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RESUMEN

La ESPE financio el Proyecto de investigacion ESPE — CEINCI 014
(2010): “Seleccion de hongos eficientes en la biodegradacion de materia
organica y colorantes reactivos, tolerantes a metales, para su uso en
biorremediacion de aguas residuales de la industria textil”. Para cumplir con los
objetivos del proyecto se aisldé previamente a nivel de laboratorio hongos de
muestras de aguas Yy lodos residuales recolectadas en los puntos de salida a
los cuerpos de agua de una industria textil. Estos hongos se utilizaron en la
primera parte de investigacion para la remocion de colorantes. Los mejores

cultivos o consorcios fueron seleccionados.

Se utilizaron cuatro cultivos y un consorcio de hongos aislados a nivel
de laboratorio para evaluar su tolerancia a detergentes y metales pesados. Los
metales pesados a evaluarse fueron: cobre (Cu) a 1 y 10 mg.L™, hierro (Fe) a
10 y 100 mg.L™?, zinc (Zn) a 5y 50 mg.L™, cromo (Cr) a 0.5y 5 mg.L™"; y en
detergentes a 0.5 y 5 mg.L™. La tolerancia se evalué sembrando los hongos en
medios de cultivo Agar Extracto de Malta (AEM) con una alicuota del
contaminante, estos medios de cultivo se incubaron durante 15 dias a 30 Ty
80% de humedad, posteriormente se realiz6 un raspado del hongo para
mediante la técnica de diferencia de peso seco determinar la tolerancia. En
ésta investigacion se estudio la tolerancia de los hongos en base a la cantidad

producida de biomasa.

De esta manera se determiné que los cuatro cultivos y el consorcio de
hongos presentaron tolerancia a metales pesados y detergentes en las dos

concentraciones a los que fueron evaluados.
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Tomando en cuenta este resultado se realizé la segunda parte de la
investigaciéon donde se evaludé la remocién de detergentes con los hongos
mencionados. Se sembraron los hongos en Caldo Potato Dextrosa (PDB) con
la alicuota de detergente, estos medios se incubaron en agitacion a 100 r.p.m.
durante 15 dias a 30 T y 80 % de humedad. El medio PDB con el hongo se
filtr6 al vacio y el sobrenadante se utilizé en el Método de Sustancias Activas al
Azul de Metileno (SAAM) que determind el porcentaje de remocion de los

detergentes.

Se concluyé que los cuatro cultivos y el consorcio de hongos removieron
detergentes, sin embargo dos de ellos presentaron mayor porcentaje de

remocion.
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ABSTRACT

ESPE granted the project ESPE-CEINCI 014 (2010): “Selection of
efficient fungus in the biodegradation of organic material and coloured
reactives, with tolerance to metals, in order to be used in bioremediation of
residual waters in the textile industry”. To reach the objectives of the Project,
previously there were isolated at laboratory level, fungus of textile industry
samples waters and residual muds which were recollected. These fungus were

used in the first part of the investigation to remove colorants.

There were used four isolated fungus and one consortium at laboratory
level to evaluate its tolerance to detergents and heavy metals. Heavy metals
evaluated were copper (Cu) to 1y 10 mg.L™, iron (Fe) to 10 y 100 mg.L™, zinc
(Zn) to 5y 50 mg.L™?, chrome (Cr) to 0.5y 5 mg.L™; and detergents as to 0.5y 5
mg.L™. Tolerance was evaluated through incubating a fungus aliquot in Agar’s
extract of malt crops (AEM). Cultures were incubated for 15 days at 30 C and
80% of humidity. It was made a backup of the fungus to determinate the
tolerance with dry weight method. In this investigation we studied the fungu’s

tolerance based on the amount of biomass (fungi’s mass).

The four isolated cultures and the fungus consortium showed tolerance

to heavy metals and detergents within both concentrations evaluated.
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Based on this results, it was evaluated the removal of detergents in
Potato dextrose broth (PDB), (100 r.p.m., 15 days, 30 € and 80 % of humidity).
Fungus growth obtained was vacuum filtered and the flotating remains were
used to run the blue methylene active method (SAAM) in which it was
determined the removal percentage of detergents. It was concluded all the
fungus removed detergents; however, two of them showed a major of 50

removal percentage.
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ABREVIATURAS

ABS: alquil benceno sulfonatos.

AEM: Agar extracto de malta.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1. ANTECEDENTES

Los Laboratorios de la ESPE desarrollan continuamente proyectos de
investigacion cuyo principal objetivo es proporcionar un servicio a la comunidad
aportando con soluciones alternativas para los problemas actuales de la

sociedad.

El Laboratorio de Microbiologia Ambiental desarrolla, investiga e
implementa técnicas de remocion de detergentes de aguas residuales textiles
empleando microorganismos seleccionados obtenidos a partir de efluentes de
la industria textil y la evaluacion de su tolerancia a metales pesados. El uso de
estas técnicas es una herramienta util para evitar la contaminacién ambiental y

realizar tratamientos de aguas residuales.

Las lineas de investigacion de este laboratorio incluyen la ejecucion de
este proyecto en diferentes concentraciones de los contaminantes a tratar y

aislamiento de cultivos de hongos.

La presencia de surfactantes en aguas residuales constituye un
problema debido a que los detergentes anionicos utilizados no son
biodegradables. Estos detergentes acarrean serios problemas cuando son
vertidos en cuerpos de agua ya que su remocion no es facil y de acuerdo a su
concentracion representa un peligro potencial para la sobrevivencia de peces y
algas aumentando la susceptibilidad de los organismos acuaticos a otros

toxicos presentes en aguas residuales (Castro & Chunga, 1985).



Otro aspecto importante a considerar es la presencia simultanea
(mezcla) de los metales pesados, ya que sus efectos pueden ser tbxicamente
sinérgicos o antagonicos (la toxicidad se reduce al mezclarse). Existe cierta
dificultad para predecir los efectos reales de los contaminantes en el medio. La
causa primaria de la alta toxicidad a nivel quimico es que los metales pesados
poseen una gran capacidad para unirse con moléculas organicas (Realpe,
2009).

La industria textil constituye una importante fuente de ingresos y
empleo para muchos paises, en particular para paises en desarrollo como el
Ecuador (Rodriguez, et al., 1999).

La produccion de aguas residuales no va a parar, por lo tanto, el
propésito del desarrollo de este proyecto es contribuir con la remediacion de
contaminantes en medios acuaticos, la muerte e intoxicacion de seres vivos,
aplicando las técnicas mencionadas anteriormente de forma rapida y precisa
con microorganismos que remueven los contaminantes de estos efluentes. Se
han reportado estudios desde el afio de 1971 para remocion de contaminantes

de aguas residuales textiles.

Diaz, et al., 2002 aislaron siete hongos (5 Aspergillus flavus y 2
Aspergillus fumigatus), que crecieron bien en medio Agar Extracto de Malta con
500 mg.L* de Plomo y Zinc, y a 200 mg.L* de Cobre y Plata, pero no

crecieron en presencia de Cadmio, Arsénico y Mercurio.

De igual manera, Cardenas, et al., 2010; realizaron el aislamiento y
caracterizacion de hongos contaminantes resistentes a metales pesados a

partir de agua de diferentes rios de la Huasteca Potosina. Sembraron alicuotas



de 100 pL en AEM, complementado con 200 mg.L* de diferentes metales
pesados. En este trabajo se aislaron 23 hongos con diferente resistencia a los
metales analizados los cuales fueron Alternaria sp, Penicillium sp, Curvularia
sp, A. niger, Micelio estéril, A. flavus, Cephalosporium sp, Fusarium sp y
Cladosporium sp, lo que coincide con algunos reportes de la literatura
(Mendoza, et al., 1994; Diaz, et al., 2002; Caiiizares-Villanueva, 2000).

Insu Agro, 2008 y AISE, 2009 establecen que la degradacién de
tensoactivos en el suelo, ocurre por degradaciébn microbiana en la que
participan bacterias (Pseudomonas sp, Arthrobacter sp, Bacillus sp, entre otros)
y hongos (Trichoderma sp, Penicillium sp, Aspergillus sp, entre otros).

La presencia de oxigeno es fundamental en una primera etapa, otros
factores que influyen son la presencia de agua y el pH. Ademas con el estudio
determinan que la degradacion bibtica de los tensoactivos en el suelo genera
diéxido de carbono, agua y un incremento en la masa de microorganismos
debido a que utilizan a éste como sustrato. Parte del mecanismo oxidativo se
ve favorecido por la produccion de metabolitos (acidos grasos) por accion de
los microorganismos, generando una especie de emulsificante que facilita el

rompimiento de la cadena etoxilada.

Argumedo-Delira, et al., 2009, realizaron una revision que pretende
compilar toda la informacién actualizada disponible, respecto a la interaccion de
Trichoderma en presencia de contaminantes de origen organico (hidrocarburos
de petrdleo, explosivos y plaguicidas) e inorganico (metales pesados y cianuro)
con el fin de conocer el potencial de este grupo fungico en la biorremediacion

de ambientes contaminados.



Ademas estudios realizados previamente en el laboratorio de
Microbiologia Ambiental-CEINCI aportan informaciéon importante para el
desarrollo de ésta investigacion, dentro de los trabajos que se mencionan, se

encuentran:

» Paladines, C. (2010) Evaluacion de la degradaciéon microbiana de
tensoactivos anionicos a partir de dos consorcios bacterianos, a nivel de

laboratorio.

* Valenzuela, C. (2010) Seleccion de hongos para la remocion de
colorantes reactivos y materia organica, en aguas residuales de la

industria textil.

* Ayala, D. (2010). Obtencion de un in6culo bacteriano, proveniente de
suelos contaminados por agua residual textil, capaz de degradar
colorantes textiles reactivos en condiciones aerobias a escala de

laboratorio.

Adicionalmente, se consideraron otros estudios que seran utilizados

como referencia bibliografica para el presente proyecto:

» Biodegradacion y toxicidad de tensoactivos comerciales, por Lechuga
M., Granada, Espafia, 2005.

e Microbial degradation of anionic detergent in natural water, por

Pornsawan V., Siwilai E. y Suchart U., Tailandia, 1988.

* Microorganismo y metales pesados: una interaccion en beneficio del

medio ambiente, por Diana L. Vullo, Buenos Aires, Argentina, 2003.



* Ma. Del Pilar Diaz, Ma. de Guadalupe Moctezuma e Ismael Acosta.
Aislamiento de hongos resistentes a metales pesados a partir de
desechos mineros y su capacidad de remocién de metales pesados y

flbor en solucién, 2002.

* Vilchez, R.; Eliminacibn de metales pesados en aguas mediante
sistemas de lechos sumergidos: estudio microbiologico en las
biopeliculas, Tesis Doctoral, Universidad de Granada, Granada, Espafia,
2005.

1.2. JUSTIFICACION E IMPORTANCIA DEL PROBLEMA A RES OLVER

Los inicios de la industria textil ecuatoriana se remontan a la época de
la colonia, cuando la lana de oveja era utilizada en los obrajes donde se

fabricaban los tejidos.

Actualmente el sector textil genera varias plazas de empleo directo en
el pais, segun estimaciones hechas por la Asociacion de Industriales Textiles
del Ecuador — AITE, alrededor de 50.000 personas laboran directamente en
empresas textiles, y mas de 200.000 lo hacen indirectamente, siendo asi que
una empresa textil puede llegar a consumir un promedio de 386000 litros por
dia de agua (AITE, 2011).

Este sector industrial genera altas cantidades de aguas residuales, con
contaminantes como metales pesados y detergentes, representando un
promedio de 3655 m®mes, con un minimo de descarga de 25 m®mes y un
maximo de 13420 m®/mes (Da Ros, 1995).



Tomando en cuenta estos datos, es importante tener en cuenta los
riesgos que las aguas residuales y sus contaminantes producen en los seres

vivos y la naturaleza.

La toxicidad de los metales pesados depende, como se ha mencionado
la concentracion, la forma quimica y la persistencia. Un elemento indispensable
para un ser vivo en concentraciones traza puede llegar a ser toxico en
concentraciones elevadas. Por otra parte, la mayoria de metales pesados se
combina con otras formas quimicas, antes de entrar en los organismos o
cuando se encuentra en el interior; por tanto, es importante establecer la forma
quimica en la que se encuentran los elementos y asi determinar la toxicidad
gue presentan. La persistencia se define como el tiempo que tarda un

contaminante en transformarse en una forma no téxica (Realpe, 2009).

Los metales pesados estan considerados como muy peligrosos para
los seres vivos en general, pues poseen toxicidad, en parte debido a su

elevada tendencia a bioacumularse (Cortés, 2008).

Evidencias experimentales han llegado a demostrar que el grado de
importancia biolégica de los iones metalicos pesados con respecto a los
sistemas vivos, de los que algunos son oligoelementos, es segun el patron que
tienen de disponibilidad en la naturaleza. Ademas existe una aparente
correlacion entre la abundancia de los elementos en la corteza terrestre y las

necesidades alimentarias de las células microbianas (Realpe, 2009).

Estos metales en cantidades minimas o traza, pueden ejercer efectos
positivos 0 negativos sobre los seres vivos. Algunos de ellos en determinadas
concentraciones, siempre menos al 0.01% de la masa total del organismo, son
elementos esenciales para la vida y asi el V, Cr, Mo, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn lo
son para el hombre. No obstante pequefias variaciones de sus

6



concentraciones, tanto disminuciones como incrementos, pueden producir
efectos nocivos, a veces graves, cronicos e incluso letales sobre los seres

vivos (Tenorio, 2006).

Iguales efectos nocivos pueden ser causados por los metales trazas no
esenciales que de forma natural o principalmente como consecuencia de la
actividad humana se encuentran, actualmente, en el medio ambiente de forma

accesible (Realpe, 2009).

El grado de toxicidad potencial y la biodisponibilidad que un metal
pesado presenta en un ambiente dado depende de una serie de factores que si
bien estdn muy interrelacionadas, los hemos clasificado en dos grupos:

factores abioticos y bidticos (Realpe, 2009).

El amplio uso que tienen los tensoactivos en la actualidad, ha hecho
que se prestara atencidon a sus consecuencias ambientales, debido al uso
indiscriminado y a la formacion de espuma en las descargas de efluentes;
trayendo como consecuencia la inhibicién del proceso de depuracion natural,
concentracion de las impurezas, disminucion de la absorcién de oxigeno de la

atmosfera y de su disolucion.

La eutrofizacion de los lagos es otro de los grandes problemas a causa
del aumento de la concentracion de fosfatos provenientes de los tensoactivos,
provocando un aumento en el crecimiento de biomasa, déficit de oxigeno en
capas profundas, aparicion de algas, cambio de coloracion verde a marrén,
entre otros (Castro & Chunga, 1987).



La biodegradabilidad es el proceso en el que intervienen organismos
vivos como bacterias, levaduras, hongos, algas o parte de los sistemas de los

microorganismos presentes en el ecosistema (Napoles, 2005).

Un compuesto que es biodegradable, al entrar en contacto con el suelo
o el agua, es utilizado por los organismos como sustrato o fuente de energia, lo
transforman, mineralizan en el mejor de los casos como oxigeno o agua siendo

estos dos productos inocuos para la naturaleza (Meléndez, 2008).

Los productos biodegradables deben tener un enlace que sea
reconocido por los microorganismos para que puedan ser reintegrados en la
naturaleza. En el caso de los detergentes, los primeros recalcitrantes eran
compuestos derivados del petroleo que contaba con una estructura molecular
ramificada, haciendo imposible que un microorganismo lo degrade, provocando

de esta manera la acumulacion en el ambiente.

Posteriormente, aparecen los detergentes fosfatados que si son
biodegradables pero introducen en los sistemas lacustres, rios y suelos gran
cantidad de fosforo provocando la eutrofizacion y la propagacion de plantas y
microalgas ocasionando un cambio en el equilibrio del ecosistema (Meléndez,
2008).

Por los motivos expuestos, en la presente investigacion se evaluara la
remocién de detergentes y tolerancia a metales pesados, siendo de utilidad el
tratamiento con hongos seleccionados en el laboratorio como suplemento de

un integro tratamiento de remediacion ambiental en sus efluentes.



1.3.

1.4.

OBJETIVO GENERAL DEL PROYECTO

Remover detergentes presentes en muestras de aguas residuales
textileras a partir de cinco cultivos de hongos previamente
seleccionados, tolerantes a metales pesados presentes en las aguas

residuales textiles, a nivel de laboratorio.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar y caracterizar los diferentes tipos de detergentes y metales

pesados presentes en las muestras de aguas residuales de textileras.

Determinar la tolerancia a metales pesados de los cinco cultivos de
hongos seleccionados en medios de cultivo que contienen estos metales.
Determinar la tolerancia a detergentes de los cinco cultivos de hongos

seleccionados.

Evaluar la efectividad del proceso de remocion de detergentes
determinando el porcentaje de concentracion de los mismos, mediante

espectrofotometria en cinco cultivos de hongos seleccionados.



1.5. MARCO TEORICO

1.5.1. Industria Textil

La industria textil constituye una importante fuente de ingresos y
empleo para muchos paises, en particular para paises en desarrollo como el
Ecuador (Rodriguez, et al., 1999).

Originalmente, un textil se referia a una tela tejida; pero hoy dia esta
palabra sirve para designar cualquier cosa que se fabrique con fibras o hilazas
(fibras unidas con el hilado) (CGPL, 2008).

La industria textil primaria esta constituida por sectores diferentes
aunque interrelacionados que producen una serie de productos, desde fibras

clasificadas hasta productos para el hogar.

Cada uno de estos productos puede ser elaborado con distintos tipos
de telas y tras un proceso de fabricacion distinto. Uno de los procesos a seguir
es el tefiido de hilo donde los carretes o bobinas de hilado se someten a un
tratamiento con soluciones de sosa caustica y detergentes (descrude) en

maquinas a presion, que eliminan impurezas naturales.

Posteriormente llegan a la unidad de engomado que le da al tejido una
resistencia necesaria. Después de ser hilado y quemado, se desengoma previo
al tefido, para lo que se remueve el agente encolante que puede ser acido o

enzimatico y con enzimas acidas y detergentes alcalinos (CGPL, 2008).
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Durante el proceso de descrude se remueven impurezas naturales
adheridas a las fibras y a la tela para acondicionarla para las etapas de
blanqueo o tintura. Para el tefiido directo se emplean soluciones alcalinas y
detergentes en caliente (CGPL, 2008).

1.5.2. Metales Pesados

El término “metal pesado” suele referirse a metales cuyo peso
especifico es superior a 5 g.cm™, poseen un peso atémico comprendido entre
63.55 (Cu) y 200.59 (Hg), y tienen un numero atébmico por encima de 20
(Codina y Pérez, 1993).

Desde el punto de vista de los seres vivos, hay metales pesados que
son nutrientes esenciales (Fe, Mn, Zn, Cu y Mo), elementos beneficiosos en
ciertas circunstancias (Ni, Cr, V, Ti) y elementos que, por ahora, no se
consideran gue tengan funciones en los seres vivos como Cd, Hg, Pb (Realpe,
2009).

La contaminacion de los rios se produce, bien por la presencia de
compuestos 0 elementos que normalmente no estarian sin la accion del
hombre, o por el aumento de descenso de la concentracion normal de las
sustancias ya existentes debido a la accién humana (Echarri, 2009) como

podemos observar en la Tabla 1.
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Tabla 1. Principales substancias contaminantes del sector industrial

(Echarri, 2009)

Sector Industrial

Substancias Contaminantes Principales

Construccion

Solidos en suspension, metales, pH.

Mineria Sélidos en suspensién, metales, materia

organica, pH, cianuros

Textil y piel Cromo, taninos, tensoactivos, sulfuros,
colorantes, grasas, disolventes organicos,
solidos en suspension y metales.

Automocion Aceites lubricantes, pinturas y aguas
residuales.

Pasta y papel Sélidos en suspension y otros que afectan al

balance de oxigeno.

Fibras quimicas

Aceites minerales y otros que afectan al

balance de oxigeno.

Pinturas, barnices

y tintas

Compuestos 6érgano estdnmicos, compuestos
de Zn, Cr, Se, Mo, Ti, Sn, Ba, Co.

Entre los metales mas téxicos tenemos Sb, As, Cd, Cu, Cr, Hg, Ni, Pb,

Se, Zn.

El aporte de estos metales al ciclo hidrolégico procede de diversas
fuentes, siendo una de ellas de origen litogénico o geoquimico a partir de los
minerales que por causa de erosion, lluvias, entre otros; son arrastradas al

agua. No obstante, actualmente la mayor concentracibn es de origen

antropogenico o debido a la actividad humana (Herbas, et al., 2006).

En la actualidad se estima en mas de un millbn de sustancias

diferentes las que son introducidas en las aguas naturales a través de los
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vertidos antropogénicos. Muchas de ellas no son consideradas toxicas, si bien
pueden alterar las caracteristicas organolépticas del agua, perturbar
severamente el ecosistema y/o ser directamente nocivas para el hombre
(Realpe, 2009).

Al contrario de muchos contaminantes organicos, los metales pesados
generalmente no se eliminan de los ecosistemas acuaticos por procesos
naturales debido a que no son biodegradables. Son muy contaminantes y
sufren un ciclo global eco-biolégico, donde las aguas naturales son el principal
camino. Hoy en dia los metales pesados tienen un gran significado como
indicadores de la calidad ecoldgica de todo flujo de agua debido a su toxicidad

y especialmente al comportamiento bioacumulativo (Herbas, et al., 2006).

Asi mismo, los metales pesados tienen tendencia a formas
asociaciones con sustancias minerales (carbonos, sulfatos) y en mayor grado
con sustancias organicas mediante fendmenos de intercambio quimico, por lo
qgue se acumulan en el ambiente principalmente los sedimentos de rios, lagos y

mares (Realpe, 2009).

Los metales pesados son introducidos en los sistemas acuaticos como

resultado de la accion de procesos naturales y antropogénicos (Tabla 2).
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Tabla 2. Principales origenes antropogénicos de los metales pesados
(Realpe, 2009).

Origen Sb |As |[Cd|[Cu | Cr |Hg | Ni |[Pb|Zn
Baterias eléctricas X | X X | x
Curtidos de pieles X X
Eléctrica y electrénica X | X | X X | x| x
Farmacéuticas X X | x X
Fertilizantes X | x| X X | X | X | x | x
Fotografia X | X X X
Mineria X | X | x| X | x| X | X | x| X
Motores X X X X
Pigmentos, tintes, pinturas | x X X X X X | X
Plasticos X X X X | X
Textiles X X | x X

1.5.3. Biodisponibilidad.

Los metales pesados son toxicos so6lo si se encuentran biodisponibles
para ser captados por los organismos, es decir, los que se encuentran solubles
y los adsorbidos en los sitios de intercambio. Se entiende por biodisponibilidad
a la cantidad de un elemento que puede ser absorbido por un organismo, y
ésta se relaciona con las condiciones fisicoquimicas del ambiente y, por lo
tanto, la concentracion disponible para un organismo (Greger, 2004). Es por
ello que para predecir el efecto de un metal sobre un ecosistema terrestre,
ademas de determinar el grado de contaminacién, es fundamental conocer su
biodisponibilidad (Lloyd y Lovley, 2000).
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1.5.4. Detergentes.

Un detergente esta formado por uno o varios tensoactivos y una serie
de componentes que complementan la accidon de los primeros, tales como
aditivos, coadyuvantes y auxiliares de presentacion. El resultado final es un
producto que ademas de producir una limpieza eficiente, ejerce un efecto de
proteccion sobre las superficies a las cuales se aplica, proporciona al objeto
lavado una serie de caracteristicas deseadas en cuanto color, olor, tacto, entre
otros (Altmajer, 2004).

Los compuestos quimicos que adicionados en pequefias cantidades a
un disolvente, modifican las propiedades superficiales del mismo, promoviendo
actividades (dafinas) como la humectacién, detergencia, emulsificacion,
lubricacion y otros fendmenos de superficie, estan formados por dos grupos
(Aranberri, et al., 2006):

Tensoactivos Hidrofilos: la parte hidrofila de un tensoactivo le

confiere solubilidad. Los principales son:
« Surfactantes anionicos: contenido Na*, K*
» Surfactantes catidnicos: CI', Br

» Surfactantes no idnicos: 6xidos de etileno

Tensoactivos Hidrofébicos: compuestos de estructuras alifaticas

0 aromaticas, saturados o insaturados, de cadenas lineales o
ramificadas. Por razones ecoldgicas y ambientales se deben escoger o

sustituir por productos de cadena lineal (Aranberri, et al., 2006).

Cuando se alcanza una concentracion critica de surfactante, la capa
superficial se rompe en unidades mas pequefas, en agrupaciones de iones

llamadas micelas. Las micelas son particulas en las que la parte hidrofébica de
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la molécula, repelida por el agua, se sitla en el interior mientras que las

cabezas hidrofilicas, cargadas negativamente, se colocan en el exterior de la

micela e interaccionan con las moléculas de agua y los iones positivos del
medio (Katime, et al., 2003).

Los efectos de los detergentes son:

a)

b)

d)

f)

Formacion de espumas: La formacién de espumas tiene lugar con

débiles contenidos de detergentes, formacion mas abundante en
presencia de sales de calcio y mas aun cuando existen proteinas en el
medio. Ademas de los efectos fisicos representan una gran alteracion de
la estética y la posibilidad de vehicular bacterias patégenas y concentrar
virus (hepatitis y polio).

Inhibicién de la oxidacién: Un contenido de 30 mg.L™" de detergentes

inhibe totalmente la actividad de bacterias celuloliticas.

Alteracion de la transferencia y la disolucion del oxigeno: La presencia

de una capa superficial protectora que dificulta la renovacion del oxigeno
disuelto en la interfase aire-agua y, en consecuencia, ralentizan la
autodepuracion de las corrientes de agua.

Perturbacion de la sedimentacion primaria: Parece que los detergentes

obran de distinta manera seguin el grosor de las particulas en
suspension. Se ha demostrado que la presencia de agentes
tensoactivos aumenta la velocidad de caida de las particulas superiores
a 25 micras. También es preciso sefalar que ciertas sales minerales que
forman parte de los detergentes pueden ejercer una posible accion
sobre la sedimentacion.

Disminucion del rendimiento de los procesos de tratamiento biolégico

mas en lodos activados gue en biofiltros: Concentraciones del orden de

30 mg.L™ pueden provocar perturbaciones.

Accion mas o menos marcada sobre la flora nitrificante: Los detergentes

anioénicos del tipo alquil benceno sulfonatos (ABS) y alquil aril sulfonatos

(LAS) a la dosis de 6-12 mg.L™ tienen una accién marcada sobre la flora
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nitrificante, a la dosis de 50-60 mg.L™ provocan una inhibicién total de
estos fermentos. Detergentes aniénicos en dosis de 120 mg.L™ impiden
el desarrollo de algas.

g) Alteracion de la permeabilidad de los suelos: Facilitan la penetracion de

microorganismos en las aguas subterraneas, los detergentes facilitan el
desplazamiento de bacilocoliformes.

h) Alteracién del olor y el sabor de las aguas de consumo publico: Se

necesitan grandes cantidades de detergentes para comunicar olor
desagradable al agua (olor a pescado), del orden de 50 mg.L™. El

umbral del sabor es frecuente situarlo en 40 mg.L™.

i) Posibilidad de ejercer efectos toxicos: EI ABS puede ser consumido en
concentraciones mucho mayores que las presentes en las aguas de
bebida sin producir a largo plazo efectos fisioldégicos. Ratas mantenidas
durante dos afios con 2000, 1000 y 200 mg.L™* en la dieta no han
presentado alteraciones en el crecimiento, cuadro heméatico, peso,

examen microscopico, tejidos, entre otros (Napoles, 2005).

1.5.5. Norma de calidad ambiental y de descarga de efluentes:
Recurso Agua, de acuerdo a TULAS y al Municipio
Metropolitano de Quito.

La legislacion ambiental en el Ecuador establece los limites permisibles
por cuerpo receptor de contaminacion, en donde nomina a los tensioactivos a
una concentraciéon maxima permisible de 0,5 mg.L? y a los metales pesados
como el hierro (Fe) en una concentracién de 10 mg.L™?, cobre (Cu) 1 mg.L™,
zinc (Zn) 5 mg.L™, cromo (Cr) 0,5 mg.L™. Estas concentraciones se aplican
para descargas tanto en alcantarillado como en cauce de agua como se puede
ver en el Anexo Ay B.
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1.5.6. Hongos.

Los hongos son organismos eucariotas tipicos que realizan una
digestion externa de sus alimentos absorbiendo sustancias disueltas. Los
hongos poseen un nucleo que contiene varios cromosomas delimitado por una
membrana nuclear, con nucléolo rico en ARN y organulos citoplasmicos. El
citoplasma se encuentra limitado por la membrana citoplasmica, que es una
doble capa de lipidos que contiene proteinas y esteroles y que controla la
permeabilidad celular y participa en la sintesis de la pared celular. La estructura
de las células de los hongos es muy diferente a las bacterias que son

organismos procariotas (Bial, 2002).

Los hongos constituyen un grupo muy numeroso de organismos que
presentan una amplia distribucibn en la naturaleza, contribuyendo a la
descomposicion de la materia organica. Los hongos presentan basicamente
dos tipos de morfologias: una multicelular denominada filamentosa y otra

unicelular denominada levaduriforme (Bial, 2002).

> Los hongos filamentosos (miceliares o mohos),
representan el crecimiento mas tipico de los hongos microscopicos.
En medios de cultivos sélidos y también sobre cualquier superficie en
la que se desarrollen, por ejemplo frutas u otros alimentos, producen
colonias algodonosas o pulverulentas que son muy caracteristicas. Al
microscopio Optico, los hongos filamentosos presentan unas
estructuras tubulares, formadas por multiples células, que se

denominan hifas.

> Los hongos que presentan crecimiento
levaduriforme  generalmente dan lugar a colonias lisas que

recuerdan a las bacterianas en medios de cultivo solidos (Bial, 2002).
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1.5.6.1. Mecanismo de crecimiento y nutricion de los Hongos.

Los hongos obtienen los nutrientes por absorcion (Silva, 1995) y tienen
un metabolismo quimioheterotrofo, ya que consiguen la energia y el carbono de
compuestos organicos sintetizados por otros organismos. Este hecho
condiciona su modo de vida, ya que en la naturaleza se encuentran asociados
a la materia organica en descomposicion, participando en los ciclos naturales
de reciclado del carbono y otros elementos naturales o como patdégenos
oportunistas de los animales y plantas. Los hongos pueden degradar una gran
cantidad de componentes, para lo que disponen de potentes exoenzimas
(Aristegui, 2002).

En el laboratorio, los hongos crecen facilmente en la mayoria de los
medios de cultivo, necesitando una fuente de carbono organica y iones de

amonio o nitrato como fuentes de nitrogeno (Aristegui, 2002).

Los hongos filamentosos son aerobios y los levaduriformes anaerobios
facultativos. Sus requerimientos de temperatura y de pH son poco exigentes y
la mayoria crecen en un rango de pH de 2 a 9 y a temperaturas entre 10 y 40
C. Los niveles de humedad relativa son necesarios entre 80-95% al inicio,

durante y al final de la etapa de crecimiento (Baek, 2005).

1.5.7. Microorganismos y metales pesados.

Las interacciones metal-microbiota son estudiadas en profundidad en el
contexto de la biotecnologia ambiental, con el objeto de implementar métodos
de remocion, recuperacion o detoxificacion de metales pesados. Dependiendo

del estado de oxidacidbn que se presente un metal y la especie que esté
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conformando, un microorganismo puede realizar dos transformaciones posibles
(Vullo, 2003).

Una corresponderia a la movilizacién del metal, es decir el pasaje de
un estado insoluble inicial (metales asociados a suelos, sulfuros u Oxidos
metalicos, por ejemplo) correspondiente a una fase sdlida, a un estado soluble
final, en fase acuosa. Este proceso se conoce con el nombre de lixiviacion

microbiana.

El otro corresponde a la inmovilizacion del metal, es decir el pasaje de
un estado soluble inicial en fase acuosa a uno insoluble final en fase solida. A
Su vez existen en la naturaleza diferentes mecanismos por los cuales la

inmovilizacion del metal puede llegar a ocurrir (Vullo, 2003).

Dentro de la amplia diversidad de microorganismos presentes en los
suelos, existen microorganismos resistentes y tolerantes a metales pesados.
Comunmente, tolerancia y resistencia son términos utilizados como sinénimos;
sin embargo, es mas adecuado definir como “resistentes” a aquellos grupos de
microorganismos que poseen mecanismos de detoxificacion, que son inducidos
por la presencia de metales toxicos. En cambio, la capacidad de “tolerancia”
esta relacionada con ciertas propiedades bioquimicas y estructurales propias
de los organismos, es decir, propiedades no inducibles como la permeabilidad
de su pared celular, produccién de polisacaridos extracelulares y excreciéon de
metabolitos (Cuahutémoc, 2010). En este trabajo se definié la tolerancia de los
hongos en base al crecimiento de los mismos (produccién de biomasa) en

medios de cultivo con metales pesados y detergentes.

Esta capacidad propia de los organismos ha permitido la recuperacion

de sitios contaminados a traveés de procesos como la biosorcion,
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bioacumulacién, biomineralizacion, biotransformacion y quimiosorcién (Lovley,
2000).

1.5.8. Mecanismos de tolerancia a metales pesados e n hongos.

Cuando un hongo filamentoso entra en contacto con un contaminante como los
metales, se activan algunos mecanismos que le permiten tolerar su presencia.
Estos mecanismos, que inciden directamente sobre la detoxificacion de los
metales, se clasifican en extracelulares e intracelulares. Los mecanismos
extracelulares participan evitando la entrada de los metales al interior de la
célula, mientras que la funcién de los mecanismos intracelulares es reducir la
toxicidad de estos iones en el interior de las células (Bellion et al., 2006; Gadd,
1993).

1.5.9. Remocién de Tensoactivos con hongos.

La biodegradacion es el proceso por el cual los microorganismos
disuelven materiales organicos en fragmentos mas pequefios y simples. Las
bacterias y los hongos son los organismos mas frecuentemente asociados con
la biodegradacién. La materia organica sirve también como “alimento” para los
microorganismos proporcionandoles energia y creando bloques desde los
cuales se producen mas microorganismos. Nos referimos a una sustancia
organica como biodegradable cuando es un buen sustrato de crecimiento y
energia para los microorganismos que comunmente se encuentran en la
naturaleza (AISE, 2009).

Desde hace décadas se han empleado medidas biocorrectoras en
ambientes contaminados, con importante éxito. La aplicacion mas frecuente de
la biorremediacion resalta el uso de microorganismos como biosurfactantes, en

especial bacterias y hongos, para ayudar a la descontaminacién y recuperacion
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de ambientes naturales y para el tratamiento de efluentes industriales o

municipales (Araujo, et al., 2008).

El término ‘biosurfactante’ ha sido ampliamente aplicado a compuestos
de origen bioldgico con la capacidad de disminuir la tensién superficial; muchos
de ellos abarcan un amplio rango de propiedades funcionales como son
emulsificacion, separacion de fases, actividad superficial y reduccion de la
viscosidad de aceites crudos, y han sido aplicados en las industrias agricola,
textil y petroquimica (Araujo, et al., 2008).

La degradacion de los tensoactivos se puede dividir en tres etapas:

+ Degradacion primaria: Se consigue cuando la sustancia quimica

pierde sus propiedades tensoactivos o capacidad de formar

espuma.

<+ Degradacion avanzada: Cuando la molécula del tensoactivo es

transformada sucesivamente en fragmentos cada vez menores.

« Degradacion completa: Cuando la molécula es transformada

totalmente en diéxido de carbono (CO,) y agua (H.O) (Sibila,
2008).

1.6. HIPOTESIS
Hongos aislados a nivel de laboratorio degradan detergentes y

presentan tolerancia a metales pesados presentes en muestras de aguas

residuales textileras.
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CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

2.1. Participantes.

2.1.1. Escuela Politécnica del Ejército.

La Escuela Politécnica del Ejército participd en la realizacién de este
trabajo de investigacion mediante el financiamiento del proyecto “Seleccion de
hongos eficientes en la biodegradacion de materia organica y colorantes
reactivos, tolerantes a metales, para su uso en biorremediacion de aguas
residuales de la industria textil (2010-2011)"; se concedié el uso de los
Laboratorios de Biotecnologia y de Microbiologia con el fin de utilizar los

equipos.

El Centro de Investigaciones Cientificas de la ESPE (CEINCI) es el
lugar donde se realizaron todos los ensayos de tolerancia a metales pesados y

remocién de detergentes con hongos.

2.1.2. Personas.

La participacion de Alma Koch, M.C. como directora del proyecto y la
Dra. Blanca Naranjo como codirectora del proyecto ha permitido el aporte de
valiosas ideas y conocimientos de su parte, la continua revision del avance del
proyecto y su colaboracion incondicional para lograr que ésta tesis se lleve a
cabo. Alma Koch, M.C. ha tenido la predisposicion para facilitar el laboratorio
de Microbiologia del que esté a cargo actualmente con el fin de que el proyecto

avance de acuerdo al cronograma establecido.
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2.2. Zona de estudio.

2.2.1. Laboratorio.

Centro de Investigaciones Cientificas (CEINCI), Laboratorio de
Microbiologia, Escuela Politécnica del Ejército, Ecuador, provincia de

Pichincha, cantdbn Rumifiahui, Sangolqui.

Ubicacién geogréfica: 0°18’ 53", 52°S.

2.2.2. Campo.
Las muestras de agua fueron tomadas del Rio Monjas, en el sector de

San Antonio de Pichincha el que recibe los efluentes de la empresa textil.

Ubicacién geogréfica: Latitud: 0°0'29.43"S / Lon gitud: 78?26'14.93"0

2.3. Periodo de tiempo de investigacion.

Fecha de inicio del trabajo : 2010

Fecha de término del trabajo: 2011

24



2.4. Diseio Experimental.

2.4.1. Disefo para la tolerancia de metales pesados vy detergentes

con hongos.

Se analizé la tolerancia a metales pesados usando un Disefio
Completamente al Azar (DCA) aplicando los tratamientos mencionados en la

Tabla 3.

Tabla 3. Tratamientos aplicados en el proceso de to  lerancia a metales.

Hongos Metales Concentraciones
C7-AL o L )

Cobre 1mg.L"y 10 mg.L
C2-BL _ g ly 9 L

Zinc 5mg.L"y 50 mg.L

C20 - AL _ N N

Hierro 10 mg.L™"y 100 mg.L"
Cl18 -BL 1 1

Cromo 0.5mg.L"y5mg.L’
Cl1-BA

La tolerancia de detergentes se evalu6 con un Disefio Factorial 5x2x3,

con los tratamientos citados en la Tabla 4.

Tabla 4. Tratamientos aplicados en el proceso de to  lerancia a detergentes.

Hongos Concentraciones de Detergentes

C7-AL

C2-BL L
0.5mg.L

C20 - AL L
5mg.L

Cl18-BL

Cl1-BA
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La tolerancia de los hongos seleccionados a nivel de laboratorio fue

evaluado mediante determinaciéon de biomasa.

2.4.2. Disefio para la remocion de detergentes con h  ongos.

Se analiz6 la remocién de detergentes usando un Disefio Factorial de
5x2x3 de acuerdo a los tratamientos propuestos en la Tabla 5. Estos
contaminantes fueron degradados mediante el uso de hongos seleccionados a

nivel de laboratorio.

Tabla 5. Tratamientos aplicados en el proceso de re  mocion de

detergentes.

Hongos Concentraciones de Detergentes
C7-AL
C2-BL

0.5mg.L?
C20 - AL L

5mg.L
C18-BL
Cl1-BA

Cada experimento se realiz6 por triplicado, con dos controles y un
blanco, esto se efectué en condiciones ideales de crecimiento respecto a: pH,

temperatura, humedad y nutrientes.
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2.5. METODOLOGIA.

2.5.1. Disefio de la Investigacion.

Debido al caracter de esta investigacion, el proyecto se desarrolld
utiizando el método experimental, bajo condiciones controladas para la

obtencion de resultados aplicables en su ejecucion.

2.5.2. Métodos.

2.5.2.1. Tolerancia de Hongos seleccionados a metales pesados.

2.5.2.1.1. Relacién estequiométrica y calculos de la cantidad de metal
a afadir en el Agar Extracto de Malta (AEM) a partir de

reactivos obtenidos en el Laboratorio.

El calculo se realiz6 en base a los reactivos que se utilizaron del
laboratorio para cada uno de los metales, elaborando una solucion madre. La
concentracion de los metales se refirid a los valores permitidos de cada metal
en aguas segun el Ministerio del Ambiente — TULAS y el Municipio de Quito
(Anexos Ay B).

2.5.2.1.2. Siembra de las cinco cepas de hongos en medio liquido
Caldo Potato Dextrosa (PDB).

Se sembré una alicuota de 1 mL de cada una de los hongos
previamente aislados en medios liquidos PDB con cloranfenicol,

manteniéndolos en agitacion a 100 rpm e incubacién a 35°C, durante tres dias.
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Posteriormente se los mantuvo en refrigeracion a 4°C por 5 dias (Hatvani &
Mees, 2002).

2.5.2.1.3. Siembra de las cinco cepas de hongos en Agar Extracto de
Malta (AEM).

Se coloco una alicuota del metal de la solucion madre en el centro de
la base de una caja Petri vacia estéril. Sobre ésta gota, se dispenso6 el medio
sélido AEM y se homogenizd. Se sembraron los hongos mediante la técnica de
resistencia en placa (Cardenas et al., 2010). El alicuota de 1 mL, tomada de

cultivos liquidos, fue sembrada en cada caja Petri.

2.5.2.1.4. Crecimiento del cultivo de hongos.

Se incubd las cajas Petri sembradas durante 15 dias a 80% de
humedad y una temperatura de 30°C. Se observo el crecimiento del hongo en
medio AEM en los diferentes tratamientos comparandolos con los controles en
un tiempo de incubacién de 96 h bajo las condiciones establecidas. Para
asegurar el crecimiento de los hongos, se observé su morfologia con ayuda de

un microscopio compuesto (Diaz et al., 2002).

2.5.2.1.5. Cuantificacion de biomasa celular.

La determinacion de biomasa fungica se estimoé por peso seco (Figura
1), usando papel filtro Whatman No.1. La biomasa se retird del cultivo en AEM
y se filtré al vacio (Cuahutémoc, 2010). La biomasa fungica en el filtro se dejo
evaporar al ambiente por 24 h para posteriormente secarlos a 80T por 2 h en

una estufa. A continuacion se colocaron en desecador durante 1 h para
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estabilizar su temperatura y pesarlos. La biomasa se cuantificé por la diferencia
de peso entre el papel filtro sin y con biomasa (Diaz et al., 2002).

Los datos obtenidos por diferencia de peso de cada tratamiento se
utilizaron para realizar el disefio estadistico, evaluando la tolerancia de los
hongos en funcién de la cantidad de biomasa producida.

Biomasy oal
hongo C1-BA

Biomaza del Eapal filtre
hongo Ci-BA

Fapel filtro

Figura 1. Biomasa seca obtenida del Hongo C1-BA.

2.5.2.2. Tolerancia de Hongos seleccionados a detergentes.

2.5.2.2.1. Siembra de los hongos en agar extracto de malta (AEM).

Se coloc6 una alicuota del detergente en el centro de la base de una
caja Petri vacia estéril, sobre la que se dispens6 el medio sélido AEM y se
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homogeniz6. Se sembraron los hongos (alicuota de 1mL) mediante la técnica

de resistencia en placa en cada caja Petri (Cardenas et al., 2010).

2.5.2.2.2. Crecimiento del cultivo de hongos.

Se incubd las cajas Petri sembradas durante 15 dias a 80% de
humedad y una temperatura de 30°C. Se observo el crecimiento del hongo en
medio AEM a las 96 h de incubacién bajo las condiciones establecidas (Diaz et
al., 2002).

2.5.2.2.3. Cuantificacion de biomasa celular.

La determinacion de biomasa fungica se estimo por peso seco, usando
papel filtro Whatman No.1. La biomasa se retiré del cultivo en AEM vy se filtré al
vacio (Cuahutémoc, 2010). La biomasa fungica se dejé evaporar al ambiente
por 24 h y posteriormente se secO a 80C por 2 h en una estufa. Se estabilizo
la temperatura del filtro con la biomasa en un desecador durante 1 h y se peso.
La biomasa se cuantificé por la diferencia de peso entre el papel filtro sin y con
biomasa (Diaz et al., 2002).

Los datos obtenidos de diferencia de peso de cada tratamiento se
utilizaron para realizar el disefio estadistico, evaluando la tolerancia de los

hongos en funcion de la cantidad de biomasa producida.
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2.5.2.3. Hongos eficientes en la remocion de detergentes.

2.5.2.3.1. Siembra de hongos en medio mineral estandarizado con

detergentes.

Los cultivos de hongos seleccionados a nivel de laboratorio fueron
activados en un medio de cultivo PDB (Hatvani & Mees, 2002). Los cultivos se
desarrollaron a una temperatura de 35C y a 150 rpm para el consorcio aerobio
(Jiménez&Benitez, 2005).

2.5.2.3.2. Estandarizacién del método.

La estandarizacion del método para la deteccidon de la concentracion de
surfactantes aniénicos en el medio de cultivo se determindé por el método
“Deteccion de Surfactantes anidnicos como SAAM (sustancias activas para
azul de metileno)’. Este método utiliza varias soluciones especificas

mencionadas en la Tabla 6.

El proceso se basa en la transferencia del azul de metileno a un liquido
organico inmiscible, hasta el equilibrio, lo que ocurre a través de la formacion
de un par ionico entre el anion SAAM y el cation azul de metileno (Standard
Methods, 2005).
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Tabla 6. Soluciones del Método de Sustancias Activa s al Azul de Metileno
(SAAM) (Standard Methods, 2005).

Preparacion de Soluciones

Solucion Lauril Pesar 1g de LAS, disolver en agua destilada
Sulfato de Sodio |y diluir hasta 1000 mL. Mantener en

(LAS) de reserva | refrigeracion.

Disolver 100 mg de azul de metileno en 100
mL de agua destilada. Transferir 30 mL a un
Reactivo azul de | balén de 1000 mL y adicionar 500 mL de
metileno agua destilada, 50 g de Dihidrégeno fosfato
de sodio monohidratado (NaH,PO,) y 41 mL
de Acido Sulfurico (H,SO,) 6N. Agitar hasta
completar la dilucién y diluir hasta 1000 mL.
Adicionar 41 mL de Acido Sulftrico (H,SO,)
6N a 500 mL de agua destilada en un balén
Solucién de de 1000 mL. Adicionar 50 g de Dihidrégeno
lavado fosfato de sodio monohidratado (NaH;PO,),

agitar hasta completar la disolucion y diluir a
1000 mL.

2.5.2.3.3. Elaboracion de la curva de calibracion.

Para determinar la degradacion de detergentes se elaboraron curvas
de medicion de surfactantes a partir de espectrofotometria. A partir de la curva
de referencia para la medicion de tensoactivo se realizo la cuantificacion de las
concentraciones del mismo a partir del disefio experimental establecido
(Standard Methods, 2005).
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2.5.2.3.4. Cuantificacion de la degradacion de detergentes.

Para detectar la cantidad de detergente que ha sido degradado se
utilizé el método SAAM estandarizado y posteriormente se analiz6 la muestra
extraida por espectrofotometria a una longitud de onda de 652 nm (Standard
Methods, 2005).

2.5.2.3.5. Filtracion al vacio.

Se filtraron al vacio usando papel filtro Whatman No.1 los medios de
cultivo PDB con los hongos después de los 15 dias de incubacion.

2.5.2.3.6. Método de SAAM (Standard Methods, 2005).

Del sobrenadante obtenido se tomé una alicuota de 1mL y se diluyo en
100 mL con agua destilada. Se colocé en embudos de separacion donde se
adicionaron 10 mL de cloroformo y 25 mL de solucién de azul de metilo; se
agité lentamente (para evitar la formacion de una emulsion) durante 1 minuto y

se lo dejo reposar hasta que las dos fases se separaron (Figura 2).

Figura 2. Diferencia entre fase acuosa y fase organ ica.
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Se separo la fase organica en un recipiente completamente limpio de la
fase acuosa. Este proceso se lo repitio dos veces mas con el fin de obtener la
formacién del par i6nico entre el azul de metileno y el tensioactivo (Lauril
sulfato de sodio). ElI fundamento se basa en la transferencia del azul de
metileno (Figura 3), un tinte catidnico, de una solucién acuosa a un liquido

organico inmiscible, hasta el equilibrio (Standard Methods, 2005).

O ST, ok [ o]

NME),
AS VB ASVB
Figura 3. Formacion del par iénico: tensioactivoa  nionico (AS) - azul de
metileno (MB), Lechuga, 2005.

La fase organica obtenida se colocé en un nuevo embudo de
separacion limpio y se vertio 50 mL de solucion de lavado, que elimina el
exceso de azul de metileno. Se agitd vigorosamente durante 1 minuto
(Standard Methods, 2005).

Se separ6 nuevamente la fase acuosa y se colocé en tubos de ensayo
de vidrio la fase organica, analizandose espectrofotométricamente a 652 nm
(Standard Methods, 2005). La intensidad del color azul resultante en la fase
organica es una medida de la concentracion de tensioactivo presente que
muestran actividad al azul de metileno (Ugarte, 2009). A partir del analisis
espectrofotométrico de ésta fase organica se obtendra los datos para

determinar la remocion de detergentes.
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2.5.2.3.6.1. Protocolo de limpieza.

Para eliminar cualquier tipo de interferencia que pueda ocasionar
errores en la investigacion, todo el material de vidrio utilizado se sometié a un

protocolo de limpieza que consistié en:

. Limpiar el material de vidrio con una solucion sulfocromica.

. Enjuagar el material con agua corriente.

. Finalmente enjuagar el material dos veces con agua
destilada y secar (Standard Methods, 2005).
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CAPITULO 3: RESULTADOS

3.1. Tolerancia de Hongos seleccionados a metales pesados.

3.1.1. Cultivo y crecimiento de hongos en medio sélido AEM

Los hongos presentaron tolerancia a metales como: cobre, hierro, zinc
y cromo, a las dos concentraciones a las que fueron sometidos (Tabla 9),

como se puede ver en las Figuras 4-8.

El crecimiento del hongo C7-AL (Figura 4) no fue uniforme formando
una especie de tela encima del medio de cultivo y present6 diferentes colores.

: : Agar extracto
Caja petri |0 de malta

Hongo C7-AlL

Figura 4. Tolerancia a metales del hongo C7- AL.
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El crecimiento del hongo C2-BL (Figura 5) no fue uniforme. En todos

los tratamientos se formd una porcién algodonosa de diferentes colores y en

ciertas partes de la caja se pudieron observar acumulaciones de estas.

Caja petri

1go

Agar extracto
de malta

Hongo C2-BL

Figura 5. Tolerancia a metales del hongo C2- BL.

El crecimiento del hongo C1-BA (Figura 6) fue uniforme, todas las cajas

presentaron crecimiento masivo de hongo de diferentes colores, sin embargo

en todos los tratamientos se observaron acumulaciones algodonosas blancas.
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aja petri Hongo to de malta

Hongo Cl-BA

Figura 6. Tolerancia a metales del hongo C1- BA.

El crecimiento del hongo C18-BL (Figura 7) no fue uniforme, la
caracteristica de este hongo fue su crecimiento en forma de algodén sobre el
medio manteniendo constantemente el color blanco en todos los tratamientos.

: : r extracto de
Caja petri Hongo malta

Hongo C18-BL

Figura 7. Tolerancia a metales del hongo C18 -BL.
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El crecimiento del hongo C20-AL (Figura 8) no fue uniforme, todas las
cajas presentaron crecimiento de diferentes colores, en la mayoria se observo
acumulaciones algodonosa de colores distintos al del hongo en el resto de la
caja.

Agar
_ - extracto de
Caja petri longo malta

Hongo C20-AL

Figura 8. Tolerancia a metales del hongo C20 -AL.

3.1.2. Evaluacion de la tolerancia a metales con hongos.

En el programa SPSS15 se realizd el analisis estadistico para los
diferentes tratamientos.

A partir de los datos obtenidos en los ensayos realizados, se calculo el
ANOVA. Dentro de las tablas de ANOVA se tuvieron en cuenta las
interacciones entre los tres factores en estudio: hongos, metales y

concentraciones.
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3.1.2.1. Diseiio Completamente al Azar utilizando como variable
dependiente el peso seco de hongos segin la tolerancia a

metales - cromo (Cr).

Para los datos agrupados en la interaccion hongo por concentracion de
cromo, se obtuvo un valor de significancia menor a 0,05, que significa que al
menos un tratamiento de los aplicados fue diferente, como se observa en la
Tabla 7.

Tabla 7. ANOVA para el experimento tolerancia de me tales cromo con

Hongos.
Suma de Media
Fuente cuadrados Gl - F Sig.
. cuadratica
tipo Il
Modelo
: 0,013 9 0,001 5,361 | 0,001
corregido
Interseccion 0,116 1 0,116 432,770 | 0,000
Hongo 0,001 4 0,000 1,084 | 0,391
[Cr] 0,002 1 0,002 8,001 | 0,010
Hongo * [Cr] 0,010 4 0,002 8,979 | 0,000
Error 0,005 20 0,000
Total 0,135 30
Total corregida 0,018 29

En la prueba de Duncan al 5% de confianza, para el factor hongo
segun las concentraciones de cromo en la Tabla 8, el subconjunto 1 muestra la
media de 0,10267 para el mejor tratamiento del hongo C7-AL a una

concentracién de 5 mg.L™ de cromo.
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Tabla 8. Prueba de Duncan para similitud de medias  del factor Hongo

segun la concentracion de cromo.

Subconjunto para alfa = 0,05
Tratamiento N 2 3 1
Duncan(a) C7-AL C1 3 0,01500
Cl-BAC2 3 0,05200
Cl-BAC1 3 0,05333
C20-AL C2 3 0,05833
C2-BL C1 3 0,06300
C2-BL C2 3 0,06600
C18-BL C1 3 0,06800
C20-AL C1 3 0,06967
C18-BL C2 3 0,07467
C7-AL C2 3 0,10267
Sig. 1,0000 0,1550 1,0000

Los resultados obtenidos se pueden observar graficamente en la Figura 9.

3.1.2.2. Diseiio completamente al Azar utilizando como variable
dependiente el peso seco de hongos segin la tolerancia a

metales - cobre (Cu).

Los datos para la interaccion hongo por concentracion de cobre
muestran de igual forma que el anterior metal, una significancia menor a 0,05,

indicando que al menos un tratamiento es diferente (Tabla 9).
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Tabla 9. ANOVA para el experimento tolerancia de me tales cobre con

Hongos.
Suma de Media
Fuente cuadrados Gl i F Sig.
: cuadratica
tipo Il
Modelo 0,005 9 0,001 2,735 | 0,029
corregido
Interseccién 0,105 1 0,105 550,778 | 0,000
Hongo 0,001 4 0,000 1,020 0,421
[Cu] 7,05E-005 1 7,05E-005 0,371 0,549
Hongo * [Cu] 0,004 4 0,001 5,041 0,006
Error 0,004 20 0,000
Total 0,113 30
Total corregida 0,008 29

En la prueba de Duncan al 5% de confianza, el subconjunto 1 de la
Tabla 10, muestra como el mejor tratamiento al consorcio C20-AL a una
concentracién de 1 mg.L™ con una media de 0,07400 y propone una similitud
estadistica en la produccion de biomasa para los cultivos C18-BL y C7-AL a
una concentracién de 10 mg.L™. Los resultados obtenidos se pueden observar

graficamente en la Figura 9.

Tabla 10. Prueba de Duncan para similitud de medias  del factor Hongo

segun la concentracion de cobre.

Subconjunto para alfa = 0,05
Tratamiento N 2
3 1
Duncan(a) C20-AL C2 3 0,03633
C7-AL C1 3 0,04100 0,04100

Cl-BAC1 3 0,04867 0,04867 0,04867
Cl1-BAC2 3 0,05900 0,05900 | 0,05900
C2-BL C1 3 0,06033 0,06033 | 0,06033
C2-BL C2 3 0,06333 | 0,06333
C18-BL C1 3 0,06367 0,06367
C18-BL C2 3 0,07167
C7-AL C2 3 0,07267
C20-AL C1 3 0,07400
Sig. 0,06800 0,08800 | 0,06300
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3.1.2.3. Diseiio completamente al Azar utilizando como variable
dependiente el peso seco de hongos segin la tolerancia a

metales - zinc (Zn).

Para los datos agrupados en la interaccion hongo por concentracion de
zinc muestran un valor de significancia 0,688>0,05 sugiriendo que,
independientemente del hongo y las concentraciones del metal, todos los

tratamientos presentan igual crecimiento de biomasa (Tabla 11).

Tabla 11. ANOVA para el experimento tolerancia de m  etales zinc con

Hongos.
Suma de Media ,
Fuente cuadrados tipo lll Gl cuadratica F Sig.
Modelo corregido 0,005 9 0,001 1,113 0,398
Interseccion 0,153 1 0,153 292,190 | 0,000
Hongo 0,004 4 0,001 1,932 0,144
[Zn] 2,70E-006 1 | 2,70E-006 | 0,005 0,943
Hongo * [Zn] 0,001 4 0,000 0,570 0,688
Error 0,010 20 0,001
Total 0,168 30
Total corregida 0,016 29

En la prueba de Duncan al 5% de confianza, el subconjunto 1 en la
Tabla 12 muestra el hongo C7-AL como el mejor tratamiento a una
concentracion de 5 mg.L™* con una media de 0,10067 y a el cultivo C2-BL a una
concentracion de 10 mg.L™ en el subconjunto 2 con una media de 0,08300. Los

resultados obtenidos se observan graficamente en la Figura 9.
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Tabla 12. Prueba de Duncan para similitud de medias  del factor Hongo

segun la concentracion de zinc.

N Subconjunto para alfa = 0,05
Tratamiento 1 2 1
Duncan(a) Cl-BAC1 3 0,05533
C1-BAC2 3 0,05533
C20-AL C1 3 0,05900 0,05900
C20-AL C2 3 0,06667 0,06667
C2-BL C1 3 0,06933 0,06933
C18-BL C1 3 0,07100 0,07100
C18-BL C2 3 0,07567 0,07567
C7-AL C2 3 0,07767 0,07767
C2-BL C2 3 0,08300 0,08300
C7-AL C1 3 0,10067
Sig. 0,21200 0,06500

3.1.2.4. Disefio completamente al Azar utilizando como variable
dependiente el peso seco de hongos segiun la tolerancia a

metales - hierro (Fe).

Para los datos agrupados en la interaccion hongo por concentracion
de hierro, se obtuvo un resultado similar que en el anterior metal, con un valor
de significancia 0,789>0,05 por lo tanto todos los tratamientos presentan igual
crecimiento de biomasa (Tabla 13).

44



Tabla 13. ANOVA para el experimento tolerancia de m etales hierro con

Hongos.
Suma de Media
Fuente cuadrados Gl - F Sig.
. cuadrética
tipo Il
Madelo 0,013 9 0001 4218 | 0,004
corregido
Interseccion 0,154 1 0,154 449,738 | 0,000
Hongo 0,003 4 0,001 2,157 0,111
[Fe] 0,009 1 0,009 27,639 | 0,000
Hongo * [Fe] 0,001 4 0,000 0,425 0,789
Error 0,007 20 0,000
Total 0,173 30
Total corregida 0,020 29

En la prueba de Duncan al 5% de confianza, el subconjunto 1 en la
Tabla 14 muestra el mejor tratamiento para el consorcio C20-AL a una

concentracion de 100 mg.L™ con una media de 0,10533.

Tabla 14. Prueba de Duncan para similitud de media s del factor Hongo

segun la concentracion de hierro.

' Subconjunto para alfa = 0,05
Tratamiento | N 2 3 4 1

Duncan(a) | C18-BLC1 | 3 | 0,04200

C7-AL C1 3 | 0,04567

C20-ALC1 | 3 | 0,05333 | 0,05333

Cl1-BAC1 | 3 | 0,05767 | 0,05767 | 0,05767

C2-BLC1 3 | 0,07033 | 0,07033 | 0,07033 | 0,07033

ci8-BLC2 | 3 | 0,07200 | 0,07200 | 0,07200 | 0,07200

C7-AL C2 3 0,08133 | 0,08133 | 0,08133

Cl1-BAC2 | 3 0,09067 | 0,09067

C2-BL C2 3 0,09700

C20-ALC2 | 3 0,10533

Sig. 0,0920 | 0,1100 | 0,0620 | 0,0510

Los resultados obtenidos se observan graficamente en la Figura 9.
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Los graficos de medias marginales a continuacion muestran los

mejores tratamientos en cada interaccion hongo-metal con un circulo de color

rojo, Figura a: hongo C7-AL, Figura b: hongo C20-AL, Figura c: hongo C7-AL,

Figura d: hongo C20-AL.
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3.2. Tolerancia de los hongos a detergentes.

3.2.1. Cultivo y crecimiento de hongos en medio sélido AEM

Los hongos presentaron tolerancia a detergentes en concentraciones
de 0,5y 5 mg.L™ (Figura 10 — 14).

El crecimiento del hongo C18-BL (Figura 10) fue uniforme en cada
tratamiento en forma de algodén sobre el medio manteniendo constantemente

el color blanco.

ja petri

Hongo C1E-BL

Figura 10. Crecimiento del hongo C18 -BL tolerante a detergentes.

El crecimiento del hongo C1-BA (Figura 11) fue uniforme en todas las
cajas, el hongo formé acumulaciones de algodon sobre el medio de color
blanco.
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Caja petri

Hongo

Hongo CI-BA

\ar extracto de
malta

Figura 11. Crecimiento del hongo C1 -BA tolerante a detergentes.

El crecimiento del hongo C2-BL (Figura 12) no fue uniforme, en el
tratamiento de 0,5 mg.L™ todas las cajas presentaron acumulaciones de

algodén de color morado, mientras que en el tratamiento de 5 mg.L™ formé una

tela transparente y de color morado sobre el medio.

Hongo

ja petri

le

Lmapl*

Hongo C2-BL

Figura 12. Crecimiento del hongo C2-BL tolerante a detergentes .
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El crecpimiento del hongo C7-AL (Figura 13) no fue uniforme, en el
tratamiento de 0,5 mg.L™ todas las cajas presentaron una tela de color morado
oscuro sobre el medio, mientras que en el tratamiento de 5 mg.L™ formé una

tela transparente y de color rojizo oscuro.

Hongo tracto de
'y alta

Caja petri

1 i B

Homgo CT-AL

Figura 13. Crecimiento del hongo C7 -AL, tolerante a detergentes.

El crecimiento del hongo C20-AL (Figura 14) fue uniforme, todas las
cajas presentaron crecimiento masivo de hongo de color morado claro con
acumulaciones algodonosas de color blanco sobre el medio.
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Hongo to de

Caja petri

WERL'
Hongo C20-AL

Figura 14. Crecimiento de | hongo C20-AL tolerante a detergentes.

3.2.2. Evaluacion de la tolerancia a detergentes con hongos.

En el programa SPSS15 se realizd el analisis estadistico para los
diferentes tratamientos, se calculd6 el ANOVA para las interacciones entre los
tres factores en estudio: hongos, detergentes y concentraciones.

3.2.2.1. Diseiio Completamente al Azar utilizando como variable
dependiente el crecimiento promedio de hongos segin la

tolerancia a detergentes.

Para los datos agrupados en la interaccién hongo por concentracion de
detergente, el valor de significancia es de 0,548>0,05 lo que muestra que,
independientemente del hongo y las concentraciones de detergente, todos los
tratamientos presentan igual crecimiento promedio de hongos (Tabla 15).
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Tabla 15. ANOVA para el experimento tolerancia de d etergentes con

Hongos.
Suma de :
Fuente cuadrado | gl Meqllg F Sig.
. cuadratica
s tipo Il
Modelo 0,016(a) | 9 | 0,002 3,898 | 0,005
corregido
Interseccion 0,393 1 0,393 864,792 0,000
[Detergentes] 0,001 1 0,001 2,245 0,150
Hongo 0,014 4 0,003 7,424 0,001
[Detergentes] 0001 | 4 | 0,000 0786 | 0,548
Hongo
Total 0,418 30
Total corregida 0,025 29

En la prueba de Duncan al 5% de confianza, el subconjunto 1 en la
Tabla 16 muestra al cultivo C18-BL como el mejor tratamiento con una media
de 0,15033.

Tabla 16. Prueba de Duncan para similitud de media s del factor Hongo

segun la concentracion de detergentes.

Subconjunto para alfa =
, N 0.05
Tratamiento
2 3 1
Duncan(a) C7AL 6 | 0,08650
C2BL 6 | 0,10533 | 0,10533
C20AL 6 | 0,10817 | 0,10817
C1BA 6 0,12217
C18BL 6 0,15033
Sig. 0,110 0,210 1,000

De acuerdo al gréafico de perfil (Figura 15) y la prueba de Duncan se
obtuvo mayor cantidad de biomasa para el cultivo C18-BL en las dos
concentraciones evaluadas, el resto de cultivos presenta una media marginal

de biomasa estadisticamente mayor en la concentracién de 5 mg.L™.
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3.2.3. Remocion de detergentes por hongos  seleccionados.

3.2.3.1. Estandarizacion de método SAAM para determinacion de

tensioactivos anionicos.

Para la estandarizacion del método se realizaron curvas de calibracion
de las cuales se escogi6 las curvas que presentaban un R?> mayor a 0.995, se
obtuvo un R? promedio de 0.996 y una ecuacién de la recta de y = -0,116x> +
1,190x - 0,012 para determinar la concentracién de tensioactivo degradado por
los cultivos de hongos. En la Figura 16 se indica la curva promedio de

calibracién obtenida.

Curva de Calibracion v=-01162¢" +1,1904x - 0,0122

R%=0,9964
3,5
3
2,5
Absorbancia 2
{652 nm)
1,5 =g Absorbancia

1
0,5

0 T T T T T 1

0 1 2 3 4 5 6

Concentracion mg.L-1

Figura 16. Curva promedio de calibracién para la determinacion de la
concentracion de tensioactivo degradada por los hon gos seleccionados.
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3.2.3.2. Remocién del detergente (tensioactivo aniénico).

Los hongos removieron las concentraciones de detergentes: 0,5y 5
mg.L™? a las que fueron sometidos durante 15 dias de incubacién como se
puede ver en la Figura 17.

Figura 17. Ensayo de remocion de detergentes con cinco cultivos de
hongos.

3.2.3.3. Evaluacioén de la remocién de detergentes con hongos.

En el programa SPSS15 se realizd el analisis estadistico para los
diferentes tratamientos. A partir de los datos obtenidos en los ensayos
realizados, se calculé el ANOVA.
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3.2.3.3.1. Analisis de varianza para los datos obtenidos en la
evaluacion de remocién de detergentes a partir de una

concentracion de 0,5 mg.L™.

Para los datos agrupados en la variante hongo se muestra un valor de
significancia menor a 0,05, que significa que la remocion de detergentes es

heterogéneo, como se observa en la Tabla 17.

Tabla 17. ANOVA para el experimento remocion de det  ergentes con

Hongos a partir de 0,5 mg.L ™.

Suma de
cuadrados Media
Fuente tipo 111 gl cuadratica F Sig.
Modelo corregido 0,020(a) 4 0,005 10,664 | 0,001
Interseccion 0,270 1 0,270 563,798 | 0,000
Hongo 0,020 4 0,005 10,664 | 0,001
Error 0,005 10 0,000
Total 0,295 15
Total corregida 0,025 14

En la prueba de Duncan al 5% de confianza, en relacion a la similitud
de medias para el factor hongo segun la remocion de detergente, se obtuvieron
tres subconjuntos diferentes (Tabla 18). El subconjunto 2 muestra el mejor

tratamiento.
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Tabla 18. Prueba de Duncan para similitud de medias del fa

segun la remocion de detergentes.

ctor Hongo

Subconjunto para alfa =
0.05
Hongo N 2 3 1
Duncan(a)

C18-BL 3 0,07200

C20-AL 3 0,11400
C7-AL 3 0,15267 | 0,15267
C1-BA 3 0,15633
C2-BL 3 0,17533

Sig. 1,000 0,056 0,253

En los graficos de perfil (Figura 18) se indica la remocién de

detergentes segun las absorbancias obtenidas, se obtuvo una mayor remocién

de detergente con el hongo C18-BL, que presenta una absorbancia de 0,072.
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3.2.3.3.2. Analisis de varianza para los datos obtenidos en la
evaluacion de remocién de detergentes a partir de una

concentracion de 5 mg.L™.

Para los datos agrupados en la variante hongo se muestra un valor de
significancia menor a 0,05, que significa que la remocion de detergentes es
heterogéneo en al menos uno de los tratamientos aplicados como se observa
en la Tabla 19.

Tabla 19. ANOVA para el experimento remocion de det  ergentes con

Hongos a partir de 5 mg.L ™.

Suma de
cuadrados Media
Fuente tipo 11l Gl | cuadratica F Sig.
Modelo corregido 0,095 4 0,024 16,715 | 0,000
Interseccion 2,771 1 2,771 1956,773 | 0,000
Hongo 0,095 4 0,024 16,715 | 0,000
Error 0,014 10 0,001
Total 2,880 15
Total corregida 0,109 14

En la prueba de Duncan al 5% de confianza, en relacién a la similitud
de medias para el factor hongo segun la remocion de detergente, se obtuvieron
tres subconjuntos diferentes (Tabla 20). Los tres mejores tratamientos se

encuentran agrupados en el subconjunto 2.
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Tabla 20. Prueba de Duncan para similitud de medias del fa  ctor Hongo

segun la remocion de detergentes.

Subconjunto para alfa =
0.05

Hongo N 2 3 1
Duncan(a) C20-AL 3 10,34567

C18-BL 3 |0,37267

C7-AL 3 10,40533 | 0,40533

C1l-VA 3 0,45400

C2-BL 3 0,57133

Sig. 0,093 0,144 1,000

En los graficos de perfil (Figura 19) se indica la remocién de
detergentes segun las absorbancias obtenidas, se obtuvo una mayor remocion
de detergente con los hongos C20-AL, C18-BL y C7-AL.
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Figura 19. R emocion de detergentes con Hongos a5 mg.L ™.

Los resultados obtenidos anteriormente se pueden observar
cualitativamente segun el método de SAAM, en la Figura 20 y 21. En cada
figura se especifica con los literales: a) el medio de cultivo de cada hongo

(sobrenadante de la filtracion al vacio) y b) la remocion del detergente con
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hongos de acuerdo a la coloracion azul obtenida (fase orgénica con la
formacidén del par idnico entre el azul de metileno y el detergente).

A

Figura 20. Medicion de la concentracién de 0,5 mg.L ™ de tensioactivo
aniénico después de su remocion por los cultivos de hongos: (A) C2 -BL,
(B) C20-AL, (C) C18-BL, (D) C1-BA, (E) C7- AL.

Figura 21. Medicion de la concentracién  de 5 mg.L * de tensioactivo
aniénico después de su remocion por los cultivos de hongos: (A) C2 -BL,
(B) C20-AL, (C) C18-BL, (D) C1-BA, (E) C7- AL.
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CAPITULO 4: DISCUSION

4.1. Concentraciones de metales pesados y detergent  es elegidas para el
estudio.

Las industrias textiles del Ecuador generan millones de litros de aguas
residuales al afio (Rodriguez et al., 1999), que contienen productos quimicos
toxicos en concentraciones elevadas o dentro de los rangos permitidos por las
leyes del pais como podemos ver en el Anexo C, donde se muestra el analisis
de aguas residuales que genera normalmente en su produccién una empresa

textil.

Con el objetivo de reducir estas concentraciones de productos toxicos
lo maximo posible, los ensayos de esta tesis se realizaron tomando los valores
maximos permitidos por las leyes del pais (Anexo A y B) para descarga de
aguas residuales a cuerpos de agua como una de las concentraciones a
evaluarse y se calculo el 10% de incremento de concentracion de la misma

como otro punto de referencia.

Se considerd este incremento del 10% ya que en los resultados
confidenciales de los analisis de laboratorio de las aguas residuales
proporcionados por la empresa textil (Anexo C), las concentraciones no
sobrepasan los rangos permitidos y el incremento del 10% en la concentraciéon
a evaluarse cubre estos rangos. Tomando en cuenta que el objetivo posterior al
finalizar ésta investigacion es que este sistema de tratamiento de aguas se
aplique en una planta piloto en una empresa textil se realizé este estudio en

base a los datos reales de una empresa.
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4.2. Tolerancia de los hongos a metales pesados.

La capacidad de “tolerancia” esta relacionada con ciertas propiedades
bioquimicas y estructurales propias de los organismos como la permeabilidad
de su pared celular, produccidon de polisacaridos extracelulares y excrecion de
metabolitos (Cuahutémoc, 2010). En este trabajo se definié la tolerancia de los
hongos en base produccién de biomasa en medios de cultivo con metales

pesados y detergentes.

Tomando en cuenta la definicion anterior podemos decir que los cinco
cultivos de hongos presentaron tolerancia a las diferentes concentraciones de

metales pesados (hierro, cobre, cromo, zinc) a los que fueron sometidos.

Hay que resaltar que dentro de las propiedades de tolerancia de los
hongos se pueden tomar en cuenta mecanismos intra y extracelulares que nos
darian una definicibn de como los hongos en presencia de metales tuvieron

una produccion de biomasa significativa (Cuahutémoc, 2010).

Estos mecanismos solo se los sugerira como una posible referencia
bibliografica pues en esta investigacion se evaluo la tolerancia de los hongos
en base a la cantidad de biomasa producida, como lo hace en la literatura, Diaz
et al., 2002 en su estudio de remocién de metales pesados en funcién de la
cantidad de biomasa obtenida. En este estudio Diaz sugiere que los
mecanismos de tolerancia se deben a cambios no conocidos en los
componentes de la pared celular de los hongos, y que inclusive dentro de la
misma especie de hongos estos mecanismos pueden cambiar. Sin embargo no
se puede asegurar que existan diferencias genéticas entre los hongos, esto se

deberia identificar con otro estudio posterior.
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Siendo asi, podemos decir que estadisticamente el hongo C7-AL y el
consorcio de hongos C20-AL, fueron los mejores tratamientos (mayor
produccion de biomasa) a pesar de que todos los cultivos se mantuvieron a las
mismas condiciones de incubacion. Este resultado también concuerda con el
estudio realizado por Navarro et al., remocién de cromo con obtencidon de
biomasa celular, donde la biomasa producida varia de acuerdo a la

concentracion a la que se encuentra el metal.

Dentro de los mecanismos intracelulares tenemos la presencia de
metalotioneina (MT), en el interior de la célula, que presentan un alto contenido
de grupos sulfhidrilo, que pueden unirse a iones metalicos formando complejos.
Las MT transportan los metales a compartimentos en el interior de la célula o
hacia el exterior. Asi lo menciona Brambile & Gonzélez, 1999; y plantea este

mecanismo con algunos metales como zinc y cobre.

Otro mecanismo es la presencia de glutation (GSH), actia en
respuesta a diversas situaciones de estrés por el hongo, quelando y
secuestrando los iones metélicos que penetran en el citoplasma, reduciendo

los efectos dafiinos toxicos producidos (Hansberg, 2002).

Dentro de los mecanismos extracelulares tenemos la capacidad de los
hongos para producir acidos organicos en respuesta al contacto de sus hifas
con metales pesados. Acidos como el citrico y lactico, son excretados y actGan
como quelantes de iones metélicos (Cuahutémoc, 2010). También Tobin et al.,
1994 en su estudio sugiere que la pared celular de las hifas esta compuesta
por quitina, glucanos, polimeros y proteinas que actian como sitios potenciales

de unién para los iones metalicos.
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4.3. Producciéon de Biomasa.

La produccion de biomasa de los cinco cultivos de hongos no fue
afectado por la presencia de los metales pesados ni detergentes en los medios
sélidos, de forma contraria promovidé una mayor produccion de crecimiento.
Estos resultados se los puede comparar con los estudios realizados por
Taboski et al.,, 2005 donde el género Fusarium presenta un incremento en la
produccion de biomasa en presencia de diversos metales pesados a altas

concentraciones.

4.4. Tolerancia y remocion de tensioactivos.

En los ensayos realizados, los cinco cultivos de hongos presentaron

tolerancia y removieron tensoactivos.

Para entender el mecanismo de remocion de los tensoactivos por parte
de los hongos en estudio y, por ende, su previa tolerancia a los mismos, es
importante conocer que los microorganismos pueden oxidar o modificar la
molécula del tensoactivo. De esta manera el componente pierde las
propiedades tensioactivas o de lo contrario destruyen las moléculas de un
compuesto quimico, obteniendo como resultado didxido de carbono (CO,),
sales inorganicas y otros productos asociados al metabolismo normal de los
microorganismos como lo menciona en la literatura Lechuga, 2005 y AISE,
2000.

Es decir los detergentes sufren ciertos procesos de biodegradabilidad

conocidas como primaria y final o total seguin AISE, 2000.
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Los datos obtenidos en los diferentes ensayos evaluados durante 15
dias, para tolerancia y remocion de detergentes concuerdan con Lechuga,
2005 pues los cinco cultivos de hongos presentaron un incremento en su
crecimiento en este tiempo. De esta manera podemos suponer que dentro del
metabolismo de los hongos, estos utilizaron el lauril sulfato de sodio como

fuente de carbono.

Los resultados demuestran que el porcentaje de remocién promedio
fue mas del 50%, es decir que la concentracion inicial a la que se sometié el
hongo en el medio de cultivo se redujo a la mitad o0 a una concentracion menor.
Las concentraciones obtenidas se compararon con la curva de calibracion
(Figura 13), obteniendo que el cultivo C18-BL y el consorcio C20-AL

removieron una concentraciéon mayor de detergente.

Jiménez, 1991, demuestra que para la biodegradacion de tensioactivos
aniénicos es mas eficiente trabajar con consorcios 0 microorganismos, pues
permite catabolizar por completo el tensioactivo anionico LAS, lo que se
demuestra con los resultados obtenidos donde el consorcio C20-AL fue uno de

los mejores tratamientos.

El tiempo de incubacion de los hongos se establecié como parametro
constante en todos los ensayos realizados en la tesis, tolerancia a metales,
detergentes y remocion de los mismos. Este pardmetro de 15 dias se tomo de
la literatura Velasco, 2004 donde menciona las caracteristica Optima de
incubacion de hongos, ademas de que los resultados obtenidos cumplen con

los objetivos planteados.

Sin embargo para lograr el 100% de la biodegradacion es necesario
aumentar el tiempo de seguimiento del ensayo, con el proposito que los

microorganismos puedan seguir con su metabolismo y alcanzar la
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biodegradacion completa del tensoactivo, y los elementos obtenidos en toda la
biodegradacion todavia le sirven como fuente de carbono (Paladines, 2011).

45. Método de SAAM.

Algunas investigaciones se han realizado aplicando este método como
lo hace Lechuga 2005, para el seguimiento de la biodegradacion primaria del
tensioactivo aniénico. De igual manera lo aplica Soberon, 1988, en la
“Determinacion de detergentes mediante el método SAAM en la regidn noreste

del estado de Tamaulipas, México”.

Segun la bibliografia en Standard Methods, 2005, la coloracién azul de
la muestra en estudio refleja la presencia de tensoactivo y la concentracion en
la que se encuentra, al comparar los resultados en una curva de calibracion

elaborada inicialmente como punto de referencia.

En los resultados obtenidos como se puede ver en las Figuras 20 y 21,
la remocion del detergente es notable de acuerdo a la coloracion azul analizada
espectrofotométricamente y concuerdan con la bibliografia mencionada y de

estudios realizados por Aguilar, 2001.

Los resultados mencionados alcanzaron los porcentajes de remocion
de detergentes necesarios para obtener la concentracidn maxima permitida por
TULAS vy el Distrito Metropolitano de Quito (Anexos A y B), siendo asi que las
aguas residuales tratadas previamente con hongos podran ser liberadas a los
cuerpos de aguas cumpliendo con las normas y parametros permitidos por las

leyes del Ecuador.
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES.

Los cinco hongos estadisticamente son tolerantes a los metales pesados
en sus diferentes concentraciones: Cobre: 1 y 10 mg.L™, Hierro: 10 y
100 mg.L™?, Zinc: 5y 50 mg.L™, Cromo: 0.5y 5 mg.L ™.

Estadisticamente el hongo C7-AL y el consorcio de hongos C20-AL,

presentaron mayor cantidad de biomasa en presencia de metales.

Los cinco cultivos de hongos estadisticamente son tolerantes a

detergentes a las concentraciones de 0.5y 5 mg.L™.

Estadisticamente el hongo C1-BA y el consorcio de hongos C20-AL,

presentaron mayor cantidad de biomasa en presencia de detergentes.

Estadisticamente el hongo C18-BL y el consorcio C20-AL removieron un

porcentaje mayor de detergentes.
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CAPITULO 6: RECOMENDACIONES.

Probar estos hongos para la reduccion de concentracibn de metales
pesados ya que presentan tolerancia a ellos.

Con el fin de seguir con el presente proyecto y reafirmar los resultados
obtenidos, se sugieren realizar posteriores investigaciones en un planta
piloto para tratamientos de aguas residuales.

Evaluar diversos usos para la biomasa sobrante de los hongos.

Determinar el uso de los cinco cultivos de hongos en otras industrias y

areas de impacto ambiental en nuestro pais.
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