleos unidos por cuatro atomos de nitrégeno exentos de metal o formando una
molécula resonante con un metal polivalente.

En su estructura molecular esta presente un nucleo de indigo con grupos auxdcromo,
hidroxilo, y/o sulfénicos y sustituyentes amino, haldégeno, tio, entre otros; este grupo de
colorantes son los mas antiguos de manera natural y sintética.

Presentan el grupo nitroso en su estructura molecular, este tipo de colorantes son de
poca importancia comercial.

Este tipo de colorantes se denominan asi por tener un atomo de azufre en su estructura
molecular ademas de que se solubilizan en una solucién de sulfuro de sodio; sin
embargo su estructura molecular es muy compleja y poco conocida. Son facilmente
oxidables. La mayoria de los miembros de este grupo son derivados de poliaminas
aromaticas o hidroxiaminas. También existen en su estructura molecular grupos
cromoforos constituidos por atomos de Cy S.

Presentan el grupo croméforo tiazol; sin embargo los derivados simples del tiazol no son
sustancias coloreadas sino que el color se presenta al combinarse el tiazol con uno o
mas nucleos bencénicos; este grupo de colorantes son considerados como intermedios
para la fabricacién de otros colorantes que estan clasificados en grupos diferentes por
ejemplo, azoicos y antraquinénicos.

Presenta grupos cromdéforos y auxocrémicos y batocromicos, pero es la instauracion de
los enlaces conjugados y el arreglo quinonoide de su estructura la causa de coloracién;
este grupo de colorantes es muy numeroso Yy variado de colores brillantes poco fijos que
se consideran como los precursores de los colorantes sintéticos.

En su estructura molecular se encuentra un grupo cromdéforo ceto o amonio, son
derivados del xanteno (dibencenpirano); es un grupo pequefio de colorantes que en los
tonos amarillo y rojo presentan una fluorescencia extraordinaria.
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Figura 2: Estructura del colorante Azul omega-cromo (colorante al cromo) (Riva et al.,
1988).

2.5 Colorantes tipo Azo

Los colorantes azo son el grupo mas importante, de colorantes sintéticos.
Generalmente son considerados como compuestos xenobiéticos los cuales son
muy recalcitrantes a la biodegradacion (Padmavathy et al., 2003). Los
colorantes tipo azo son caracterizados por estar unidos mediante un enlace
insaturado a moléculas de nitrégeno, estos son conocidos como enlaces azo (-
N=N-) en asociacién con un nucleo aromatico o heterociclico por un lado y por
el otro pueden estar unidos a una molécula insaturada de tipo carbociclica
heterociclica o alifatica (Figura 3). Los grupos azo son generalmente adheridos
a anillos de benceno y naftaleno. El color de estos compuestos azo se debe a
los enlaces que estan asociados a compuestos cromoforos (Bishop, 1996;
Quezada y Buitron, 1996).

De acuerdo al numero de grupos azo (-N=N-) que presentan los colorantes
azo, se subdividen en monoazo (un grupo), diazo (dos grupos), triazo (tres
grupos), tetrakiazo (cuatro grupos) y poliazo (muchos grupos) (World Bank
Group, 1998).

Por otra parte los colorantes pueden subdividirse también en dos grupos
idnicos y no iénicos. Aunque el valor maximo de absorcion esta en el rango de
la luz UV-visible (240 a 300 nm), las presiones de vapor disponibles son muy
bajas, en el rango de 10-20 a 10-8 mmHg. Por lo general los colorantes azo
idbnicos son completa o parcialmente disociados en solucidon acuosa. Los
colorantes azo no iénicos son poco solubles en agua (<100 mg/l) (Lopez,
2004). Los colorantes de tipo azo solubles en agua son metabolizados por las
azoreductasas de la microflora gastrointestinal y los insolubles son
metabolizados por enzimas hepaticas. El primer paso catabdlico de los
colorantes azo, en el cual se presentan la disminucidon en el color es la
reduccion del doble enlace azo para producir aminas aromaticas (Figura 4).
Estas arilaminas aparentemente no son mutagénicas por si mismas, sin
embargo, en el metabolismo de los mamiferos pueden ser oxidadas a N-
hidroxiderivados, y esos son subsecuentemente transformados en electrolitos
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reactivos capaces de formar enlaces covalentes con el DNA (Cenniglia et al.,
1982). La mayoria de los colorantes tipo azo no poseen normalmente ningun
efecto citotdxico, mutagénico o carcinogénico; pero las aminas producidas por
el rompimiento de enlace probablemente si produzcan estas afectaciones

(Bishop, 1996).

Fenilazobenceno

Figura 3: Estructura del cromoforo azo.
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Figura 4: Mecanismo del proceso de degradacion de los colorantes azo y aminas
aromaticas durante el tratamiento aerobio y anaerobio (Van der Zee y Villaverde,
2005).

Aminas aromaticas

2.6 Biofiltros

Es el dispositivo o equipo para la retencion o eliminaciéon de determinados
contaminantes organicos. El fluido se hace circular a través de un lecho de
particulas que soporta bacterias, hongos, carbén activado etc., el cual es capaz
de retener, por procedimientos fisicos, quimicos y fundamentalmente
bioldgicos, aquellos contaminantes organicos (Jaquenod, 2005).

Los biofiltros funcionan generalmente por filtracion lenta. La filtracion lenta es,
histéricamente, la primera aplicacion a gran escala de los tratamiento de
purificacion por medios granulares. Consiste en pasar agua a través de un
lecho filtrante. La caracteristica principal de los filtros lentos es la baja
velocidad (menor a 1 m/h). En estos filtros se crea una pelicula bioldgica en la
interface agua-medio filtrante. Entre las ventajas de la filtracion lenta se
encuentra el que es muy rentable, no esta sujeta a errores humanos y no
requiere reactivos quimicos.
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Biofiltros con empaque organico

La biofiltracion es una tecnologia conocida, utilizada para el tratamiento de
gases y olores; cuyo principio consiste en hacer pasar los contaminantes del
aire a un medio liquido a través de una columna de materia organica (biofiltro)
humedecida, sobre la cual crecen microorganismos que se alimentan de estos
contaminantes. Hace algun tiempo se comenzé a utilizar una variante de estos
biofiltros para tratar aguas residuales y no solamente gases (Garzoén, 2003)

Esta tecnologia llamada biofiltracion sobre cama organica incluye principios de
un filtro percolador y el de un biofiltro para el tratamiento de gases y olores. Un
filtro percolador, basicamente se compone de un tanque o recipiente en el cual
se encuentra el relleno apropiado y sobre el que se riega con el agua residual,
formandose una fina lamina de agua al caer a través del mismo. Sobre la
superficie del relleno, se desarrolla una pelicula de biomasa, que captura la
materia organica disuelta en el agua a su paso. El agua se percola para ser
recolectada debajo del filtro (Sainz, 2005). Por su parte, el biofiltro para olores
consiste en una columna de materia organica humedecida a través de la cual
se hacen pasar los contaminantes. Se trata entonces de un biofiltro percolador
en el cual se lleva a cabo una infiltracién muy lenta sobre un material organico
con gran capacidad de adsorciéon que permite establecer un equilibrio entre la
carga del contaminante y el desarrollo de diferentes poblaciones de
microorganismos dentro del biofiltros.

2.7 Hongos ligninoliticos y compuestos xenobiéticos

Los hongos ligninoliticos han desarrollado un sistema enzimatico unico y no
especifico que funciona en el ambiente extracelular. El mecanismo del sistema
degradador de lignina esta basado en la produccion de radicales libres. Este
mecanismo permite que estas enzimas sean cataliticamente activas sobre una
gran diversidad de sustratos organicos. Los contaminantes recalcitrantes, tales
como bifenilos policlorados y explosivos aromaticos, los hidrocarburos
policiclicos aromaticos y los plaguicidas organofosforados, son todos
efectivamente mineralizados a CO, por varias especies de hongos
ligninoliticos. Ademas, la poca especificidad de las enzimas de estos
organismos les permite degradar mezclas complejas de contaminantes (Davila
et al., 2006; Field et al., 1993; Fernando et al., 1990; Bumpus et al 1993).

Se ha mostrado la oxidacion de efluentes provenientes del blanqueo del papel
con Phanerochaete chrysosporium, y se sugiere que la enzima responsable de
la decoloracién de tales efluentes es principalmente la manganeso peroxidasa
(MnP) (Jaspers et al., 1994).

Estudios de degradacion de colorantes sintéticos han revelado que los hongos
ligninoliticos son capaces de decolorar colorantes azo, trifenilmetano y
heterociclicos (Pointing, 2001).
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2.8 Enzimas ligninoliticas de Hongos

Las enzimas ligninoliticas producidas por los hongos de la pudriciéon blanca son
catalizadores poco especificos, que incluyen peroxidasas y lacasas. Son muy
buenos para fines ambientales ya que son capaces de oxidar una gran
diversidad de compuestos organicos con estructuras quimicas diversas (Davila
et al., 2006). A partir de los estudios con hongos ligninoliticos se comprobé6 que
la degradacién de la lignina daba lugar a productos que provenian de la ruptura
oxidativa de anillos aromaticos (Davila et al 2006). Algunos anos después, tres
grupos reportaron de manera independiente, el descubrimiento de una
ligninasa capaz de oxidar y despolimerizar la lignina y cuya actividad
enzimatica depende del peroxido de hidrogeno (H2O;). A esta enzima se
denomina ahora como lignino peroxidasa (LiP) (Shimada et al., 1983; Tien, et
al., 1984). A partir de este hallazgo, se encontré la produccion de dos
hemoperoxidasas mas: la manganeso peroxidada (MnP) que oxida el Mn?* a la
especie oxidante Mn®*, mientras que recientemente en los géneros Pleurotus y
Bjerkandera se ha descrito una versati MnP (VP). Ademas de estas
peroxidasas, se detectd la produccion en estos hongos ligninoliticos de una
cuarta enzima, una fenol oxidasa denominada lacasa. Estas enzimas
ligninoliticas pueden actuar separadas o en cooperacion, dependiendo de si el
hongo es capaz de producir una o mas. Rodriguez y col (1999), identificaron la
actividad decolorante en los hongos ligninoliticos para 27 colorantes de uso
textil. La decoloracion se llevdo a cabo in vivo en un medio sélido y en
fermentacion liquida con las cepas de P. ostreatus, P. chrysosporium y
Caldariomyces fumago; resultando P. ostreatus la cepa con mayor capacidad
decolorante en estos medios. Se estudiaron los extractos extracelulares de P.
ostreatus en la fermentacion liquida, asi como aquellos provenientes de la
fermentacion en estado sdlido utilizando trigo y avena como sustratos. Se
encontrd actividad decolorante en el fluido extracelular para 5 de 27 colorantes
probados. La fermentacién llevada a cabo en material lignocelulésico estimulo
considerablemente la actividad decolorante. Recientemente se realizaron
estudios usando un extracto crudo enzimatico de Pleurotus ostreatus en donde
a pH de 4 y a concentraciones de 240 ppm del colorante Drimaren Blue X-3LR
es capaz de remover 98.84 % del color en 24 horas (Teixteira et al., 2010).

2.8.1 Lacasa

Son enzimas multicobre que pertenecen al grupo de las oxidasas azules que
catalizan la oxidacion de una amplia variedad de compuestos organicos e
inorganicos, como difenoles, los polifenoles, diaminas y aminas aromaticas
(More et al., 2011). Las lacasas (p-difenol: oxigeno oxido reductasas E.C:
1.10.3.2) son glicoproteinas, forman parte de las enzimas ligninoliticas que los
hongos de pudricion blanca utilizan para degradar la lignina. Estas enzimas
utilizan el oxigeno molecular como aceptor de electrones, reduciéndolo a agua
(Shah y Nerud, 2002). La lacasa es una enzima extracelular posee un grupo N-
glicosilato que presenta en su estructura dos monosacaridos: manosa y N-
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acetilglucosamina; contiene ademas cadenas glicosidicas unidas a oxigeno y
nitrdgeno, cuya masa molecular se encuentra entre 60-390 kDa y punto
isoeléctrico a pH 4 (Call, 1997).

Esta enzima requiere de peroxido de hidrégeno que oxida al i6n hierro para
aumentar el estado de oxidacién en el cual la enzima es capaz de
despolimerizar lignina y sus derivados para llevar a cabo su ciclo catalitico,
ademas reduce el oxigeno a agua y simultdaneamente realiza la oxidacion de un
electron y muchos sustratos aromaticos. La lacasa oxida aminas aromaticas,
coloca aldehidos y compuestos no fendlicos como radicales libres (Zille et al.,
2003).

En su estructura tiene un sitio activo el cual posee cuatro atomos de cobre
(como Cu %" en el resto de la enzima) los cuales estan distribuidos en tres sitios
diferentes de su estructura. El sitio cobre tipo 1 es el responsable del color azul
y en el sitio cobre tipo 3, se incorporan dos atomos de cobre en el centro activo
(Piscitelli et al., 2010).

La catalisis de la lacasa se produce con la reduccién de una molécula de
oxigeno para la oxidacién del agua acompanado de un electron de una amplia
gama de compuestos aromaticos (Bourbonnais et al., 1996). Esto da lugar a la
oxidacién en la generacion de radicales libres que se pueden convertir en
quinonas en una reaccién catalizada por la enzima en segundos. La catalisis de
la lacasa se realiza en tres pasos: 1 Tipo | de reduccién de Cu por el sustrato, 2
la transferencia de electrones de tipo | Cu para el tipo Il Cu y tipo Il Cu del
grupo trinuclear, 3 la reducciéon de oxigeno a agua en el grupo trinuclear
(Gianfreda et al., 1999).

2.8.2 Manganeso Peroxidasa (MnP)

La MnP es una enzima del tipo hemo extracelular producida por hongos de la
pudricion blanca. La MnP cataliza la oxidacion del Mn (Il) a Mn (lll) y es
peroxido dependiente, es decir necesita de peréxido para llevar acabo la
reaccion (Sundaramoorthy et al., 2010). El ciclo catalitico de la MnP involucra la
reaccion del sitio activo de la enzima con el peroxido de hidrégeno. Esto
produce la reduccién del H,O, a H,O y la oxidacion por dos electrones de la
proteina férrica a un intermediario denominado compuesto |I. Dicho compuesto
puede ser oxidado ya sea por Mn*? o por sustratos fendlicos, generando el
componente Il. El ciclo es completado cuando el componente Il gana un
electron, produciendo que la enzima detenga su actividad (Gayosso et al.,
2004). La MnP puede ser capaz de rivalizar con las aplicaciones
biotecnoldgicas potenciales de lacasas. Esto es evidente en los estudios que
ilustran que la presencia de MnP puede aumentar el grado de decoloracién de
colorantes. La MnP es capaz de catalizar la oxidacion de varios fenoles,
aminas aromaticas y colorantes (Dashtban et al., 2010).
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2.8.3 Versatil Peroxidasa (VP)

La VP son enzimas hemo que combinan las propiedades cataliticas de las
lignino peroxidasas y las MnP, siendo capaces de oxidar Mn** a Mn**, asi como
compuestos fendlicos y no fendlicos-aromaticos en ausencia de mediadores
(Pogni et al., 2006). El proceso catalitico (iniciado por el peréxido de hidrégeno)
es similar al de las peroxidasas clasicas, incluye la sustraccién de 2 electrones
de la enzima en estado basal por el H,O, para producir un radical catiénico
(Pogni et al., 2006).

La VP también posee una alta afinidad hacia el Mn?*, hidroquinonas vy
colorantes, es capaz de oxidar al alcohol veratrilico (a veratril aldehido),
dimetoxibenceno y dimeros de lignina aunque con menor afinidad que la LiP y
la MnP (Ruiz-Duenfas et al., 2008).

2.9 Rutas para la degradacion de colorantes azo.

La biodegradacién de un colorante procede en dos etapas la primera consiste
en la division reductiva (condiciones anaerobias) de los enlaces azo, originando
la formacion de aminas aromaticas (Figura 5). La segunda etapa trata de la
degradacion de las aminas aromaticas (proceso aerobio). Con referencia a la
base de datos de biodegradacion/biocatalisis de la Universidad de Minnesota,
se sabe jque por regla general la biodegradacion de los colorantes azo siguen
la siguiente ruta:

OO — O O

Diazina_- RIVH, + R'NH,

Figura 5: Degradacion de la diazina

La base de datos de biodegradacién/biocatalisis de la Universidad de
Minnesota (http://umbbd.msi.umn.edu/index.html ) es una base de datos en linea y
gratuita que contiene catalogos de informacion sobre las reacciones
biocataliticas microbianas y rutas de biodegradacién, principalmente para los
compuestos organicos xenobidticos. En la actualidad, contiene casi 1200
compuestos, mas de 800 enzimas y 1300 reacciones (Gao et al., 2009).

En dicha base de datos también se encontr6 el mecanismo enzimatico de la
azo reductasa sobre el Amarillo mordiente 3, que es un colorante azo tipico. La
reaccion se muestra a continuacioén en la Figura 6:
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INADH +2HY 2NAD+

Amanllu Mordiente 3 | 8-Amino-2-acide naftalencsulfanico | | S-Aminosalicilato

Figura 6: Mecanismo enzimatico de la azo reductasa sobre el colorante amarillo
mordiente 3 (Haug et al., 1991)

La ruta de degradacioén del colorante azo es larga e intervienen diferentes tipos
de enzimas. Para la remocién de aminas por medio de enzimas existen
diferentes pasos intermedios (Figura 7).
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Figura 7: Ruta de degradacion para un colorante azo (Amarillo mordiente 3) (Gao et
al., 2009.

28



210 Efecto de inhibicion de enzimas por compuestos presentes en
efluentes textiles.

Como se menciond anteriormente existen numerosas variedades de colorantes
sintéticos utilizados para el tefiido de textiles y otras aplicaciones industriales.
Ademas de diferentes tintes los materiales que pueden predominar en aguas
residuales textiles son:

Compuestos de nitrégeno: Los aditivos usados para el proceso de bano de tinte
son compuestos que contienen nitrégeno, estos son la principal fuente de
nitrogeno en el efluente textil. Ademas de las fuentes de amoniaco los
productos quimicos son utilizados en la impresién y procesos de tehido.
Mientras que la pastas de estampado tienen grandes cantidades de urea otra
fuente de nitrégeno (Satyanarayana et al., 2012).

En la industria textil se utiliza comunmente el bromuro de ciandégeno para el
tratamiento de tejidos y cianuro de hidrégeno en la fabricacién de fibras
sintéticas. Esta clase de compuestos se caracteriza por la presencia de un
grupo C=N (ciano) e incluye cianuros, nitrilos (R-C=N) y sustancias quimicas
relacionadas, como ciandgenos, isocianatos, cianamidas. La toxicidad de este
grupo se debe principalmente al iéon cianuro, que cuando se libera al organismo
es capaz de inhibir a muchas enzimas y en especial, a la citocromo oxidasa.

Compuestos de fésforo: En aguas residuales textiles, los efluentes de bafio de
tefido que contienen tampones de fosfato son la principal fuente de fésforo.
Los fosfatos se utilizan en diferentes etapas de procesamiento textil humedo.
Por ejemplo en tampones, descruzado, acondicionadores de agua,
tensoactivos y algunos acabados (Satyanarayana et al., 2012).

Cloruros: Los iones de cloruro en el proceso de blanqueo y tefiido con la
principal fuente de su presencia en el efluente textil. En el blanqueo
compuestos que contienen cloro son los que se utilizan con mas frecuencia. El
cloruro de sodio se utiliza en grandes cantidades en la tintura reactiva
(Satyanarayana et al., 2012).

Metales: Los metales entran a las aguas residuales de muchas maneras, el
suministro de agua entrante, piezas metalicas (como bombas, tuberias,
valvulas etc.) agentes oxidantes y reductores, electrolitos, acidos y bases,
colorantes y pigmentos. La principal fuente de metales se da en el proceso de
tintura, porque los colorantes mas usados contienen cromo, cadmio, zinc o los
atomos de metales (Satyanarayana et al., 2012). Las enzimas suelen ser muy
sensibles a la presencia préxima de iones metalicos o de tipo; en ocasiones la
participacion de estos iones (Ca, Co, Cu, Fe, Mg, Mn, Se, Zn, CI', SH’, etc.) es
imprescindible para la funcién enzimatica (Repetto et al., 2009).

Tensoactivos: Los tensoactivos son ampliamente utilizados en el proceso textil,
ya que disminuye la tension interfacial del agua y otros materiales. Los mas
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utilizados son los tensoactivos aniénicos (jabones), sulfonatos, sulfatos y
fosfatos (Satyanarayana et al., 2012).

Se han realizado algunos estudios referentes al uso de surfactantes ya que la
adicion de estos puede conducir a la desnaturalizacién de enzimas. Realizaron
un estudio con la adicién de agentes surfactantes no i6nicos (Tween 20, Tween
80, Triton X-100) aniodnicos (SDS) y agente quelante EDTA sobre la enzima
Tanasa, en concentraciones (0.01-0.1%). Obtuvieron que el Triton X-100
origin6 una pérdida de actividad de la enzima. EI EDTA es un potente inhibidor
de enzimas dependientes de metales y es utilizado en algunos inhibidores
comerciales de proteasas; funciona quelando metales como el zinc y el plomo
indispensables para la catalisis de algunas enzimas. Observaron inhibicion del
20% de la actividad de la enzima cuando se incubé con 0.01-0.1% de EDTA
(Rodriguez Duran et al., 2009).
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ANTECEDENTES

3.1 Biodegradacion de colorantes tipo azo

Debido a las desventajas que presentan los tratamientos fisicoquimicos, por
ejemplo en intercambio i6nico los solventes organicos son caros y solo tienen
aplicaciones especificas, en coagulacion se obtienen grandes cantidades de
lodos a tratar por lo que incrementa el costo. Por estas y algunas otras
desventajas se ha generado un gran interés por buscar otros procesos y
condiciones de operacién por medio de los cuales sea posible mineralizar los
colorantes azo. Tal es el caso de los procesos biolégicos bajo diferentes
condiciones de oxigeno como los procesos anaerobios, aerobios y la
combinacion de estos.

Hasta 1981 se habia reportado que los colorantes no se degradaban por medio
de procesos aerobicos. Sin embargo, Kulla (1981) menciona que con un
proceso adecuado de aclimatacion, la degradacién con bacterias aerobias
resulta factible. Se ha reportado que durante los tratamientos aerobios muchos
colorantes azo pueden ser decolorados. Tal es el caso del Anaranjado acido 7
(AA7), Anaranjado acido 8 (AA8), Anaranjado 24, Amarillo acido 151 (AA151),
Rojo acido 18 (RA18) y otros. Sin embargo, unicamente los colorantes AA7 y
AA8 fueron mineralizados (formacion de CO, y agua) bajo condiciones
aerobias (Bishosp y Jian, 1994).

3.2 Experimentos de la degradacion de colorantes por hongo

Los hongos también han sido utilizados para la inoculacion de biofiltros, los
cuales proporcionan varias ventajas en comparacion con los biofiltros
inoculados con bacterias, entre ellas una mayor resistencia a la acidificacion y
una mayor superficie de contacto. Los primeros reportes de degradacion
aerobia de colorantes azo mediante hongos blancos de la putrefaccidon
aparecio en 1990, cuando Cripps et al., (1990) demostraron que una limitante
de nutrientes en los cultivos de P. chrysosporium daba como resultado la
decoloracién del colorante azo Naranja Acido 7. En (1992) Pasti- Grigsby
realizdé un ensayo en donde probd la decoloracion de 22 colorantes azo por S.
chromofus y P. chrysosporium. En tal estudio obtuvo que P. chrysosporium es
viable para decolorar 19 colorantes tipo azo. Encontré que el colorante amarillo
acido 9 puede ser degradado en un rango de 85 al 99% a concentraciones de
150ppm. Esto ha sido comprobado no solamente con P. chrysosporium sino
que también con otros varios hongos principalmente del género de la
podredumbre blanca (Geotrichum candidum, Tremetes versicolor, Bjerkandera
adusta, Penicillium sp., Pleurotus ostreatus, Pycnoporus cinnabarinus, y
Pyricularia oryzea) que son capaces de decolorar soluciones de colorantes azo
con estructuras quimicas mas complejas. Mas recientemente estudios han
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demostrado que enzimas excretadas por Grifola frondosa son capaces de
decolorar, colorantes azo como el Azul brillante de remazol R y el azul de
bromofenol (Nitheranont et al., 2011). Los hongos de la podredumbre blanca
(como lo son P. ostreatus y P. chrysosporium) han sido utilizados ampliamente
para la degradacion de muchos contaminantes e incluso los mas complejos;
esta capacidad de degradacion de xenobidticos es ampliamente relacionada
con la actividad ligninolitica y las enzimas que segregan estos hongos.

Experimentos de la degradacion de colorantes por Pleurotus ostreatus

Los hongos del género Pleurotus son basidiomicetos de pudricion blanca, con
un alto valor nutricional, propiedades terapéuticas y variadas aplicaciones
biotecnoldgicas. P. ostreatus debe su nombre a su crecimiento microscopico en
forma de ostra; su sombrero mide entre 5 y 15 cm, aunque en ocasiones
alcanza dimensiones mucho mayores, es liso y tiende a ser convexo a plano-
convexo, su tonalidad varia desde gris claro hasta marrén oscuro, pasando por
tonalidades intermedias, a veces con reflejos azulados. El crecimiento en placa
presenta crecimiento radial, de color blanco y algonodoso. Su cultivo es
sencillo, es un hongo saprofito, crece naturalmente en madera en
descomposicion; su cultivo artificial se realiza en cubos de madera, cascarilla
de arroz, aserrin, tallos de algodén, desechos agricolas y hemicelulosa. El
hongo P. ostreatus posee la capacidad de degradar grandes polimeros (lignina
y celulosa) que constituyen el substrato vegetal, asi como contaminantes
ambientales mediante la secrecién de un complejo enzimatico. La efectividad
de degradacién depende en gran medida de las oxidoreductasas extracelulares
y de los metabolitos secundarios de bajo peso molecular. Tres diferentes
familias enzimaticas han sido caracterizadas en este género: Manganeso
peroxidada, Versatil peroxidada, y Lacasa. Gracias a la presencia de todas
estas enzimas, Pleurotus ostreatus ha sido usado en biorremedicion de
sustancias toxicas (Cohen et al., 2002). Rodriguez et al. (1999) hicieron
comparaciones entre 15 diferentes cepas de hongo para evaluar su capacidad
de decoloracién sobre algunos colorantes. Entre los géneros estudiados se
encontraba Phanerochaete, Pleurotus y Trametes. Siendo estos dos ultimos los
que mas altos valores de decoloraciéon presentaron. En este estudio se
identificé a la lacasa como la enzima responsable de dicha decoloracion.

La utilizacion de hongos del género Pleurotus para la degradacion de
xenobidticos, en este caso el colorante (Buitron,1996), se basa en la
inespecificidad del sistema degradativo desarrollado por estos hongos para
despolimerizar y mineralizar la lignina, polimero aromatico estructuralmente
relacionados con muchos compuestos que causan problemas de
contaminacion al ambiente; esta capacidad de Pleurotus y otros hongos se
debe a la presencia de enzimas extracelulares como la Manganeso-
Peroxidasa (MnP), y la lacasa (Renhammar y Malstrom, 1981).
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P. ostreatus es reportado como degradador de compuestos contaminantes azo.
Kwang-Soo et al., (1997) mencionan que las enzimas de este hongo
decoloraron a varios tintes recalcitrantes como el trifenilo de metano,
heterociclicos, poliméricos y tipo azo. En sus experimentos el azul de
bromofenol fue el colorante que obtuvo hasta el 98 % de decoloracion a una
concentracion de 52 uL de colorante por 3 mL de enzima. Ellos hicieron cultivos
de P. ostreatus en medios limitados de nitrégeno para la obtenciéon de las
peroxidasas y la actividad decoloradora fue determinada
espectrofotométricamente.

Moeller y Garzén (2003) realizaron una comparacion entre 3 diferentes tipos de
hongos basidiomicetos. En tal comparacién encontraron que Pleurotus
ostreatus tiene un mayor porcentaje de remocion de color Tabla 3.
Dellamatrice et al., (2005) y Davila (2005) reportaron decoloracion y
disminucion de toxicidad con P. ostreatus como se muestra en la Tabla 3.
Rodriguez (2006) realizé un estudio para la seleccion de cepas de P. ostreatus
con potencial para el tratamiento de aguas coloreadas. Con este objetivo
realizé una estrategia de seleccion basada en parametros como el indice de
crecimiento a temperatura ambiente, en medios colorantes y residuos
coloreados. También en el (2006) Gomez demostr6 que los complejos
enzimaticos ligninoliticos presentes en P. ostreatus tienen potencial aplicacién
en la degradacion de residuos xenobioticos Tabla 3.

Alatorre (2007) menciona en su trabajo sobre disefio de reactores que el
reactor con una relacion geométrica 6:1 (altura: diametro) posee mejor
desempeno en la remocién de color y un mejor funcionamiento hidraulico ya
que presenta una menor cantidad de zonas muertas Tabla 3.

Faroco et al., (2009) demostraron en su trabajo sobre bioremediacion de aguas
residuales con colorantes industriales que P. ostreatus es capaz de decolorar el
40 % vy el 60 % de colorantes acidos en agua residual en concentracion de
0.10 g/L Tabla 3.

En el 2009 Garzén en su trabajo reportd que el tratamiento realizado con P.
ostreatus fue el mas efectivo en la remocién del colorante antraquinoide Azul
disperso 3, el cual presentd un porcentaje de remocion de 62,39 % a una
concentraciéon de 51.9 mgl/L.

Teixteira (2010) reportd que las lacasas producidas por P. ostreatus son
eficientes para remover concentraciones de 240ppm Drimaren Blue X-3LR y
Drimaren Blue X-BLN en un 96.99 y 68.02 % Tabla 3. En el mismo afo
Papinutti y Forchiassin (2010) en su investigacion de decoloracion con residuos
solidos provenientes de la produccion de P. ostreatus, encontraron que las
enzimas manganeso peroxidada y lacasa eran capaces de decolorar el 100%
del azure B (colorante heterociclico) y carmin indigo (colorante indigoide) Tabla
3. Landolo (2011) realiz6 un estudio para la decoloracion de aguas residuales.
Mediante una fermentacion en un reactor de lecho fijo con P. ostreatus
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colonizado en residuos de manzana. En su ensayo obtuvo un 50 % de
decoloracién a una concentracion de color de 100 mg/L Tabla 3.

Garzén (2003) realizé una investigacion sobre la remocion de contaminantes a
través de la biofiltracion sobre turba de 3 diferentes tipos de aguas residual
Tabla 3.

De acuerdo a la literatura revisada P. ostreatus es capaz de remover colorantes
azo en aguas sintéticas desde concentraciones de 100 mg/L y DQO desde 200
mg/L. Esto es posible ya que las enzimas ligninoliticas de los hongos de la
pudricion blanca como P. ostreatus tienen la habilidad de degradar compuestos
recalcitrantes y capacidad para la decoloracién de varias clases de colorantes
industriales (Robinson et al., 2001). También algunos autores demuestran la
viabilidad de empacar P. ostreatus en biofiltros ocupando diferentes sustratos
como medio de soporte. Entre los sustratos utilizados por los autores citados, la
turba tiene propiedades muy benéficas para el sistema de biofiltracién, ya que
es capaz también de remover color y DQO. Ademas de ofrecerle a P. ostreatus
un medio de soporte, fuente secundaria de nutrientes, puede adsorber y
absorber contaminantes ayudando asi a la pronta remocion de color y DQO.
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Tabla 3: Casos de estudio sobre las tecnologias usadas para la remocion
de colorantes por P. ostratus.

Titulo Remocion de Descripciéon Fuente
materia organica y
decoloracion
Desarrollo de Con P. ostreatus y P. Realizaron una Moeller y  Garzodn
tecnologias no chrysosporium se comparacion entre  (2003)
convencionales para el obtuvo una P.ostreatus, P.
tratamiento de decoloracién de 12.5%  chrysosporium y C.
efluentes de la . versicolor donde midieron
o Y con C. versicolor .
fabricacion de 19.2 % la remociéon de color. P.
colorantes tipo azo. ostreatus demostré mayor
remocion de color
(colorante acido 24 a una
concentracion de 250
mg/L) y lo utilizaron en
reactores empacados con
turba.
Degradacion  fungica Report6 que: En su investigacion Davila (2005)

del colorante naranja
acido 24.

P. ostreatus decolora
60% al colorante
naranja acido 24 y 40%
de DQO.

P. Chrysosporium
decolora 90% al
naranja acido 24 y 60%
de DQO.

La turba funciona de
manera optima al servir
como soporte al
micelio y representar
una fuente alterna de
nutrientes y presentar
procesos de sorcion de
colorantes

consisti6 en probar la
decoloracion del colorante
naranja acido 24
(colorante azo) a
concentraciones de 1000
mg/L. Su experimento
consisti6 en evaluar la
decoloraciéon con ambas
cepas primero en medio

de cultivo liquido
mezclado con el
colorante. Posteriormente
la cepa que mostrd
mejores  resultados la
inoculo en un Dbiofiltro
donde el medio de

soporte fue turba.
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Tabla 3: Casos de estudio sobre las tecnologias usadas para la remocion
de colorantes por P. ostratus.

Titulo Remocion de Descripciéon Fuente
materia organica y
decoloracién

Disefio de reactores Reportd remocion del En su trabajo obtuvo que Alatorre (2007)
empacados para la 50% de color con P. el reactor con relacion
remocion de color en ostreatus. geométrica 6:1 (altura
aguas residuales diametro) posee mejor
industriales. desempeio en la
remocion de color y mejor
desempefio hidraulico.

La biofiltracion sobre
cama de turba, un
tratamiento  eficiente
para diferentes tipos de
agua residual
industrial.

Report6  remociones
DQO mayores al 90%

También encontré que el

tiempo de retencion
hidraulico ideal para la
remocion de color se

encuentra entre 12y 24 hr
a una concentracion de
500 mg/L. Ademas
argumento la viabilidad de
la turba para la remocién
de contaminantes

Su investigacion consistié
en la remocién de
contaminantes a través de
la infiltracién sobre turba
de 3 diferentes tipos de

aguas residual: agua
residual de una granja
porcicola, agua con

colorante naranja acido 24
a una concentracion de
250 mg/L y agua residual
de un complejo
petroquimico

Garzén (2003)
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Tabla 3: Casos de estudio sobre las tecnologias usadas para la remocion
de colorantes por P. ostratus.

Titulo

Remocién de
materia organica y
decoloracion

Descripciéon

Fuente

Seleccién de cepas de
P. ostreatus para la
decoloracion de
efluentes industriales.

Decoloracién de
efluentes 'y lodos
urbanos por Pleurotus
sajor-caja y P.
ostreatus.

Remocion de color del
50% con las cepas
3022 y 3024 de P.
ostreatus

Reportaron que:

P. ostreatus no
produce una
decoloracion de lodos
y efluente.

P. ostreatus reduce el
contenido de carbono
en lodos.

P. ostreatus disminuye
la toxicidad de los
efluentes por medio de
mecanismos diferentes

de la adsorcion.

Pleurotus sajor-cajuF2
y F6 son viables para
la decoloracion de
lodos.

Las 3 cepas producen
grandes cantidades de
lacasa y manganeso
peroxidasa en
presencia de lodos.

Realizé un estudio para la
seleccion de las cepas de
P. ostreatus con potencial
para el tratamiento de
aguas coloreadas,
basandose en el indice de
crecimiento a temperatura
ambiente. Esto lo realizd
en medios colorantes vy
residuos coloreados.
Ademas ensayo la
decoloracion de los
residuos liquidos de
destileria (vinaza) y del
cultivo de setas
comestibles (extracto
liquido de pulpa de café),
mediante el cultivo
sumergido de este hongo.

En su investigacion sobre

decoloracion de un
efluente  municipal que
contenia aguas

domésticas y de origen
textil  utilizaron 3 cepas
de Pleurotus sajor-cajuF2
y F6 y P. ostreatus.
Realizaron ensayos con
P. ostreatus estéril y sin
esterilizar en los cuales
evaluaron

espectrofotométricamente
la decoloracién y con
Hydra attenuata. Ademas
hicieron  ensayos de
actividad enzimatica para
lacasas y manganeso
peroxidasa.

Rodriguez (2006)

Dellamatrice
(2005)

et

al.,
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Tabla 3: Casos de estudio sobre las tecnologias usadas para la remocion
de colorantes por P. ostratus.

Titulo Remocion de Descripciéon Fuente
materia organica y
decoloracion
Biodegradacion del La decoloracion del En su trabajo ellos Gdémez (2006)

Azul Brillante Remazol

R por un complejo
enzimatico producido
por Pleurotus
ostreatus.

Bio-remediacioén de
aguas residuales
coloreadas de la

industria por hongos de
la podredumbre blanca
P. chrysosporium y P.
ostreatus y sus
enzimas.

azul brillante remazol R

por el extracto
enzimatico fue del
100% a una

concentracién de color
de 0.2 % (V/V) a un pH
de 4.

P. ostreatus es capaz
de decolorar el 40 % y
el 60 % de colorantes
acidos en agua
residual a una
concentracion de 0.10
g/L de colorante.

obtuvieron un extracto
enzimatico y midieron la
actividad enzimatica de la
peroxidada 'y lacasa.
Ademas determinaron la
concentracion optima de
peréxido de hidrégeno y
pH en donde trabajan
mejor las enzimas. En su
estudio la decoloracion
del Azul Brillante Ramazol
R con P. ostreatus fue
monitoreada
espectrofotométricamente
a 592 nm

Evaluaron la capacidad de
decoloracion de P.
ostreatus y P.
chrysosporium en aguas
residuales con colorantes
de la industria. Realizaron

ensayos enzimaticos
donde midieron la
actividad enzimética la
lacasa, manganeso
peroxidasa, lignino
peroxidasa. La

decoloracién fue evaluada
espectrofotométricamente

Faroco et al., (2009)
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Tabla 3: Casos de estudio sobre las tecnologias usadas para la remocion
de colorantes por P. ostratus.

Titulo

Remocién de
materia organica y
decoloracion

Descripciéon

Fuente

Extraccion y aplicacion
de las lacasas de setas

Shimeji (Pleurotus
ostreatus) para la
decoloracion de
residuos de los

colorantes reactivos y
un estudio comparativo
con lacasa comercial
de Asperqgillus oryzae.

Fermentacién fungica
de estado solido de
desechos

agroindustriales para la
decoloracion de aguas
residuales acidas en
un reactor de lecho fijo.

P. ostreatus es capaz
de remover
concentraciones de
240ppm Drimaren Blue
X-3LR y Drimaren Blue
X-BLN en un 96.99 y
68.02 %.

En su ensayo obtuvo
un 50 % de
decoloracion a una
concentracion de color
de 100 mg/L

Este estudio comparé la
accion de una lacasa
comercial con un extracto
enzimatico de P. ostreatus
para la decoloracion de
Drimaren azul X-3LR
(DMBLR), Drimaren azul
X-BLN (DMBBLN),
Drimaren Rubinol X-3LR
(DMR), y Drimaren azul
CR (rbbr).

La remocion del color y la
actividad enzimatica
fueron evaluadas
espectrofotométricamente.

Realizaron un estudio
para la decoloracion de
aguas residuales.
Mediante una
fermentacion en un
reactor de lecho fijo con
P. ostreatus colonizado en
residuos de manzana.

La decoloracién se evalto
por la diferencia del
espectro de absorcion.

Texteira (2010)

Landolo (2011)
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METODOLOGIA

4.1 Sistema experimental

La fase experimental se llevé a cabo de acuerdo con la metodologia descrita en
los incisos 4.2 a 4.9.3 y resumida en la Figura 12. E| sistema experimental
consistié de 4 biofiltros separados uno del otro. De los cuales dos de ellos
fueron empacados Unicamente con turba. Los otros dos fueron empacados con
turba e inoculados con P. ostreatus (Tabla 4). Los biofiltros se evaluaron bajo
dos condiciones diferentes de operacion (dos cargas organicas diferentes). En
la parte inferior del reactor se tiene con una cama de grava fina para evitar que
el medio de soporte obstruya la manguera de efluente. Los modelos fueron a
escala laboratorio y se ilustran en la Figura 8. El sistema experimental
propuesto fue con base en los estudios realizados por Davila (2005).

INFLUENTE

BOMBA PERISTALTICA

Figura 8: Biofiltro.
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El experimento se disend de tal manera que permitid evaluar, el efecto de la
turba inoculada con P. ostreatus y sin esterilizar (reactor 4, R4) y se pudiera
medir el efecto de la esterilizacion (reactor 2, R2). Asi mismo, poder evaluar el
efecto de la esterilizacion del material de empaque (reactor 3, R3),
comparandolo con un reactor sin esterilizar y sin inocular con P. ostreatus
(reactor, R1)

Tabla 4: Caracteristicas del empaque de cada biofiltro.

Reactor Identificacion Caracteristicas del empaque

1 R1 Empacado con turba sin esterilizar.

2 R2 Empacado con turba estéril e inoculado con P. ostreatus

3 R3 Empacado con turba estéril.

4 R4 Empacado con turba sin esterilizar e inoculado con P. ostreatus

4.2 Agua residual a tratar

El agua a tratar provino de una industria productora de hilos, ubicada en el
municipio de Jiutepec, Morelos, México donde utilizan en sus procesos de
tefiido colorantes azo, que son objeto de estudio de este trabajo. Este efluente
presenta una problematica especial con los colorantes ya que, después del
proceso de elaboracion de sus productos, su efluente presenta una
concentracion elevada de DQO (8000 mg/L) y de concentracién de color (566
mg/l). El efluente a tratar provino de una de las tinas de tintura de hilos, el
colorante empleado fue Negro Terasil SRL (Figura 9). En el Anexo 9 se
muestra la formulacion de esta tintura asi como las caracteristicas de cada
compuesto. Debido a las altas concentraciones de este efluente (materia
organica y color) y para cumplir con las cargas de trabajo de esta tesis se
decidio trabajar con los siguientes factores de dilucion (FD) 10 y 37. Ya que al
trabajar con el agua cruda como tal o con una concentracion alta de esta agua
residual, se podria perder la biomasa formada en los biofiltros. Por trabajos
anteriores se sabe que con DQO de 200 mg/L, los biofiltros trabajan muy bien.
Sin embargo en un inicio se probé con DQO mas altas. Al no obtener
resultados satisfactorios, se decidié trabajar con una DQO de 200 mg/L, es
decir el agua cruda se diluyo 37 veces. La caracterizacion de esta agua diluida
se muestra en la Tabla 5.
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Figura 10: Hilos después del proceso de teiido con el colorante negro Terasil SRL.
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Tabla 5: Caracteristicas de los influentes utilizados

Influente 1 Influente 2

Parametro " rp10)  (FD. 37)
DQO (mg/L) 841 217
Color
aparente 2130 233
(Upt/Co)
Color
verdadero 1780 79
(Upt/Co)

Concetracion

de color(mg/L 56.6 135
SDT (g/L) 0.3 0.1
pH 5.2 8.3
Temperatura
. 23.7 23.7
(‘C)
Fosforo total
(mg/L) 8.6 4.5

4.3 Caracterizacion del efluente textil

Para la caracterizacion de este efluente textii se determinaron las
caracteristicas fisicoquimicas en funciéon de los siguientes parametros: pH,
sélidos disueltos totales (SDT), concentracién de color
(espectrofotométricamente), demanda quimica de oxigeno (DQO), nitrégeno
total (N7) y nitrégeno amoniacal (N-NH4) como se muestra en el Anexo 5.

Obtencion de la cepa de Pleurotus ostreatus

La cepa de P.ostreatus se obtuvo del Herbario Micolégico de Morelos (HEMIM)
del centro de investigaciones Biologicas (CIB) de la Universidad Auténoma del
Estado de Morelos.

Siembra, cultivo, y conservacion P. ostreatus

Ya obtenidas las cepas se procedié a la verificacién de la viabilidad del hongo.
Para lo cual, se realizé un aislamiento vegetativo: Se tomd6 un fragmento de
aproximadamente de 2 a 3 mm del cuerpo fructifero y se colocd con la ayuda
de unas pinzas de diseccion en cajas con medio previamente esterilizado (agar
de extracto de malta o agar de dextrosa de papa); se incubd a 25°C por 4 dias
hasta que se observd el micelio. En el periodo de incubacion se midio el
diametro micelial para estimar la tasa de crecimiento (K;), la cual se calculd con
la funcion de crecimiento lineal Y= K; X+C (donde Y es la distancia, X es el
tiempo y C es el factor constante) y se expreso en centimetros por dia (cm/dia)
(Gaitan- Hernandez, 2008). La tasa de crecimiento fue de 1.3109 cm/dia y los
datos completos asi como el grafico se muestra en el Anexo 6.
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Reproduccion masiva de P. ostreatus

Una vez que el micelio cubrié toda la caja se utilizé para su propagacion. En
esta etapa P. ostreatus crecid en medio liquido (Dextrosa de papa). La
metodologia para la reproduccion masiva de P. ostreatus se basa en la
metodologia utilizada por Davila (2005) que consiste en:

Cuadricular con un bisturi el micelio contenido en la caja Petri en porciones de
1 cm?. Estas porciones se colocaron en matraces de 250 mL con caldo fungal
(dextrosa de papa) y se incubaron a 70 rpm a 30 °C por 6 dias en obscuridad
(Anexo 3y 6).

Obtenida la biomasa suficiente de P. ostreatus se inocularon dos reactores.
4.4 Acondicionamiento del material de empaque

Para el acondicionamiento de la turba (turba comercial) se cribd utilizando un
tamiz de tamano de particula de 0.6 cm con el fin de remover impurezas.
Posteriormente la turba sin esterilizar y esterilizada se utilizé en los reactores y
para cada caso particular. Después la turba se humedecid hasta
aproximadamente un 60 % de humedad. Una buena aproximacién para este
contenido de humedad es cuando al exprimir el material con la mano escurren
unas cuantas gotas de agua (Garzon- Zuiiga et al., 2003).

4.5 Biofiltros

Se contd con 4 biofiltros de acrilico con dimensiones de 10 cm de diametro, 60
cm de altura y una capacidad de 4712. 4 cm?.

El disefio del biofiltro se basé en los trabajos realizados por Garzén- Zuhiga
(2003), el cual consiste en una torre donde se encuentra mezclado el medio de
soporte con el micelio lo que abarca un 70 % del bidfiltro. El biofiltro contd en la
parte superior con una entrada del influente. En la parte inferior del biofiltro
contd con una cama de grava fina para evitar que el medio de soporte colmate
la salida del efluente.

Los biofiltros se alimentaron con agua real a una carga organica volumétrica de
(624.7 y posteriormente 161.7 mg/L d), con un tiempo de retencién hidraulico
de 0.85 dias (20.47 hr), el TRH se calcul6 de acuerdo a metodologias dadas
por Garzon-Zufiiga et al., (2003), donde por medio del célculo de los espacios
porosos del medio de soporte se obtiene el TRH.

4.6 Turba estéril inoculada con P.ostreatus.

Se drenod el micelio y se preparé en proporciones adecuadas para el reactor
90% turba y 10% P. ostreatus. El reactor se desinfecté con luz UV. La turba se
esterilizd y posteriormente se humedecidé con agua esterilizada hasta obtener
un 60 % de humedad. Se empaqueto el biofiltro y se inoculé con el micelio
obtenido en el medio liquido, de tal manera que el micelio quedd distribuido en
forma abundante y homogénea en todo el biofiltro (Figura 11).
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4.7 Turba sin esterilizar inoculada con P.ostreatus.

Se drend el micelio y se prepard en proporciones adecuadas para el reactor. La
turba se humedecid con agua esterilizada hasta obtener un 60 % de humedad.
Se empaquetd el biofiltro y se inoculd con el micelio obtenido en el medio
liquido, de tal manera que el micelio quedo distribuido en forma abundante y
homogénea en todo el biofiltro (Figura 11).

4.8 Turba estéril

La turba se esteriliz6 y humedecioé con agua esterilizada hasta obtener un 60 %
de humedad y con ella se empaquetd el biofiltro. El reactor se desinfecté con
luz UV (Figura 11).

4.9 Turba sin esterilizar

La turba se humedecido con agua esterilizada hasta obtener un 60 % de
humedad y con ella se empaquetd el biofiltro (Figura 11).

Figura 11: Biofiltros empacados y operando.

4.9.1 Evaluacion del desempeno de los biofiltros

Para el seguimiento, control y evaluacion del desempefo del sistema
experimental se midieron los siguientes parametros: pH, T, color aparente,
color verdadero, nitrégeno total, nitrgeno amoniacal, fésforo, toxicidad y DQO.
Estos parametros fueron monitoreados con las frecuencias mencionadas en la
Tabla 6 y con los métodos senalados en la Tabla 7.
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Tabla 6: Parametros de medicién, puntos y frecuencia de muestreo

PUNTOS DE MUESTREO

PARAMETRO FRECUENCIA
INFLUENTE EFLUENTE
DQO X X
COLOR APARENTE X X
3 Veces por

COLOR VERDADERO semana X X
CONCENTRACION DE X X
COLOR

NITROGENO TOTAL X X
NITROGENO AMONIACAL Eventual X X
FOSFORO TOTAL X X
TOXICIDAD X X
pH o X X

Diario

TEMPERATURA X X

Tabla 7: Parametros y sus técnicas de analisis

PARAMETRO TECNICA ANALITICA

Método estandar HACH
DQO #8000 (Método de
digestién en reactor)
Método estandar HACH
COLOR #8025 (Método de platino
cobalto)

CONCENTRACION Espectrofotometria HACH

DE COLOR

NITROGENO Método estandar HACH
TOTAL #1007

NITROGENO Método estandar HACH
AMONIACAL #8038 NESSLER

. Método estandar HACH
FOSFORO TOTAL #10127 (Método de
digestion en reactor)

TOXICIDAD Método CAHB6-19 y 21

Medicién directa con

potenciémetro de

acuerdo a la NMX-AA-

008

Medicién directa con

TEMPERATURA termdémetro de acuerdo a
la NMX-AA-007

pH

4.9.2 Evaluacion de actividad enzimatica

La evaluacién de la actividad enzimatica se realizé por separado para la
enzima al final de la operacion del biofiltro. Se tom6 una muestra de cada uno
de los reactores para la evaluacion de la actividad enzimatica de la Lacasa. La
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metodologia para el procesamiento de la muestra y evaluacion de la actividad
enzimatica se menciona en el Anexo 8.

4.9.3 Evaluacion de toxicidad

Para la evaluacion de la toxicidad se realizé un muestreo de efluente e influente
en la etapa final de operacién de los biofiltros. Las muestras se expusieron a
una poblacion de la bacteria Iuminiscente marina (Photobacterium
phosphoreum o Vibrio fisheri). En caso de existir agentes toxicos en las
muestras, las bacterias cambiaran la emisién de su luminosidad, de manera
decreciente al incremento del toxico. Para este analisis se utilizd el equipo
Microtox donde por medio de un sensor se midié el cambio de luminosidad.
Dicho procedimiento se realiz6 de acuerdo al método aprobado por SECOFI
NMX-AA-112-1995.

4.9.4 Comparacion del desempeno de los biofiltros

A los datos obtenidos en influente y efluente de cada biofiltro se les realizé un
analisis de varianza en un programa estadistico (ANOVA) por sus siglas en
inglés (Anexo 11), para conocer las diferencias significativas en los datos
obtenidos y poder hacer comparaciones estadisticamente validas.
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Metodologia

Selecdtn del Obtencion de
efluente la cepa
texdil. P.O.
S Siembra,
Caracten zacion cultivo ¥
del conservacion
efluente texdil dePO.
Reproducdon
masiva e
inoculacion de
PO.en
Biofitros
v v I ¥ v
Mortsje del Montaje del Montaie del Montaje del
binﬁl]’l:l bbil{a biofikro boniro
empamdq con empacado con empacado con &mm can
turba sin turba turb a estéril turba sin
ederilizar estéril inoculado con eserilizar
P.O. inoculado con P Q.
| ] ; | |
Evaluadon
del
desempeno de
los biofitros.
Comparacion
del
desempeno
de los
biofiltros

Figura 12: Metodologia experimental
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los reactores se montaron y se inocularon con P. ostreatus, posteriormente se
dejo transcurrir un periodo de aclimatacion y ajuste de condiciones. Los cuatro
reactores fueron codificados segun el medio de empaque para su manejo como
se muestra en la Tabla 4 de la metodologia.

El periodo del experimento fue de 8 de octubre del 2012 y concluy6 el dia 15 de
Marzo del 2013, con una duracién de 159 dias. La operacion de los reactores
se hizo bajo dos cargas organicas volumétricas distintas. La carga mas alta
(625 mg/L d) fue utilizada del dia 8 al 25 y la carga mas baja (162 mg/L d) se
utilizé del dia 26 al 159.

5.1 Comportamiento de los parametros de campo (pH, Temperatura y
Conductividad eléctrica)

pH

Con relacién a los datos de pH, se presenta graficamente el comportamiento
del influente y el efluente de los cuatro biofiltros (Grafica 1). El pH del influente
utilizado del dia 8 al 25 fue de 5.23, de los dias 26 al 58 fue de 7.16. Su
diferencia radica en que el segundo influente se diluyé cuatro veces mas que el
primero con agua no residual, por lo que tiene un pH neutro. En el dia 59 se
decidid, bajar el pH a 4 ya que de acuerdo con Kwang-Soo et al., (1997) el
rango de pH 6ptimo para la actividad enzimatica de P. ostreatus va de 3 a 4. Se
sabe por datos proporcionados por la empresa donadora del agua residual, que
a este pH el colorante con el que se trabajé tiene mayor solubilidad. También
Davila Solano (2005) en su trabajo menciona obtener mejores resultados de
decoloracién en este rango de pH. Gémez Bertel et al., (2008) en su trabajo
sobre el tratamiento de aguas residuales del curtido de pieles mediante
hongos, menciona que a pHs acidos se favorece la bioadsorcién de metales y
color.
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Grafica 1: Comportamiento del pH en los 4 biofiltros con respecto al influente.

En los dias del 8 al 25 se observé un efecto de neutralidad en los 4 biofiltros. A
partir del dia 26 al 50 se observé un efecto de acidificacion en los efluentes.
Siendo ligeramente mayor en los biofiltros inoculados con P. ostreatus (Grafica
2y 3). Del dia 51 en adelante los efluentes de los cuatro biofiltros tienden a ser
neutros. Esto puede deberse a que la turba actia como un amortiguador, ya

que neutraliza el pH de entrada.

Fue importante monitorear el pH ya que de este depende la actividad
enzimatica de P. ostreatus asi como también influye en la solubilidad del

colorante
g
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Grafica 2: Comportamiento del pH en R1 y R4 con respecto al influente

50



9
8
e ®
LI I SN - T
7 00ge 00 00
» A ] !\.. Y : L) e ] ¢ ¢ e ® C
. “z\ N e an ° ® ” 4
5 = [eta3 ¢ o . - ) oD
5 [ [ ] v
4 . & ('8 1 ' [ | [ | | | |
3
0 20 40 60 80 100 120 140 160
Tiempo, d
W Influente  ® Reactor 2 Reactor 3

Grafica 3: Comportamiento del pH en los R2 y R3 con respecto al influente.
Temperatura

A pesar de que la temperatura no fue un parametro que se controlo este fue
monitoreado. En la Grafica 4 para la temperatura de los cuatro biofiltros, se
observé una disminucién conforme al tiempo de operacién. EI comportamiento
se atribuye a las condiciones ambientales y no al proceso de tratamiento. La
temperatura mas baja registrada fue de 16°C, la mas alta de 27°C y teniendo
una temperatura promedio de 22.5°C.
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Grafica 4: Comportamiento de la Temperatura en los cuatro biofiltros con respecto al
influente

Conductividad eléctrica

La conductividad de una solucién es una medida de su capacidad para
transportar la corriente eléctrica y varia con el tipo y numero de iones que
contiene la solucién. En este sistema se midié la conductividad durante toda la
fase experimental. En la Grafica 5, se observa mayor conductividad eléctrica al
inicié con una carga hidraulica de 624.7 mg/L d. Cuando disminuye la carga a
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161.7 mg/L d también disminuye la conductividad eléctrica. Observandose
valores menores en los reactores (R2 y R4) inoculados con P. ostreatus.
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Grafica 5: Comportamiento de la conductividad en los cuatro biofiltros con respecto al
influente

5.2 Demanda quimica de oxigeno

En cuanto a los resultados de DQO para la primera carga organica volumétrica
(624.7 mg/L d), se observd un decremento en la DQO de salida en todos los
biofiltros. Del dia 26 a 40 (primeros dias con la segunda carga) aumento la
DQO para el R2 y R4. Después del dia 40 se noté disminucion en la DQO para
los efluentes de los cuatro biofiltros (Grafica 6).

Para asegurar si realmente existe un cambio entre los influentes y efluentes de
cada reactor (diferencia estadisticamente significativa), se realizdé un analisis de
varianza donde se comparé el Inf con el efluente R1 (Fq0.05=68.19> Fiz02=3.9),
Inf con el efluente R2 (Fq005=18.153> F4p2=3.9), Inf con el efluente R3
(F0.05=38.1> Fapia=3.9) y Inf con el efluente R4 (Fu0.05=29.> Fiapa=3.9). Al
comparar el influente con los efluentes de cada reactor se obtuvo que si existen
diferencias significativas, es decir todos los tratamientos removieron materia
organica.
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Grafica 6: Comportamiento de la demanda quimica de oxigeno en los cuatro biofiltros
con respecto al influente

En la Grafica 7, donde se comparé R1 y R4 para la primera carga, se observo
que R4 muestra DQO mas alta que R1. Esto debido a que P. ostreatus tiene un
aporte de materia organica al medio, ya sea por desprendimiento de micelio o
por las enzimas excretadas. También para R4 disminuyd la cantidad de micelio.
Por lo cual, se bajé la carga organica a 162 mg/L d. Con esta nueva carga
incrementd la DQO de salida, los primeros dias. Posteriormente mostrd
remociones mas altas que con la primera carga. Los porcentajes de remocion
para la carga de 625 mg/L d y 161.7 mg/L d para estos dos biofiltros son para
R1y R4 se muestran en la Tabla 8. Las remociones obtenidas coincide con lo
reportado por el trabajo de Suyén Rodriguez et al., (2003). En su trabajo sobre
el tratamiento de efluentes industriales mediante P. ostreatus, encontrdé que el
hongo reduce la demanda quimica de oxigeno hasta un 55 %.

Con el cambio de carga organica en el dia 26 y el cambio de pH en el dia 50,
incrementd la remocion de materia organica para R1 (reactor empacado con
turba sin esterilizar) a 56.7 % y para R4 (reactor empacado con turba sin
esterilizar e inoculado con P. ostreatus) a 47.8 % Grafica 7. Esto debido a que
estas condiciones resultaron ser éptimas para los microorganismos en los
biofiltros. Al compararse estadisticamente el tratamiento R1 con el tratamiento
de R4 se obtuvo que si existen diferencias significativas (Fg0.05=5.5 >
Ftabia=3.9).
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Grafica 7: Comportamiento de la demanda quimica de oxigeno en el biofiltro con turba
sin esterilizar (R1) y el biofiltro con turba sin esterilizar inoculado con P. ostretatus
(R4).

La Grafica 8, comparo las remociones de R2 y R3. Para la primera carga, R2
mostré variabilidad en DQO al igual que R3. También en R2, en el dia 25
disminuy6 el micelio. Por lo cual, se bajo la carga organica a 161.7 mg/L d. Con
esta nueva carga incrementé la DQO de salida los primeros dias en R2. Esto
debido a que P. ostreatus tiene un aporte de materia organica al medio, ya sea
por desprendimiento de micelio o por las enzimas excretadas. Los porcentajes
de remocidon se encuentran en la Tabla 8. Mostrando mejores remociones el
biofiltro sin inocular y que pasé por un proceso de esterilizacion (R3).

Para el dia 51 en adelante (cuando se cambi6é el pH a 4), incrementé la
remocion de materia organica. Para R3 a 56.8 % y para R2 a 41.6 % Grafica 8.
La remocion de R2 es muy parecida a la de R4 y a su vez coinciden con
remociones reportadas de trabajos anteriores en los que han utilizado P.
ostreatus. Al compararse estadisticamente el tratamiento de R3 con el
tratamiento de R2 se observd que si existen diferencias significativas
(Fa0.05=4.4 > Ftapia=3.9).
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Grafica 8: Comportamiento de la demanda quimica de oxigeno en el biofiltro con turba
que paso por un proceso de esterilizacion (R3) y el biofiltro con turba estéril inoculado
con P. ostreatus (R2).

Tabla 8: Porcentajes de remocién para DQO

DQO
%R en %R en
625 mg/L | 162 mg/L
d d
R1 53.4 56.7
R2 29.9 41.6
R3 31.6 56.8
R4 421 47.8

También se realizaron comparaciones estadisticas entre el biofiltro R1 y R3
(Fgo_o5=2.2 <Ftabla=3-9)y R2 Yy R4 (Fq0_05=1.6 <Ftabla=3-9)a R1 Yy R2 (qu_05=15.7
>Fiabia=3.9), R3 y R4 (Fq0.05=0.58 <F52=3.9). De tales analisis estadisticos se
obtuvd que solo existen diferencias significativas entre el biofiltro empacado
con turba sin esterilizar (R1) y el biofiltro empacado con turba estéril e
inoculado con P. ostreatus.

De los cuatro biofiltros el que mejor desempefio tuvo fue el biofiltro empacado
con turba (R1) con las dos cargas organicas. A pesar de que los biofiltros R2,
R3 y R4 también removieron materia organica no fueron altas ni constantes.
Esto es debido tal vez para el biofiltro R2 y R4 (inoculados con P. ostreatus) al
aporte enzimatico, ya que las enzimas de P. ostreatus son extracelulares. Es
decir en estos dos sistemas (R2 y R4) hubo un aporte de materia organica alto,
teniendo en algunos dias DQO mas altas a las iniciales, por tanto la remocion
no ocurrié. Este fendbmeno de aumento de DQO fue observado por Garcia
Sanchez, (2007) y Cardoso-Vigueros, (2010) en su trabajo. En el biofiltro R3
(turba podemos observar que en la primera etapa de operacion (625 mg/L),
cuando la turba conservaba esterilidad y el proceso de remocidn solo se debid
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al proceso de adsorcién y absorcidén, debido a que en condiciones iniciales no
habia microorganismos la remocion fue muy baja. Mostrando que el
procedimiento de esterilizacion del material de empaque si tuvo un efecto
negativo. En contra parte podemos observar en el biofiltro R1 (turba sin
esterilizar) que desde un inicio la remocion fue alta con las dos cargas
organicas de trabajo, en este sistema la remocion de materia organica se debio
a la absorcion, adsorciéon de la turba y también a la accidon de los
microorganismos adheridos en los poros de la turba. Los resultados obtenidos
son congruentes con el trabajo sobre el uso de turba para el tratamiento de
aguas residuales de Cuillard, (1994). En el cual, nos indica que la turba es un
excelente medio para la remocion de materia organica hasta un 90 %, metales
pesados y algunos compuestos como fésforo y nitrégeno. Esto debido a la
degradacion microbiana y procesos de sorcion.

5.3 Color aparente, verdadero y concentracién de color

Debido a que el tipo de agua residual a tratar muchas veces tiene un alto
contenido de sdlidos suspendidos y este interfiere en la determinacion del color
real presente, los estudios sobre color, fueron analizados en las modalidades
de aparente, verdadero y concentracién de color. A las muestras se les midio
primero el color aparente, ya que mide el color de la muestra debido a
sustancias en forma disuelta y al proporcionado por sélidos suspendidos.
Posteriormente se midié el color verdadero en la cual se mide solo el color
debido a las sustancias en forma disuelta, para tal parametro la muestra se
filtr6. El color verdadero y aparente se midié por el método platino-cobalto.
También se midié la concentracion de color espectrofotométricamente a la
longitud maxima de absorcion (605 nm). Los resultados de tales pruebas se
muestran en seguida.

5.3.1 Color aparente

En la Grafica 9, para el color aparente se analiz6 el comportamiento de los
datos de los cuatro biofiltros, con las dos cargas organicas de operacion. R2
fue el unico que mostrd variaciones (picos) sobre el color del influente, los
demas estan por debajo del influente. Para asegurar un cambio entre los
influentes y efluentes de cada biofiltro, se realiz6 un analisis de varianza.
Donde se compard el Inf con R1 (Fg05=20.9> Fiap1a=3.9), Inf con R2
(F0.05=6.4> Fiapia=3.9), Inf con R3 (F0.05=9.4> Fiap2=3.9) y Inf con R4 (Fy0.05=7>
Fiabia=3.9). De estos analisis se obtuvo que si existe diferencia significativa
entre los influente y efluentes.
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Grafica 9: Comportamiento del color aparente en los efluentes de todos los biofiltros
con respecto al influente.

Para el R4 (Grafica 10), del dia 30 al 50 mostré una disminucion gradual del
color aparente a diferencia de R1 que se mantiene inestable. Por lo que se
infiere que P. ostreatus tuvo un efecto positivo en la disminucién de color. Del
dia 60 en adelante R1 mejord sus remociones a diferencia de R4. Para
comprobar esta diferencia, se compardé mediante un analisis de varianza los
datos de R1 y R4. Del cual se obtuvo (Fg0.05=3.38<F1a12=3.9) lo que indica que

no existe diferencia estadisticamente
significativa
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Grafica 10: Porcentajes de remocion de R1 y R4.

El biofiltro R2 mostré una disminucién de color aparente pero inestable. En
comparacion R3 mantuvo un comportamiento mas estable (Grafica 11). Para
comprobar diferencias, se compardé mediante un analisis de varianza los datos
de R2 y R3. Del cual se obtuvo (Fu0.05=0.07<Fap2=3.9) mostrando asi que no
existen diferencias estadisticas significativas.
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Grafica 11: Porcentajes de remocién del R2 y R3.
Las remociones del biofiltro R1, R2, R3 y R4 se muestran en la Tabla 9.
Tabla 9: Porcentajes de remocidén para el color aparente.
Color aparente
%R en | %R en
625 | 162
mg/Ld | mg/Ld
R1 | 313 | 389
R2 | 132 | 302
R3 | 195 | 301
R4 | 197 | 274
También se realizaron comparaciones entre el biofiltro R1 y R3
(qu,o5=1 -9<Ftabla=3-10), R2 \ R4 (F00.05=0-009<Ftab|a=3-11), R1 Yy R2

(Fa0.05=2.4<Fapa=3.12), R3 y R4 (F0.05=0.16<F4pa=3.13). De lo cual, para
todas las comparaciones, en ninguna se encontro diferencia significativa.

5.3.2 Color verdadero

En el caso del color verdadero (Grafica 12), donde se presentan los datos de
los cuatro biofiltros respecto al influente. Se observé para la primera carga
(624.7 mg/L d) una disminucién en el color verdadero en todos los biofiltros,
con algunas alzas repentinas. En la segunda carga (161.7 mg/L d) el
comportamiento general del color verdadero en los cuatro biofiltros tiende a
bajar. Para estudiar diferencias entre los tratamientos para el color verdadero
se realizé un analisis de varianza, en el cual se obtuvo lo siguiente: Inf con R1
(Fa0.05=8.5> Fiapia=3.9), Inf con R2 (Fg005=3.905> Fiapa=3.90), Inf con R3
(F00.05=3-5<Ftabla=3-9) Yy Inf con R4 (F00.05=3-7<Ftabla=3-9)- De lo cual, se puede
decir que solo R1 y R2 tienen una diferencia significativa con respecto al
influente, esto quiere decir que el tratamiento con el biofiltro empacado con
turba sin estilizar (R1) y el biofiltro empacado con turba estéril e inoculado con
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P. ostreatus (R2) si funcion6. El biofiltro empacado con turba estéril (R3) y el
biofiltro empacado con turba sin esterilizar e inoculado con P. ostreatus (R4) no
muestran ninguna diferencia respecto al influente, segun el analisis estadistico.
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Grafica 12: Comportamiento del color verdadero en los efluentes de todos los biofiltros
con respecto al influente.

En la Grafica 13 se compard el biofiltro con turba sin esterilizar (R1) y el
reactor inoculado con P. ostreatus y con turba sin esterilizar (R4). En esta
grafica R1 tuvo mejor desempeno que R4, con la primera y segunda carga. Los
porcentajes de remocién para R1 y R4 se muestran en la Tabla 10. De acuerdo
al analisis de varianza no hay diferencias significativas entre R1 y R4
(Fuo_05=0-85<Ftabla=3-9)-
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Grafica 13: Porcentaje de remocion de R1 y R4.

Con la primera y segunda carga organica se observé variabilidad en los datos
obtenidos y el mismo comportamiento en los dos biofiltros (Grafica 14) los
porcentajes de remocion se muestran en la Tabla 10. Con el analisis
estadistico se obtuvo que no existen diferencias significativas entre estos dos
biofiltros (Fa0.05=0-02<Ftabla=3-9)-
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Grafica 14: Comportamiento de la remocién de color aparente en los efluentes de R2
y R3

Tabla 10: Porcentajes de remocidén para el color verdadero

Color verdadero

%R en | %R en
625 162

mg/Ld | mg/L d
R1 24.7 31.8
R2 13.4 28.2
R3 15.4 24.2
R4 16.3 26.2

Ademas de las comparaciones antes mencionadas, se realizaron
comparaciones entre el biofiltro R1 y R3 (Fg0.05=0.96<Fapa=3.10), R2 y R4
(F0.05=0.001<Fi552=3.11), R1 y R2 (F005=0.59<F4,=3.12), R3 y R4
(Fa0.05=0.002<F41,=3.13). Para las cuales, en ninguna se encontré diferencia
significativa.

5.3.3 Concentracion de color

De acuerdo con la mezcla y formulaciéon que conforma el agua de tefido con
“‘Negro Terasil SRL” se realizé un barrido espectrofotométrico para determinar
la longitud de onda de maxima absorcién a la cual leer. De tal estudio se
obtuvo que la longitud de onda éptima a ocupar es 605 nm. Con esta longitud
de onda se realiz6 una curva de calibracién y se adquirié una ecuacion de
primer orden, que se muestra en la Grafica 15. Con la cual, se calcularon las
concentraciones de color en los influentes y efluentes de los biofiltros.
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Grafica 15. Curva de calibracion para el colorante Negro Terasil

Las graficas siguientes muestran el comportamiento de la concentracién de
colorante en el influente como en los efluentes. En la Grafica 16, se observo
que R2, R3 y R4 tienen un comportamiento similar para la primera carga. Sin
embargo R1, sobresale, mostrando concentraciones bajas de colorante en su
efluente. Para la segunda carga (161 mg/L d), R1, R2 y R4 presentaron el
mismo comportamiento, excepto R3, exhibiendo concentraciones de colorante
mas altas en su efluente. De acuerdo al andlisis de varianza entre los influentes
y efluentes de cada biofiltro se obtuvo lo siguiente: Inf con R1 (Fg0.05=21.1>
Fiabia=3.9), Inf con R2 (Fq0.05=12.1> Ftapa=3.9), Inf con R3 (F0.05=9.9> Fiap1a=3.9)
y Inf con R4 (Fq0.05=14.24> Fip2=3.9). Que nos dice que en todos los
tratamientos, existe diferencia significativa respecto el influente.
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Grafica 16: Comportamiento de la concentracion de color en los efluentes de todos los
biofiltros.
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Al comparar R4 y R1. El biofiltro R1 en la primera etapa presento mejores
resultados, ya que la concentracion de colorante en su efluente fue baja. A
diferencia, R4 mostré6 mayores concentraciones de colorante en la Tabla 11 se
muestran los porcentajes de remocion. Esto se observa claramente en la
Grafica 17, con la disminucién de la concentracion de colorante. Con el analisis
de varianza se concluye que no existen diferencias significativas entre el
tratamiento con R1 y R4 (Fy0.05=0.49<F5,2=3.9).
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Grafica 17: Comportamiento de la remocién de color en los efluentes de R1 y R4

En la Grafica 18 para R2 y R3 se observé un comportamiento similar en la
concentracién de color para el tratamiento con la primera carga. Los
porcentajes de remocion de los biofiltros R2 y R3 para las dos cargas se
muestran en la Tabla 11. En la Grafica 18 se notd una disminucién de la
concentracion de colorante en el efluente del R2. Con un analisis de varianza
se obtuvo que no existen diferencias significativas entre estos dos tratamientos
(F0.05=0.22<Fap1a=3.9).
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Grafica 18: Comportamiento de la remocion de color en los efluentes de R2 y R3.
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Tabla 11: Porcentajes de remocién para la concentracién de color.

Concentracion de
color

%R en | %R en
625 162
mg/Ld | mg/L d

R1 24.2 50.1
R2 12.4 45.4
R3 15.2 35
R4 16 46

Aparte de los analisis estadisticos anteriores, se realizaron comparaciones
estadisticas entre el biofiltro R1 y R3 (Fg0.05=2.1<Fa=3.10), R2 y R4
(F00.05=0-092<Ftabla=3-11), R1 Yy R2 (F00.05=0.80<Ftab|a=3.12), R3 Yy R4
(Fa0.05=0.49<Fa0,=3.13). Para las cuales, en ninguna se encontré diferencia
significativa

De los datos estadisticos entre el influente y efluente obtenidos para color
aparente y concentracién de color, se obtuvo que los cuatro biofiltros fueron
capaces de remover color y retener solidos suspendidos. Los datos
estadisticos entre influente y efluente para color verdadero mostraron que solo
el biofiltro R1 y R2 removieron color. Lo cual nos indica que los sistemas de
biofiltracion R3 y R4 a pesar de mostrar disminucion en color aparente y
concentracion de color, estos solo removieron en gran parte solidos
suspendidos y solo R1 y R2 removieron color. De acuerdo a los porcentajes de
remocién el biofiltro empacado solo con turba (R1), fue el que tuvo mejores
porcentajes de remocidn como se observa en las tablas anteriores. El analisis
estadistico entre biofiltros exhibié que no existian diferencias. Por lo que se
infiere que realmente la turba realiza el proceso de remocién y que el inoculo
con P. ostreatus no es necesario. Por tales resultados se obtuvo que el mejor
sistema para remover color es solo con turba sin esterilizar. El biofiltro R1
remueve mayormente color y ademas ahorra tiempo y material ya que no
necesita del inoculo de P. ostreatus. El sistema de remocion de color se llevo a
cabo por los procesos fisicos en la turba y los microrganismos adheridos a ella.
Esto es coherente con trabajos anteriores, como el de Fernandes, (2007) en
que la turba alcanza porcentajes de remocion del colorante azul de metileno
hasta del 90 % a concentraciones de color de 200 mg/L y Davila Solano et al.,
(2003) donde remueve color en porcentajes mayores del 90 % a
concentraciones de 250 mg/L. Concentraciones mas altas que con las que se
trabajé.

5.4 Fosforo

En la caracterizacion del agua residual a tratar se encontré la presencia de
fosforo. A pesar de que esta entre los limites permisibles segun las normas
Mexicanas. Se monitoreo ya que al ser inoculados dos biofiltros con P.
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ostreatus y tener presencia de microorganismos, estos organismos tienen un
aporte de fésforo Bautista et al., (1998). A pesar de no ser parte de los
objetivos de esta tesis se monitoreo para observar si el aporte de fésforo por
los microorganismos y la cepa inoculada es despreciable, si ocurre remocién o
en caso contrario aumenta considerablemente el fosforo.

Para el caso del fésforo se observo (Grafica 19) su disminucién hast