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RESUMEN

La generacion de grandes volumenes de aguas residuales y la diferencia en su
contaminacion, exigen la investigacion y disefio de tratamientos eficientes y
sustentables, de bajo costo con equipos sencillos, faciles de operar y cuyo gasto
energético no supere el beneficio por la depuracion del efluente.

La busqueda de nuevas estrategias en tratamientos bioldgicos es el tema que ocupa
esta investigacion. Particularmente en lo que se refiere al uso de un microorganismo
inmovilizado (Phanerochaete chrysosporium) en el tratamiento aerobio de efluentes

de una industria alimenticia en un biorreactor airlift.

Los experimentos desarrollados abarcan la caracterizacion del influente en estudio,
el mantenimiento de la cepa HEMIM-5 de P. chrysosporium y la inmovilizacion de su
biomasa en esferas de alginato de sodio-calcio, probando diferentes variantes en el
tratamiento, como tamafio de esfera, cantidad de esferas y la modificacion de

porosidad y consistencia de la esfera.

El tratamiento del efluente se dividi6 en dos etapas, pruebas realizadas a nivel
laboratorio utilizando un matraz bajo un régimen de operacién tipo batch durante 8
dias, empleando un sistema de agitacion de orbital para proporcionar la aeracion
adecuada, y pruebas realizadas a nivel piloto en un reactor airlift de 4 L con

suministro de aire de 1.5 L/min, el cual fue operado también en batch durante 8 dias.

En estas dos pruebas se uso biomasa viva en forma libre e inmovilizada de
Phanerochaete chrysosporium, se obtuvieron en todos los casos, datos sobre la

calidad del agua tratada, biomasa del hongo y produccion de enzimas.

Dentro de los resultados representativos de la caracterizacion del efluente, se
encontré que la DQO se encuentra alrededor de 4400 mg/L, mostrando a traves de

este parametro, que la carga contenida en el efluente es alta.



Con respecto a la inmovilizacion del P. chrysosporium, se determind que la
concentracion mas adecuada del alginato de sodio fue de 3.5 % p/v, la concentracion
de cloruro de calcio del 30%, proporcionando una consistencia firme en la esfera y
alcanzando una considerable expansion del micelio. Por otro lado, la adicion de
CaCOg3, permitié obtener una esfera porosa suficiente, para conducir los nutrientes al
hongo. Con respecto a la estabilidad de la esfera en contacto con el efluente, el
tamafo de 4 mm de diametro, mostré un mejor resultado, considerando el uso de 10

g de esferas por litro de efluente.

El tratamiento a nivel matraz, dio como resultado en micelio libre, una reduccion de
DQO de 37 %, mientras que los experimentos con biomasa inmovilizada, redujeron la
DQO en un 47 %.

El tratamiento a nivel piloto desarrollado en el reactor airlift, reporté con micelio libre,
una reduccion de DQO de 63.3 % y con biomasa inmovilizada de P. chrysosporium

se obtuvo una reduccion de la DQO del 70 %.

El micelio libre tuvo un crecimiento significativo al desarrollarse 12 veces mas, sin
embargo generd aglomeraciones en el biorreactor.

Pese a estos alentadores resultados, se encontrdé una limitante; la imposibilidad de
del reuso de las esferas para posteriores experimentos, por lo que es necesario
realizar nuevas investigaciones para determinar un material con mayor resistencia a

la permanencia en el agua.
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ABSTRACT

The generation of large volumes of wastewater and the difference in pollution, require
research and design of efficient, sustainable treatments, simple equipment of low
cost, easy to operate and whose energy expenditure does not exceed the benefit
obtained by scrubbing effluent.

The search for new strategies in biological treatments is the issue of this research.
Particularly in regards to the use an immobilized microorganism (Phanerochaete
chrysosporium) in the aerobic treatment of effluents from food-processing industry in

an airlift bioreactor.

The experiments performed include the influent characterization, maintaining HEMIM-
5 strain of P. chrysosporium and biomass immobilization in alginate beads sodium-
calcium, trying different variations in treatment, such as field size, quantity of spheres,

modification of porosity and consistency of the sphere.

The effluent treatment was divided into two stages: a flask level tests under a regime
operation type of batch for 8 days, using a system of orbital agitation to provide
adequate aeration, and tests on a pilot level of airlift reactor 4 L with 1.5 L/min air

supply, which was also operated in batch for 8 days.

In both tests living biomass was used in free and immobilized Phanerochaete
chrysosporium form, obtaining in all cases, data on the quality of treated water, fungal

biomass and enzyme production.
Within the representative results characterization of effluent, it was found that the

COD is about 4400 mg/L, showing by this parameter, the charge contained in effluent

is high.
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Regarding the immobilization of P. chrysosporium, we determined the most suitable
concentration of sodium alginate was 3.5% w/v, the concentration of calcium chloride
was 30 %, providing a strong consistency in the sphere and reaching a considerable
expansion of mycelium. Furthermore, the addition of CaCOg, yielding porosity enough
to the sphere, to conduct nutrients to the fungi. In reference to the stability of area in
contact with effluent, size of 4 mm in diameter, showed a better result, considering

use of spheres 10 g per liter of effluent.

The result of the flask level treatment using free mycelium was, a COD reduction of
37%, while experiments with immobilized biomass, reduced COD of 47%.

The pilot treatment developed in the airlift reactor level reported with free mycelium, a
COD reduction of 63.3 % and immobilized P. chrysosporium biomass, the COD

reduction of 70 % was obtained.

Free mycelium had a significant growth, it developed 12 times more, however
agglomerates were generated in bioreactor.

Despite these encouraging results, a limitation was found; impossibility to reuse
spheres for further experiments, so further research is necessary to determine a

material with greater resistance to stay in the water.
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INTRODUCCION

INTRODUCCION

El aprovechamiento de tecnologias sustentables y ecoldgicas es primordial para el
avance de todo tipo de procesos e industrias, pero tomar medidas preventivas de
contaminacion, asi como medidas correctivas sustentables en los efluentes ya
contaminados, también es responsabilidad de los industriales y quienes hacemos

uso del agua.

Dentro de los tratamientos de efluentes clasificados como limpios, se encuentra la
depuracion natural a través de microorganismos como los hongos de podredumbre
blanca (HPB), los cuales pueden llegar a ser procesos eficientes, amigables y de

bajo costo.

Los HPB, por su potente actividad degradadora de la lignina han sido estudiados en
la remediacion aerobia de contaminantes xenobidticos como colorantes, pesticidas,
organoclorados, policiclicos arométicos, hidrocarburos e incluso metales pesados,

alcanzando niveles de degradacion y/o remocion del 90% de los contaminantes.

Debido a su ya aplicabilidad para el tratamiento de efluentes a nivel industrial, se han
encontrado algunas desventajas, entre ellas, el cizallamiento del hongo debido a la
agitacion en los biorreactores y el crecimiento ilimitado de biomasa, lo cual trae como
consecuencia la obstruccién de las partes moviles en los sistemas de aireacion. Bajo
ese esquema, se han estudiado diferentes estrategias de inmovilizacion de células
de microorganismos en diferentes soportes organicos y no organicos, Yy
recientemente se busca el atrapamiento del micelio en matrices porosas de
polimeros naturales a fin de superar las desventajas mencionadas y proteger al
hongo de otros organismos y sustancias toxicas presentes en las aguas residuales,

entre otros beneficios.



INTRODUCCION

En este trabajo se presenta un estudio de tratamiento de efluentes de una industria
alimenticia con alto contenido de lignina debido al uso de materia prima de granos
como trigo, arroz y cebada, mediante el uso de biomasa inmovilizada de
Phanerochaete chrysosporium, el cual es considerado un modelo de HPB, por su

capacidad de degradacion ligninolitica y su adaptacion al medio.

Como objetivo se planted el tratamiento del efluente mediante una sola etapa de
depuracion en un biorreactor airlift con parametros controlados de flujo de aire y
temperatura, en sustitucion del tratamiento de un proceso de depuracion bioldgico
aplicado en una planta convencional de tratamiento, el cual contempla un tratamiento

anaerobio-aerobio.

La hipotesis que enmarca este trabajo fue establecida de la siguiente manera: El P.
chrysosporium inmovilizado en un biorreactor airlift es eficiente para degradar los
contaminantes del agua de la industria cervecera utilizando una sola etapa de

tratamiento.

La distribucion del trabajo se hizo en tres capitulos. El primer capitulo abarca la
informacion de las caracteristicas de los efluentes de industria alimenticia, el impacto
en el ambiente y los procesos de solucién actuales. Asi como los procesos de
biorremediacién, la inmovilizacion de microorganismos y la tecnologia de
biorreactores. Referente al segundo capitulo se marca la metodologia utilizada para
la evaluacion del tratamiento del agua residual de una industria alimenticia, técnicas
y pruebas realizadas en las etapas de caracterizacion, adaptacion, preparacion y
tratamientos a nivel laboratorio y piloto. Finalmente el tercer capitulo conjunta los
resultados obtenidos en las pruebas experimentales, su discusion, las conclusiones

obtenidas y recomendaciones generadas.
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1. FUNDAMENTOS

Uno de los recursos mas importantes para el ser humano y su supervivencia es el
agua; fundamental para la vida y practicamente de todas las actividades. Sin
embargo el crecimiento de la poblacion, el consumo, el cambio climatico, entre otros
factores antropogénicos, impactan de forma global en este recurso (Vérosmarty et
al., 2000). En los paises en desarrollo este problema se agudiza por el incremento
en actividades relacionadas con la agricultura, industria, manufactura, comercio y
turismo; mismas que demandan mas consumo de agua (Papadakis et al., 2007) y por
consecuencia la generacion de mayor cantidad de efluentes contaminados. Hoekstra
y Chapagain (2007), reportan a México en el lugar 10 de consumo de agua,
utilizando el 2 % de la llamada huella de agua, con un valor per capita de 1450 m°.
Mientras que la CONAGUA reportd en 2011 un valor per cépita semejante de 1440

m?.

El agua residual posee caracteristicas que varian de acuerdo a los usos y
procedencia de este recurso, dividiéndose en cuatro grandes rubros; doméstico-
municipal, industrial, del sector agricola y pluvial (Ramalho, 1977). Particularmente,
la contaminacion del agua en la industria depende del uso de materias primas y

elementos que convergen en el producto final.

La descarga de aguas industriales actualmente es uno de los grandes problemas de
contaminacion en México. Estos efluentes tienen grandes concentraciones de DQO,
fenol y sus derivados, frecuentemente contiene metales, nutrientes inorganicos,
componentes organicos, proteinas, cianuros, pigmentos, lignina, etc. (Tripathi et al.,
2007).

Referente al tratamiento del agua residual SEMARNAT reportd que en 2009 fueron

tratadas el 37.1 % de las aguas municipales y el 19.3 % de aguas no municipales


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0011916407003220
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(incluye origen industrial); sin embargo no se reportan cifras de volimenes
reutilizados (CONAGUA, 2011).

1.1 Aguaresidual de laindustria alimenticia

Especialmente las descargas de las industrias agro-alimenticia contienen sales, fibra,
colorantes aditivos conservadores y en general material orgéanico, los cuales afectan
principalmente la vida acuatica, el agua potable y la agricultura (Lefebvre y Moletta,
2006).

En las zonas urbanas del pais se calcula que solo un 37 % de las aguas residuales
son tratadas y el resto se acumula en los cuerpos de agua donde desemboca el
alcantarillado y efluentes domésticos e industriales. Las aguas que son dispuestas
para ser tratadas, son canalizadas a plantas tratadoras, las cuales no siempre son

las mas adecuadas para el caudal a depurar.

En la Tabla 1.1, se muestran algunas de las tecnologias de tratamiento que utilizan
las plantas tratadoras de aguas residuales en México y algunos datos de interés
como el nimero de plantas que se ubican en México, capacidad y caudal. No
obstante del nimero de plantas con las que ya se cuenta, aun hace falta mucho mas,
y otras de tipo industrial destinadas exclusivamente a la degradacion o remocién de

contaminantes especificos.

Recientemente, la conciencia ambiental de la poblacion y la legislacion que rige la
emision de contaminantes de origen industrial, ademas de la escases del agua, ha
llevado a que este sector busque tecnologias que no solo le permitan disminuir la
contaminacion del agua, sino que le permitan reducir el consumo de ésta en los
procesos Y, tecnologias de tratamiento fino para el reciclaje de sus efluentes con

fines de reuso dentro de sus actividades.
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Tabla 1.1. Resumen tratamientos de aguas residuales en México (CONAGUA.,

20009).
PROCESO PLANTAS CAPACIDAD CAUDAL

No. | % L/S % L/S %

AEROBIO 7 | 034 | 3115 0.26 1346 | 0.5
ANAEROBIO 52 | 2.56 560 046 | 3575 | 0.41

BIOLOGICO 18 | 0.89 342 0.28 2685 | 03
BIODISCOS 8 | 039 | 7945 066 | 4645 | 0.53

DUAL 10 | 049 | 4676 3.87 | 41756 | 4.74
FILTROS/PERCOLADORES | 42 | 2.07 | 6067 502 | 46022 | 522
FOSA SEPTICA 78 | 3.84 | 1549 0.13 1053 | 0.12

F. SEPTICA+FILTRO B. 12 | 059 30.6 0.030 167 | 0.02

F. SEPTICA+WETLAND 68 | 3.35 | 162.6 0.13 933 | 011
HUMEDALES 64 | 315 | 6015 0.5 3578 | 041
LAGUNAS AIREADAS 32 | 1.58 | 95252 788 | 71429 | 811
LAGUNAS ESTABILIZACION | 707 |34.84 | 19837.5 | 16.41 | 13738.1 | 15.59
LODOS ACTIVADOS 546 |26.91| 57958.8 | 47.95 | 40919.7 | 46.43
PRIMARIO AVANZADO 16 | 079 | 11240 9.3 9814 | 11.14
PRIMARIO/SEDIMENTACION | 21 | 1.03 | 2787.2 231 | 15986 | 1.81
RAFA + FILTRO B. 24 | 118 | 1353 0.11 79 0.09
RAFA 129 | 6.36 | 1726.6 143 | 11257 | 1.28

RAFA + HUMEDAL 9 | 0.44 60.7 0.05 416 | 0.05
REACTOR ENZIMATICO 61 | 3.01 | 1435 0.12 109.6 | 0.12
SEDIMENTACION+WETLAND | 18 | 0.89 36.1 0.03 247 | 0.03
TANQUE IMHOFF 61 | 3.01 | 6011 05 410.2 | 0.47
TANQUE IMHOFF + FILTRO | 19 | 0.94 80.3 0.07 365 | 0.04
TANQUE IMHOFF + 1 | 005 80 0.07 80 0.09
TERCIARIO 2 | 01 75 0.06 66 0.07
ZANJAS DE OXIDACION 24 | 118 | 28729 238 | 23647 | 2.68
TOTAL NACIONAL 2029 | 100 | 120861 100 | 88127.1 | 100
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En el caso de la industria alimenticia, de acuerdo al Instituto Mexicano de Tecnologia
del agua (IMTA, 2010), en México se requieren anualmente un aproximado de 435
millones de metros cubicos de agua para su operacion, su uso, implica la utilizacion
del agua en procesos de lavado de materia prima, generacion de vapor para pre-
coccioén y coccidn, lavado y llenado de envases, enfriamiento y lavado de equipos y

materiales, lo que hace aumentar el interés en el reciclado del agua residual.

Para distinguir las caracteristicas del agua residual provenientes del sector
alimenticio, el procesamiento de alimentos es dividido en secciones: a) Carnico
(carnes, aves y productos del mar), b) Frutas, vegetales y cereales, c) Lacteos y d)
Bebidas.

Los principales consumidores de agua son la industria de lacteos con un 33 %, las
conservas alimenticias en un 29 %, panaderia con un 18 %, molienda de cereales
con 11 %, un 3 % para aceites y grasas comestibles, un 1 % para carnicos y un 1 %
para confiteria y chocolate. Esta diferencia se observa claramente en la cantidad de

agua consumida por unidad de producto reportada en Tabla 1.2.

Tabla 1.2. Contenido de agua virtual por unidad de producto (Hoekstra y Chapagain,

2007).
Producto Agua utilizada (L)
Cerveza (250 mL) 75
Leche (200 mL) 200
Café (125 mL) 140
Té (250 mL). 35
Pan (30 g) 40
Pan (30 g) con queso (10 g) 90
Jugo de manzana (200 mL) 190
Jugo de naranja (200 mL) 170
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En la Tabla 1.3, se muestran las cantidades de agua de consumo, la de descarga y

la de reuso, la cual difiere de acuerdo al tipo de industria.

Segun el sector que se trate, el consumo de agua es variado y también la cantidad y
tipo de contaminantes que se encuentran en los efluentes, particularmente, se
caracterizan por presentar alta conductividad, pH encima del neutro, alta DQO, DBO,

sélidos suspendidos totales, grasas, aceites y algunas veces coloracion.

Tabla 1.3. Abastecimiento y descarga de agua de acuerdo al tipo de industria
alimenticia (IMTA, 2010).

i::jpuos?riea Abastecimiento ReC|rrecl,:JSI2C|on Demanda | Consumo | Descarga
3 4¢ 347 3741 347

alimenticia (m~/dia) (m®/dia) (m°/dia) | (m°/dia) | (m°/dia)

Productos 87 25 113 6 81

carnicos.

Productos 776 621 1,397 57 718

lacteos.

Conservas 3,233 2,265 6,498 372 2,861

alimenticias.

Molienda de 439 373 812 29 410

cereales.

Beneficio 808 687 1,495 53 755

del café.

Panaderia 215 328 543 72 143

industrial.

Aceites y

grasas 546 1,108 1,654 83 463

comestibles.

Confiteria 'y 278 308 586 57 220

chocolate.

alimentos, asi como su valor de DQO y DBO (Muro et al., 2012)

En la Tabla 1.4, se muestra la cantidad de agua residual de ciertas industrias de
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Tabla 1.4. Volumen y carga contaminante de los efluentes de diferentes etapas de

proceso de algunas industrias alimenticias (Muro et al., 2012).

Proceso alimenticio Agua residual DQO DBOs

(m%on™) del (mg0,.L™) (mg0,.L™)
producto

Carnico

- Camaras calientes 0.3 1,800 1,400

-Bafios de agua fria 1.7 150 140

- Tanques de congelacion 0.7 550 500

Jugos de fruta

-Naranja 5.0 11,200 8,100

-Manzana 1.2 2,000 1,400

-Lavado de tomate 1,200

-Jugo de fruta (general) 2,500-7,000

Vegetales y cereales

-Todo tipo de vegetales

congeladas y/o empacados y 30 5,000 4,500

cereales procesados

-molido de olivo 100,000-200,000

Almidén de papa

-Lavado 0.7 3,000 2,500

-Enjuague de almidén 15 7,800 6,500

Produccion de cerveza 4.2 2,500 1,800

Planta de Alcohol 900-1,200

Industria del pescado

-Descarga de pescado 5,000-7,000

-Salmuera 4,000-14,000

-Pescado cocinado 4,000-20,000

Industria Lactea

-Suero 90 65,000 42,000

-Agua residual de final de linea

de proceso 1.5 1,800 860

-Agua de condensados 100-570

-Agua de enjuague de botellas 50-1,000

-Agua de soluciones caustica 8,000-10,000

En la industria alimenticia se han reportado valores generados en plantas Hindues
productoras de café de 22,000 mg/L de DQO (Devi et al., 2007), en la industria del
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proceso de manzanas y papas se registran valores de 9,000 y 21,000 mg/L de DQO
respectivamente (Van Ginkel et al., 2005), la industria alimenticia en Shangai
reportada por He et al. (2005) marca valores de DQO entre 2,000 y 15,000 mg/L,
para la industria azucarera Turca los efluentes del proceso se reportan superiores a
10,000 mg/L de DQO (Given et al., 2009), la molienda de arroz en India genera de
2200 a 2500 mg/L de DQO (Behera et al., 2010); mientras para la industria cervecera
en Harbin China se encuentran de 1832 a 2668 mg/L de DQO (Feng et al., 2008) y
recientemente en una recopilacion se considera que el producto cervecero genera de
2,000 a 6,000 mg/L de DQO en sus aguas residuales (Simate et al., 2011).

1.1.1 Aguaresidual de la Industria Cervecera

La industria cervecera corresponde al sector de la industria de bebidas. En México
abarca una demarcada importancia en la industria alimenticia, ocupando un
importante lugar a nivel mundial. De acuerdo al INEGI (2012), en su estudio del
sector alimentario en México 2012, el gasto en consumo de bebidas es del 9.4 %.
Las cifras del reporte anual 2013 de la cervecera numero 1 del mundo AB-InBev, el
afio pasado se produjeron 446 millones de hectolitros de cerveza, de los cuales

Grupo Modelo de México produjé el 14.5 % con 6,667 millones de litros.

De acuerdo a la Tabla 1.4, el proceso de elaboracion de cerveza genera
aproximadamente 4.2 m* de agua residual por tonelada de producto, el valor de DQO
se encuentra entre los rangos marcados por Feng et al., (2008) y Simate et al.,

(2011) y es considerable, asi como la carga organica que contiene.

La calidad de estos efluentes varia pero generalmente contiene residuos de fibra de
cereales y almidones, debido a los aportes de los granos. La cebada mexicana
cultivada en los estados de Hidalgo y Tlaxcala llega a tener hasta 12.4 % de
humedad, 2.2 % de cenizas, 3 % de grasas, 12.2 % de proteinas, 8.2 % de fibra y un
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81 % de hidratos de carbono, estos ultimos indispensables y deseables para la
industria cervecera, donde a mayor cantidad de hidratos de carbono, mayor cantidad
de almidén, que por hidrélisis genera mayor cantidad de maltosa (Lopez et al., 2007).

Los efluentes residuales provienen de las etapas que se siguen en la elaboracion del
producto (He et al., 2005), sin embargo destacan aquellos que provienen de la etapa
de remojo de grano, filtrados, del lavado de botellas y maquinaria, del pasteurizado y

finalmente de la utilizada en las diferentes operaciones del proceso.

El proceso de elaboracion de la cerveza inicia con la llegada del grano y su limpiado
de basuras y cascarillas, pasa a cribado para seleccion del mejor grano y terminar la
limpieza. Posteriormente inicia la etapa de remojo que genera un aumento de
humedad en el grano entre un 14 y 40 %, desarrollando la actividad enzimatica, esta
etapa requiere de 18 horas.

La etapa de germinacion utiliza cinco dias a temperatura entre 18 y 20 °C y humedad
relativa de 95 a 98 %. El grano pasa un dia en secado paulatino de 50 a 80 °C, se
reposa por dos horas y se eliminan las raices del germinado, por ultimo la malta
reposa de 4 a 6 semanas, que se considera el proceso de maduracion (Hernandez y
Hernandez, 1996). La malta es triturada y macerada con los adjuntos y al agua, para
transformar los almidones en azlcares; obteniendo el mosto rico en azucares,

proteinas, vitaminas y minerales.

El mosto es filtrado e inicia el proceso de ebullicion a base de vapor y se adiciona el
lGpulo; en esta etapa también se separan las proteinas coaguladas. El mosto se
enfria, la levadura se inyecta y se lleva a los tanques de fermentacion donde los
azucares, aminoacidos y minerales son convertidos en alcohol y CO,. La levadura es
separada y la cerveza se madura a temperaturas cercanas a los 0 °C. Finalmente la

cerveza es filtrada, envasada y pasteurizada (Grupo Modelo, 2014).

10
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En la Figura 1.1, se muestra el remojo del grano que tiene lugar y donde se observa
el gran volumen de agua utilizado. En la Figura 1.2, se muestra un esquema general

del proceso que conlleva la elaboracion de la cerveza.

Figura 1.1. Proceso de remojo de grano (izquierda Malteria Tibito Bavaria, derecha

Grupo Modelo).

Elaboracién de la Cerveza
MACERADO
s CEBADA

CENTRIFUGADO
Y FILTRADO
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FERMENTACION

CONSUMO

=

a
|
==

Figura 1.2. Proceso de elaboracién de la cerveza (Grupo Modelo, 2014).
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Considerando las etapas del proceso, el agua residual puede contener grandes
residuos de materia organica de semilla y cascarilla de cebada, asi como agregados
de arroz y/o trigo, en solidos suspendidos y disueltos, ambos generan una carga
organica elevada de posible biodegradacion. También es necesario considerar las
etapas de lavado de botellas y pasteurizacidn, que integran parte de esta.

El agua residual la constituye del 65 al 80 % del agua utilizada en el proceso de la

elaboracion de cerveza.

Bajo estas caracteristicas, la mayoria de las empresas cerveceras tienden a instalar
plantas de tratamiento convencionales, cuyo proceso consiste en un pretratamiento,
en la sedimentacion, el tratamiento en reactores aerobios y anaerobios y la cloracion;
considerado este proceso como un tratamiento multietapas (Yabroudi et al., 2009)

para obtener agua que puede ser vertida al drenaje.

1.2 Procesos de tratamiento de efluentes provenientes del sector

alimenticio

En plantas procesadoras de alimentos se encuentran dos vertientes en el uso y
consumo de agua: 1) reduccion de agua en las operaciones de proceso y 2)
tratamientos de los efluentes contaminados. Los primeros estan enfocados a un uso
mas racional del agua para los procesos involucrados en limpieza, coccion,
enfriamiento, etc; a través de transporte neumatico, operaciones controladas con
sensores por modelado de optimizacién del agua, coccién y procesado sin agua o la
minima requerida. El area de tratamientos también se orienta a partir del uso de
procesos como  retencion/redireccibn  (reuso),  separacion/concentracion,
centrifugacion, evaporacion, filtracion, flotacibn y sistemas de membranas, para
continuar con tratamientos fisicoquimicos y biotratamientos que ayuden a disminuir

las particulas contaminantes en el efluente, de tal suerte, que los efluentes deben

12
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contener un minimo de contaminantes para que a través de métodos convencionales

se alcance una mayor depuracion con posibilidades de vertido o reuso.

Simate et al. (2011), enmarca que las operaciones y procesos unitarios para el
tratamiento de aguas residuales a ser utilizados en un efluente alimenticio, dependen
de las caracteristicas de este, asi como de su objetivo final, en el reuso o su
descarga al alcantarillado. En la Tabla 1.5 se presentan las operaciones unitarias que
forman parte de los procesos de tratamiento, estan divididos en fisicos, quimicos y
biolégicos. Pueden formar parte de un pretratamiento como es el caso de la filtracion,
pueden combinarse para un tratamiento multietapas como en una planta
convencional o bien ser utilizados como tratamientos terciarios como es el caso de la

coagulacion o cloracion.

Por su parte los biolégicos anaerobios-aerobios, son aplicables cuando el objetivo es
reducir la DBO mediante la degradacion de los componentes organicos presentes y
la reduccion de las concentraciones de contaminantes no especificos (Levin y Gealt,
1997). Estos procesos estan basados en la actividad de los diferentes
microorganismos encargados de la biodegradacién de los contaminantes organicos,
con porcentajes de eficiencia que van del 80 al 90 % (Simate et al., 2011). Sin
embargo, debido a la complejidad de los procesos para elaborar los productos y al
uso de sustancias sintéticas como materia prima; estos tratamientos de depuracion
son cada vez menos eficientes, por lo que es necesario introducir tratamientos
terciarios o especificos que ayudan a mejorar la calidad del agua tratada y plantear
su reuso (Muro et al., 2009).

En la literatura se encuentran diferentes procesos de este nivel, los cuales se
encaminan generalmente a eliminar contaminantes especificos recalcitrantes o
depurar el agua a un grado que pueda darse su reuso. Entre los mas utilizados se

encuentran el filtrado con membranas, biorreactores con membranas, el uso de

13
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nanotecnologia como nanosorbentes y nanofiltros, ozonizacibn y métodos

electroquimicos.

Tabla 1.5. Operaciones y procesos unitarios de tratamiento de aguas residuales.
(Simate et al., 2011).

Operaciones y procesos unitarios

Filtracién

Triturado

Fisico : .
Sedimentacion

Flotacién

Precipitacion

Adsorcion

Quimico Desinfeccién

Cloracion
Otros
Lodos activados

Lagunas aireadas

Bioldgico Contactores biologicos

Tanques de estabilizacion

Digestion anaerobia

El filtrado con membranas es de los procesos mas utilizados a nivel industrial para
obtener agua con caracteristicas Utiles para su reuso (Muro et al., 2009), lo cuales se
pueden utilizar para eliminar microorganismos hasta eliminar impurezas que
generalmente se encuentran disueltas y son de pequefio peso molecular (Chmiel et
al., 2002), obteniendo agua que puede ser utilizada en el mismo proceso.
Actualmente la nanotecnologia se encuentra desarrollando nanomateriales con
zeolita, plata, carbén y TiO, entre otros, para mejorar las membranas y su proceso de

filtracion para remocion de metales y contaminantes organicos (Qu et al., 2013).

14



FUNDAMENTOS

El tratamiento de ozonizacion también es un proceso terciario que ha sido utilizado
en los paises Europeos por largo tiempo para tratar efluentes del sector alimenticio
en varias aplicaciones como higiene y sanitizacion de equipo. Este tratamiento se
utiliza especificamente para la eliminacion de sabor y olor, reducciéon de DQO y DBO
(Guzel-Seydim et al., 2004).

Recientemente los tratamientos basados en la electrocoagulacion, electroflotacion y
electrooxidacion, se han probado con efectividad en la remocién de diferentes
sustancias con particulas coloidales, aceites, grasas y contaminantes organicos, a
través de electrodos de aluminio, acero o hibridos Al/Fe (Chen, 2004). En Tejocote-
Pérez et al. (2010) el estudio fue dirigido al uso de la electrocoagulacion en aguas
recolectadas de 144 industrias. En este caso, el agua residual presenté alta
turbiedad para una DQO de 2100 mg/L, los cuales tuvieron una reduccién
significativa después del tratamiento; en porcentajes de 92 y 80 % para turbiedad y
DQO respectivamente. Los procesos de coagulacién también han sido reportados
para este proposito, reduciendo considerablemente la turbidez (Pérez Sicarios et al.,
2011).

Otro de los sistemas de tratamiento terciario son los bioldgicos, llamados de
biorremediacion. El proceso consiste en la degradacion de contaminantes mediante
el uso de microorganismos en consorcio o individuales, entre los que destacan los
hongos, ya que se alimentan de materia muerta (saprofitos) y utilizan compuestos
organicos como fuente de carbono (heterétrofos) y son absortivos, es decir, que
toman los nutrientes del medio en que viven, manteniendo ciclos de materia
importantes (Ingraham et al., 1998). Para aplicar este tipo de tratamientos se utilizan
biorreactores que operan en forma aerobia o anaerobia, dependiendo del
microorganismo. Entre los reactores aerobios se encuentran los de agitacion

mecanica, magnética y los de aire ascendente (airlift) (Levin y Gealt, 1997).
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1.2.1 Biorremediacion

En la biorremediacion o micorremediacion, se utilizan diferentes tipos de
microorganismos para llevar a cabo la remocion o degradaciéon de contaminantes. De
los mas utilizados se encuentran las bacterias encargadas en su mayoria en
degradar la materia organica durante un tratamiento secundario, y los hongos que se
utilizan generalmente en tratamientos terciarios para degradar contaminantes
especificos que no fueron degradados durante el tratamiento secundario.

Entre las areas del biotratamiento donde es utilizado el reino fungi se encuentran:

e Las aguas residuales domésticas por sus contenidos de carbon y nutrientes,
removiendo entre otros, fosfatos, amonio, nitrégeno total y DQO.

e Efluentes de la agroindustria por sus contenidos de DQO, fenol y sus
derivados, proteinas, compuestos de lignina y colorantes.

e Efluentes con color, provenientes de las industrias farmacéuticas, de pinturas,
de fotografia, textiles y cosméticos.

e Efluentes con metales, de la industria minera y metalurgica principalmente.

Los hongos sobreviven y se desarrollan en casi todos los ambientes, acuéticos o
terrestres, no poseen hojas tallos o raices, abundan en el suelo, en la vegetacion y
en el agua; normalmente viven en hojas y madera, toleran grados elevados de
acidez, elevadas concentraciones de sales, azucares y otros nutrientes y soportan

diferentes niveles de temperatura.
Los hongos son organismos absorbentes, eucariotas y heterétrofos que tienen forma

multicelular filamentosa, estructura vegetativa llamada micelio y se reproducen a

través de la esporulacién (Harms et al., 2011).
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Actualmente estos microorganismos han cobrado una gran importancia como
generadores de enzimas para diferentes mercados como el alimenticio,
farmacéutico, de investigacion y en la biorremediacién (Ghorai et al., 2009).

Los hongos degradadores pertenecen a los Illamados hongos superiores
Ascomicetos y Basidiomicetos principalmente (Harms et al., 2011), de estos ultimos
existen 3 tipos capaces de degradar la estructura rigida de la materia organica

formada por lignina: los pardos, los blancos y los suaves (Seshikala y Charya, 2012).

Los hongos de pudricion suave son responsables de la degradacién de
carbohidratos de la madera y modifican muy poco la lignina. Referido a los hongos
de pudricion parda, estos trabajan sobre las estructuras de celulosa, hemicelulosa y
parcialmente en la lignina. Particularmente, los hongos de podredumbre blanca son
los degradadores primarios de materiales organicos, tales como tejidos, papel,
cuero, pintura entre otros (Tuor et al., 1995; Seshikala y Charya, 2012). Su gran
potencial para degradar moléculas complejas, los ha llevado a su aplicacién en

diferentes sistemas contaminados.

1.3 Hongos de podredumbre blanca

Los hongos de la podredumbre blanca (HPB) se desarrollan principalmente en los
bosques de pino y encino. Estdn compuestos por hifas, las cuales se pueden
extender a grandes distancias, abarcando amplias areas en la corteza de los arboles.
La mayoria de los HPB conocidos, son mesofilos, ya que se desarrollan a
temperatura entre 10-35°C, sin embargo su temperatura optima se encuentra entre
20- 30° C. Los hongos que crecen a temperaturas superiores a 50°C son llamados

termdfilos y la maxima que alcanzan es de 65°C.
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Los HPB son basidiomicetos, capaces de fragmentar y metabolizar los polimeros
estructurales de la lignina. La mineralizacion del polimero aromatico mas abundante
y conocido como recalcitrante se efectia a través de un grupo de enzimas
peroxidasas Yy feniloxidasas; que producen radicales altamente reactivos que oxidan

componentes fendlicos y no fendlicos (Seshikala y Charya, 2012).

Debido a su bateria enzimatica para degradar lignina, los HPB son los principales
actores en la biorremediacion, por lo que son llamados también hongos ligninoliticos.
Entre esta clase de hongos destacan las especies Pleurotus ostreatus, Lentinus
hirtus, Bjerkandera adusta, Trametes versicolor, P. tigrinus y Phanerochaete
chrysosporium (Coulibaly et al., 2003; Rodriguez y Sanroman, 2004; Garcia Torres y
Torres Séae, 2003; Quintero et al., 2006).

La capacidad de degradacion de la lignina por los HPB, ha sido utilizada en
diferentes procesos de remediacion de contaminantes, tal es el caso de su aplicacion
en el tratamiento de aguas residuales de la industria del papel y pulpa, alimentos
para ganado e industrias del ramo textil; ademas la biomasa flngica, ha demostrado
ser un excelente material sorbente ya que posee un bajo costo, abundante
suministro, alta velocidad y capacidad de sorcion, asi como efectiva aplicacion a
efluentes con una gran variedad de colorantes y la habilidad de tolerar la presencia
de co-contaminantes como las sales, metales pesados, entre otros (Martin Moreno et
al., 2004; Patel y Suresh, 2008; Xiong et al., 2010).

1.3.1 Enzimas ligninoliticas de los hongos de podredumbre blanca

La lignina es una cadena de compuestos fenélicos (Badui, 2006), es considerada un
biopolimero hidrofébico de varias unidades de fenil-propanol enlazados entre si para
formar la macromolécula carente de forma definida e insoluble (Gil et al., 2012), por

lo que constituye una de las estructuras mas complejas. Contiene por lo menos 12
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enlaces quimicos aril-éter y carbono-carbono conectando al nucleo, donde radica lo

dificil de su degradacién (Magan et al., 2010).

La degradacion selectiva que poseen los HPB, les permite tener acceso a la celulosa
hemicelulosa y lignina que son su fuente de carbono y energia (Davila y Vazquez-
Duhalt, 2006). En la Tabla 1.6 se aprecian algunos HPB capaces de secretar

enzimas ligninoliticas.

Tabla 1.6. Hongos productores de enzimas ligninoliticas (Déavila y Vazquez-Duhalt,

2006).
Organismo Enzimas ligninoliticas
Phanerochaete chrysosporium MnP, LiP, Lacasa
Trametes versicolor MnP, Lacasa
Ceriporiopsis subvermispora MnP, Lacasa
Cyanthus stercoreus MnP, Lacasa
Phlebia radiate MnP, LiP, Lacasa
Nematoloma frowardii MnP, LiP, Lacasa
| MIP.VP (P verst), Lacass
Bjerkandera sp. VP
Bjerkandera adjusta VP

La degradacién de la lignina por HPB se inicia por reacciones de despolimerizacién
(extracelular) y por la metabolizacion de fragmentos liberados del polimero
(intracelular), por lo tanto, la degradacién de la lignina es considerada como una
deslignificacion selectiva o bien como deslignificacion simultanea (Magan et al.,
2010).
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La despolimerizacion de lignina es catalizada por enzimas extracelulares entre las

gue destacan la lignina peroxidasa (LiP), manganeso peroxidasa (MnP) y Lacasa;

estas enzimas intervienen principalmente en las reacciones de deslignificacion y

varian dependiendo de la especie que las genera (Susla et al., 2008).

En general, los HPB realizan la sintesis de la LiP y la MnP bajo condiciones

oxidantes. Estas enzimas son producidas en presencia de un sustrato adecuado y un

cofactor, llevandose a cabo reacciones de oxidacion. En la Tabla 1.7, se presentan la

relacion de la enzima con el cofactor, sustrato y la reaccién de oxidacion.

Tabla 1.7. Enzimas ligninoliticas y sus reacciones (Rodriguez, 2009).

Enzima Cofactor Sustrato, mediador Reaccion
. - Oxidacioén del radical aromatico a
LiP H,O, Alcohol veratrilico . A
radical catidnico
Mn. Acidos oraAnicos Mn?* oxidado a Mn**, Mn** quelado
' g oxida compuestos fendlicos a
MnP H,O _ como q_uelantes, radicales fendlicos y otras reacciones
2= tioles, acidos grasos :
insaturados en presencn_a_de compuestos
adicionales
Mn, alcohol . . .,
- Mn?* oxidado a Mn*3, oxidacién de
veratrilico, - o1
VP H,0, L compuestos fendlicos y no fendlicos y
compuestos similares colorantes
alos delaLiPy MnP
Fenoles, mediadores . .
Los fenoles son oxidados a radicales
como L X
Lacasa (O . . . fendlicos, otras reacciones en
hidroxibenzotriazol y resencia de mediadores
ABTS P
Glioxal . . , . . .
. No . - Glioxal se oxida a acido glioxalico con
oxidasa, o Glioxal, metil glioxal gt
especificado la produccion de H,0,
GLOX
Avril L.
Alcoholes aromaticos L .
alcohol No o Alcoholes aromaticos oxidados a
) - (anisil, alcohol . >
oxidasa, | especificado . aldehidos, produccion de H,0,
AAO veratrilico)
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La LiP y MnP son dependientes de la fuente de nutrientes, principalmente el carbono

y nitrogeno (Harms et al., 2011).

La LiP cataliza la oxidacién de compuestos fendlicos y no fendlicos, mientras la MnP
es una enzima hemoperoxidasas que cataliza la oxidacién de Mn** y Mn®*" presentes.

Este binomio puede actuar en conjunto dependiendo del microorganismo secretador.

Debido a la semejanza de estructuras quimicas muy parecidas a la lignina tales
como aromaticos, nitroaromaticos, aromaticos policiclicos, herbicidas, pesticidas,
detergentes clorofenoles y colorantes, estas también son atacadas y degradadas por

estas especies fungicas HPB (Gold y Alic, 1993).

1.3.2 Phanerochaete chrysosporium

Uno de los hongos méas estudiado es el Phanerochaete chrysosporium; es
considerado un hongo modelo de los HPB. Se le puede encontrar en la corteza de
los arboles formando grandes masas blancas. Su alto potencial de degradacion de
lignina por mecanismos de oxidacién y la descomposicion de contaminantes en

diéxido de carbono, lo han hecho merecedor de varios estudios de biodegradacion.

En la Figura 1.3, se muestra una imagen de hongo Phanerochaete chrysosporium,
desarrollado sobre la corteza de un arbol, donde se puede distinguir su expansion y

forma de cobertura.

Morfologicamente el P. chrysosporium puede reconocerse a través de sus hifas, las
cuales le permiten expandir su area de desarrollo, haciendo mas facil el contacto con
el sustrato. En la Figura 1.4, se muestra una imagen al microscopio de las hifas

caracteristicas de este hongo.
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Figura 1.4. Hifas al microscopio del P. chrysosporium (Ingraham, 1998).

El P. chrysosporium es capaz de degradar la mayor cantidad de polimeros de la
madera: celulosa, hemicelulosa y lignina, esta ultima es degradada solo durante la
segunda etapa de su metabolismo (idiofase), donde las condiciones que lo provocan
son cultivos bajos de nitrdgeno, carbono o sulfuros (Gold y Alic, 1993), es decir bajo

una limitacion de nutrientes (Orth et al., 1991; Jiménez-Tobon et al., 1997).

El género Phanerochaete es muy amplio, su clasificacion ha sido establecida de

acuerdo a la Tabla 1.8.
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Tabla 1.8. Clasificacion del P. chrysosporium.

Divisién Basidiometos
Clase Agaricomicetos
Orden Poliporales

Familia Phanerochaetaceae

Género Phanerochaete

Las caracteristicas degradadoras del P. chrysosporium han sido atractivas para el
estudio y aplicacion en biotratamientos de aguas residuales con diversos
contaminantes, tales como; metales, colorantes, nutrientes inorganicos vy

componentes organicos (Coulibaly et al., 2003; Davila y Vazquez-Duhalt, 2006).

Trabajos desarrollados para la biosorcibn de Hg y Cd (Kacar et al., 2001),
degradacion de clorofenol (Zouari et al., 2002), biodegradacion de colorantes grupo
Azo (Ollikka et al., 1993) y biodegradacion de petroleo crudo en agua salina

(Behnood et al., 2013), también se encuentran reportados.

Otro aspecto a resaltar, es el incremento de la produccién de enzimas ligninoliticas
utilizando un soporte o fijador del hongo e incluso mediante la inmovilizacion del

micelio por atrapamiento.

1.4 Inmovilizacién de microorganismos

A la utlizacion de microorganismos para degradar sustancias organicas e
inorganicas en los procesos de biorremediacion, se suma la aplicacion de técnicas
gue mejoran las capacidades fungicas; la inmovilizacion microbiana (Garzén-Jiménez
y Barragan-Huerta, 2008). Actualmente la inmovilizacion celular puede ser definida

como la ubicacion fisica de células en un espacio o region especifica, de forma
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natural o inducida, en la cual son capaces de mantener una actividad catalitica
deseada.
Las células inmovilizadas tienen ciertas ventajas en comparacion con las libres, entre
las que destacan (Garzén-Jiménez y Barragan-Huerta, 2008):

e Operacion de biorreactores a velocidades de flujo independientes del

crecimiento.

e Estabilidad catalitica mayor.

e Concentracion de biomasa.

e Actividad metabdlica.

e Resistencia a la toxicidad.

Sin embargo es necesario considerar ciertas caracteristicas para una adecuada
inmovilizacion, tipo de soporte, porosidad, estabilidad quimica, biolégica, mecanica y
térmica; asi como el tipo de microorganismo a inmovilizar (Garzén-Jiménez vy

Barragan Huerta, 2008) y posible reuso (Arroyo, 1998).

La inmovilizacion puede clasificarse por el tipo de método a utilizar como lo muestra
la Tabla 1.9.

También de manera importante, de acuerdo a la forma que se induce la
inmovilizacion esta de clasifica en: pasiva y activa (De Bashan y Bashan, 2010;

Garzén-Jiménez y Barragan-Huerta 2008).

La inmovilizacion pasiva se da de forma natural por microorganismos cuando se

adhieren o unen a alguna superficie y crecen sobre éstas.

La inmovilizacion activa se da de manera artificial o manipulada quimicamente, con

geles polimeros (naturales o sintéticos) y agentes floculantes.

El metabolismo de las células inmovilizadas suele ser mayor que en células libres.
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Tablal.9. Clasificacion de métodos y técnicas de inmovilizacién (Fajardo-Ochoa et
al., 2011).

Método Técnica

Irreversible Enlace covalente
Enlace cruzado
Atrapamiento o encapsulado

Microencapsulado

Reversible Por adsorcion (no especifica, hidrofébica)
Quelacion o enlace metélico

Formacioén de enlaces disulfuro

1.4.1 Inmovilizacién pasiva

La inmovilizacion pasiva se puede presentar de manera natural en un soporte, el cual
es un material natural o sintético capaz de retener o fijar un microorganismo.

En este sentido los HPB utilizan de manera natural a la madera como su soporte
primario y residuos ligninoliticos y celulosos de forma secundaria. Debido a la
estabilidad que un soporte provee al microorganismo, tedricamente, éste aumenta su
capacidad de produccién de enzimas. Sin embargo entran en juego varios factores

para conseguirlo.

La Tabla 1.10, muestra algunos de los residuos reportados que han servido de
soporte para el P. chrysosporium en la produccion de enzimas.

Entre las investigaciones que han estudiado el uso de soportes se encuentra el de
Shim y Kawamoto (2002). En este caso se obtuvo una degradacion del 80 % de
pentaclorofenol con la inmovilizacion del P. chrysosporium en materiales como
madera, polipropileno, poliuretano, ceramica y vinilclorido, empacando un biorreactor

en modo lote.
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Tabla 1.10. Produccién de enzimas ligninoliticas en algunos compuestos
comunmente utilizados como soporte para el Phanerochaete chrysosporium

(Rodriguez y Sanroman, 2004).

Residuo (soporte) Enzima producida
Bagazo de cana Lacasa, MnP, LiP
Algodon Lacasa, Peroxidasa, Celulasa
Uva Ligninasa
Salvado de trigo Lacasa, MnP, LiP
Cascarilla de trigo MnP, LiP
Madera Lacasa, MnP, LiP

Existen materiales sintéticos que también brindan un modo de soporte a la
biorremediacion. Guimaraes et al. (2003) utilizaron espuma de poliuretano y fibra de
limpieza como soportes sintéticos de inmovilizacion para el P. chrysosporium,
obteniendo reduccion de color, fenoles y DQO de un efluente azucarero con
porcentajes de 55, 63 y 48 respectivamente.

En otro trabajo de Morales y Ruiz (2008), se menciona que hongos de podredumbre
blanca (HPB) inmovilizados en mallas poliméricas fueron utilizados para la remocion
de metales pesados Cd, Pb y Ni en aguas residuales.

Recientemente Sharari et al. (2013), utilizaron espuma de poliuretano para soportar
el P. chrysosporium y evaluar su capacidad de remocién de DQO y color en una

preparacion de gabazo, logrando una degradacion de 97 y 83 % respectivamente.

1.4.2. Inmovilizacién activa
La inmovilizacion del tipo encapsulado corresponde a una inmovilizacién activa, la
cual puede ser considerada como una forma especial de empacar o cubrir al

microorganismo, brindandole proteccion contra factores como calor, humedad,
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toxicidad y temperatura; propios del ambiente o de influencias externas (Rathore et
al., 2013).

La técnica de atrapamiento o encapsulado utiliza materiales entre los que destacan
los polimeros, estos son macromoléculas formadas por monémeros. Los polimeros
se clasifican en naturales, semisintéticos y sintéticos (Gentry et al., 2004). Algunos de
ellos son el agar, gel de poliacramida, alginato de calcio, carragenina, quitosano y

alcohol polivinilico (Martinez-Trujillo y Garcia—Rivero, 2012).

Los polimeros se pueden utilizar en forma individual o formando compositos e
hidrogeles. En ambos casos, la funcién de las redes poliméricas es atrapar al
microorganismo. Actualmente el de este tipo de materiales ha destacado en la

inmovilizacion de enzimas (Kulkarni y Vijayan, 2011).

En relacion a los compositos, el alginato ha sido mezclado con materiales
magnéticos para atraer compuestos metalicos presentes en el agua. Tapia et al.
(2009) utilizaron un composito esférico de esta naturaleza para la remocion de cobre
mediante adsorcion del metal en el composito, obteniéndose una capacidad maxima

de adsorcién de 57.47 g de Cu (Il) por cada gramo de esferas.

La Tabla 1.11, muestra la funcion de algunos polimeros naturales (carragenano y
alginato) y sintéticos polivinil alcohol (PVA), policarbomil sulfato (PCS) y polietilen
glicol (PEG), utilizados para la inmovilizacion de microorganismos de acuerdo a las

caracteristicas del polimero.

Para el caso de HPB la eleccion del material adecuado debe proporcionar las
condiciones apropiadas para la supervivencia del organismo y su funcionamiento
como inéculo, se requiere que no sea toxico, ni contaminante, que tenga una calidad
constante y a través de la porosidad se permita una liberacién precisa de las enzimas

gue secretan los microorganismos (Gentry et al., 2004).
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Tablal.11. Comparacién entre polimeros naturales y sintéticos usados en la

inmovilizacién y aplicado a aguas residuales (Garzén-Jiménez y Barragan-Huerta,

2008).
L Polimeros naturales Polimeros sintéticos
Caracteristicas
Carragenano | Ca-alginato PVA PCS PEG
Solubilidad Alto Alto Bajo/nulo | Bajo/nulo | Bajo/nulo
Biodegradabilidad Posible Posible Bajo Bajo Bajo
Estabilidad Bajo Bajo Alto Alto Medio
Difusibilidad Muy bueno Muy bueno Bueno Moderado
Crecimiento Bueno Bueno Moderado | Moderado | Bueno
Proceso de
inmovilizacion Simple Simple Laborioso | Laborioso | Laborioso

El alginato es uno de los materiales mas utilizados, por su capacidad de actuar como
agentes estabilizantes, gelificantes, esperadores y formadores de peliculas. El
alginato se obtiene de las algas marinas, siendo el polisacarido mas abundante de
estas hasta en un 40 %, esta constituido por cantidades variables de acido b-D-
manurénico y acido a-L-gulurdénico, lo que permite al alginato formar geles de fuerza
y porosidad alta o bien de fuerza media y poros pequeiios (Avendaiio-Romero et al.,
2013; Martinez-Truijillo y Garcia-Rivero, 2012).

Cuando el alginato de sodio es expuesto a iones calcio se forma una red de
entrecruzamiento, que permite la inmovilizacion de células. La inmovilizacién de
microorganismos en alginato de calcio es el método méas usado, debido a que en su
preparacion no se requieren condiciones de reaccion extremas, es de bajo costo y de
baja toxicidad, sin embargo, presenta incompatibilidad con ciertos iones y es
susceptible a la biodegradacion (De-Bashan y Bashan, 2010).

En la Tabla 1.12, se resumen algunos resultados de trabajos realizados con P.
chrysosporium inmovilizado en diferentes materiales. La inmovilizacién referida es a

través del uso de un soporte o por atrapamiento.
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Los resultados obtenidos en la inmovilizacién de P. chrysosporium es variado. Las
eficiencias se encuentran entre un 40-90%; de acuerdo a los reportes de estos
trabajos la eficiencia depende de las condiciones del tratamiento, el reactor, el
material de inmovilizacion, la toxicidad del contaminante y la concentracion en la que

Se encuentra presente.

En camas de gel de alginato se ha utilizado para la biosorcién de Pb*" y Zn** (Arica
et al., 2003); biosorcion de metales pesados Cd(ll), Pb(ll) y Cu(ll) en aguas
residuales (Say et al.,, 2001) y biodegradacion de colorantes azo, antraquinona,
tiazina (Radha et al., 2005).

Recientes estudios hechos por Gomathi et al. (2012), muestran la decoloracién de un
efluente papelero por medio de la inmovilizacion del P. chrysosporium en alginato

dando un resultado aceptable del 83 % de decoloracién utilizando esta técnica.

Zhang et al. (2008), utilizaron la inmovilizacién del P. chrysosporium en esferas de
alginato de calcio con adicion de lignina, para la degradacion de fenantreno. En estas
pruebas se ensayaron tres didmetros diferentes de esfera para llevar a cabo la
degradacion. El resultado fue que las esferas con lignina y de tamafio mas pequefio

(diametro de 3.8 + 0.2 mm), se obtuvo un incremento del 15 % en la remocion.
El P. chrysosporium inmovilizado también ha sido estudiado en la biorremediaciéon de

suelos para degradar hidrocarburos poliarométicos (antraceno) y bifenilos
policlorados, encontrando su factibilidad de uso (Premjet et al., 2009).
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Tabla 1.12. Resumen de algunas aplicaciones del Phanerochaete chrysosporium

inmovilizado.
Inmovilizado (en L
material) Aplicacion Resultados Autor
Poliuretano y | Degradaciébn de 4- | Degradacion efectiva | Zouari et al., 2002
polietileno clorofenol Resultados 6ptimos

Alginato de calcio

Biosorcién de Hg(ll)
y Cd(ll) en medio
liquido

Resultados 6ptimos,
dependientes de pH
y temperatura

Kacar et al., 2002

Alginato de Calcio

Biosorcién de Pb* y
Zn*

Adsorcion de Pb**
hasta 59 % y zZn*
solo 8 %

Arica et al., 2003

Alginato de Calcio

Biodegradacion  de
penicilina en agua
residual

Remocion de DQO
en un 60 %

Mullai y Vishali, 2007

Alginato de calcio

Alginato de calcio-
lignina (esferas)

Degradacion de

fenantreno

Obtuvo 28% y 42%
en la degradacion de
fenantreno con
esferas de alginato-
Ca vy alginato-Ca-

Zhang et al., 2008

Lignina
respectivamente.
Espuma de | Tratamiento de agua | Remocién de: | Gbmez-Bertel et al.,
poliuretano residual del curtido | colorante 67 %, | 2008
de pieles cromo total 97 % y
DQO 12 %
Estropajo y espuma | Decoloracion de | Remocién de | Fernandez et al.,

de poliuretano

negro reactivo 5 en

colorante menor de

2009

medio solido y |44 %
liquido
Mallas de polietileno | Remocion de | Remocion DQO 69 | Morales-Fonseca et

metales Cd, Ni y Pb

%, Pb 57 %, Cd 74

al., 2010

con hioadsorbentes | % y Ni 98 %
en aguas

Alginato de Calcio Decoloracion del | Decoloracion hasta | Gomathi et al., 2012
efluente de una|un83%
industria papelera

Alginato de Calcio Degradacion de | Decoloracion hasta | Gonzéalez, 2012
colorantes de la|un90 %

industria textil
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La inmovilizacion del P. chrysosporium en esferas de alginato también ha sido
utilizada para la biocatélisis de enzimas, a manera de obtenerse elementos puros en
comparacion de aquellas que se obtienen cuando el hongo es utilizado en forma libre
(Peart et al., 2012).

Otros autores marcan el tamafio de poro de la esfera como un aspecto importante en
la inmovilizacion; denotandolo como el responsable de la interaccidn entre los
componentes inmovilizados y el paso de bio-macromoléculas, principalmente
proteinas (Sukhorukov et al., 2004; Peng et al., 2010).

1.5 Biorreactores

La utilizacion de elementos fangicos va ligada al uso de biorreactores, que sin duda
alguna son esenciales en los tratamientos microbiolégicos de aguas residuales. Un
biorreactor es un recipiente, fermentador o sistema que mantiene un ambiente
biolégicamente activo.
En éste se lleva a cabo un proceso quimico que involucra organismos o sustancias
bioquimicamente activas derivadas del cultivo de dichos organismos. En el caso de
los procesos aerobios se tienen objetivos definidos para mantener la fermentacion:
a) Mantener las células uniformemente distribuidas en todo el volumen de cultivo
a fin de prevenir la sedimentacion o la flotacion.
b) Mantener constante y homogénea la temperatura.
c) Minimizar los gradientes de concentracion de nutrientes.
d) Suministrar oxigeno a una velocidad tal que satisfaga el consumo del
microorganismo.
e) El disefio debe ser tal que permita mantener el cultivo puro; una vez que todo
el sistema ha sido esterilizado y posteriormente sembrado con el

microorganismo deseado.
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Fisicamente la forma comdn de un biorreactor es cilindrica y el tamafio varia desde
mililitros hasta metros cubicos y son usualmente fabricados en acero inoxidable o
vidrio. Para sistemas aerobios incluyen un mecanismo o dispositivo para el

suministro de aire.

Los biorreactores se dividen en 2 categorias de acuerdo a la forma en que se utiliza
la biomasa del microorganismo (Levin y Gealt, 1997):
e Biorreactores con biomasa en suspensidon; implica recuperacion y
recirculacion de biomasa para un proceso autosostenible.
e Biorreactores con biomasa inmovilizada; la biomasa se inmoviliza en algun

soporte y no se pierde con el efluente.

Dentro de estas clasificaciones se encuentran los biorreactores con agitacion
mecanica, con aireador de superficie, de biodiscos, de lecho fijo con flujo
ascendente, de lecho fluidizado, con flujo de aire ascendente (airlift) y de chorro.

La utilizacién de biorreactores va en crecimiento, por lo qgue multiples tratamientos de
agua son procesados a nivel laboratorio e industrial. A nivel piloto e industrial, se ha
tenido éxito con los biorreactores de membrana sumergida, donde ésta es utilizada
como soporte de los microorganismos en forma de consorcio para el tratamiento de
agua, generalmente de tipo municipal. Su aplicacibn ha dado como resultado
diferentes datos dependiendo de la carga del agua residual; entre los datos
representativos de este sistema se ha encontrado un tiempo de retencion hidraulica
de 0.5 h y una remocioén de amonio del 89.4 %, sin embargo la remocién de materia
organica ha demostrado un desemperio bajo (Tian et al., 2009).

A nivel laboratorio, el P. chrysosporium ha sido de los mas estudiados para remocion
de color. En estos estudios se ha analizado el efecto del biorreactor y el uso de
biomasa inmovilizada (Mielgo et al., 2002). Ejemplo de estos trabajos, se pueden ver

en Pakshirajan y Kheria (2012), donde se utiliz6 un biorreactor de contacto rotativo
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para el tratamiento de aguas residuales de la industria textil, logrando una remocion
de hasta el 83 % cuando el medio fue adicionado con glucosa.

En Ceribasi y Yetis (2001), se utilizd un reactor de lecho con P. chrysosporium y con
agitaciéon mecéanica de 200 rpm, logrando una maxima biosorcion de Ni(ll) y Pb(ll) en
un periodo de 3 horas.

Cerrone et al. (2011), utilizaron un biorreactor de columna de aire para remover los
contaminantes del agua residual de la industria del olivo, obteniendo una remocion
de color, DQO y fenoles del 65, 73 y 89 % respectivamente.

En Rodarte-Morales et al. (2012), se encuentra reportado el uso del P.
chrysosporium inmovilizado en espuma de poliuretano, inoculado en biorreactores de
tanque agitado y de lecho fijo con el fin de eliminar de las aguas residuales de la
industria  farmacéutica, residuos de diclofenaco, ibuprofeno, naproxeno,
carbamazepina y diazepan, obteniendo mejores resultados de biodegradacion en un
biorreactor de lecho fijo.

1.5.1 Biorreactor airlift

En términos generales, un biorreactor busca mantener ciertas condiciones
ambientales propicias (pH, temperatura, concentracidon de oxigeno, etc.) para el
organismo que se cultiva o la sustancia quimica utilizada. El uso del reactor airlift se
basa en el principio de agitacion neumatica donde la inyeccién de gas (aire) permite
una eficiente oxigenacion para el proceso o cultivo. Su utilizacion es bastante
rentable en aplicaciones donde el costo-eficiencia es un parametro importante y el
manejo delicado de microorganismos. Sin embargo es necesario tomar en
consideracion que esta oxigenacion depende en gran medida de las caracteristicas
de la bomba de aire, el flujo, presion, diametro de tuberia, distancia de inyeccién y el
difusor de aire (Kassab et al., 2009).
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Un biorreactor airlift estd compuesto por una jarra externa de vidrio o acero
inoxidable con capacidades diferentes en litros, puede utilizar un bafo recirculador
con chaqueta, una malla térmica o bien sin el uso de estas para su manejo en
cuartos con temperatura controlada; algunos cuentan con un tubo interno que
distribuye el flujo de gas para que éste agite la muestra en forma delicada y uniforme.
Tiene una tapa en acero inoxidable o material vinil acrilico con puertos en los que se
colocan sensores o controladores tales como electrodos de pH, de oxigeno disuelto,
burbujeador, entradas y salidas para dosificacion de base y &cido, gases,

antiespuma y termopozo.

En algunos casos los instrumentos de sensado y control son conectados a un
controlador que permite automatizar el proceso por medio de lenguaje propio de

programacion.

La Figura 1.5 muestra el esquema béasico de un birreactor airlift y la identificacion de
sus partes. El biorreactor estd compuesto por: un fermentador que constituye la parte
central del cuerpo del biorreactor y su objetivo principal es proveer un espacio
adecuado y o6ptimo para el desarrollo de la biorremediacion. Un dispositivo para
suministro de aire, esta constituido por una bomba y un regulador de flujo, cuya
funcién es administrar la cantidad adecuada e indispensable de aire para el proceso
y es evaluada a través del sensor de oxigeno. El control de pH, es otro factor
influyente en el tanque, es monitoreado por un sensor de pH y regulado por
dosificadores con buffer basico o acido, manteniendo un valor constante determinado
de pH. El sensor de temperatura, controlador y dispositivo de calentamiento
mantienen la temperatura constante en el tanque continuamente o bien por periodos
de tiempo. El ultimo elemento es el control central, el cual puede operar por un

mecanismo automatico programable o de manera manual.

Un factor importante en el uso del airlift, es la velocidad del aire, que se debe

controlar para mantener la homogenizacion del medio y proporcionar al
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microorganismo la aireacion adecuada. El efecto de este pardmetro sobre el
desarrollo del microorganismo ha sido estudiado a través de modelos matematicos
que consideran el flujo, y la velocidad de aireacion (Milivojevic et al., 2007; Wang et
al., 2011).

I
o
Control pH
ooo0ooc
nnornnne
I:IEIEI:IDEIQ
ﬁﬁ% Fermentador

Controlador

Bomba de aire

Figura 1.5. Esquema de un biorreactor airlift.

Los biorreactores airlift son utilizados en numerosas aplicaciones de la industria y del
medioambiente referidas al tratamiento de aguas (Merchuk, 1990; Chisti y Moo-
Young 1993). El uso de este tipo de reactores con biomasa libre de diferentes
microorganismos para el tratamiento terciario de efluentes se encuentra en algunos
reportes, sin embargo se han encontrado pocos trabajos acerca del tema, por lo que
su aplicaciébn aun continua en estudio; y aun mas el andlisis de su efecto en
microorganismos inmovilizados. Ejemplos de estas investigaciones son las
siguientes, Bo Jin et al. (2001) probd un airlift con biomasa fangica, donde obtuvo el
95 % de disminucion de la DQO. Fenice et al. (2003), trabajaron con Panus tigrinus

un HPB para la produccién de enzimas extracelulares Lacasa y MnP en un
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biorreactor airlift, aprovechando las aguas residuales de olivo como medio, el cual
fue suplementado con 0.5 % de sacarosa y extracto de levadura en 0.1 % como
fuente de carbono-nitrégeno; sin embargo los resultados obtenidos fueron bajos.
Fang y Zhou (2007) utilizaron Brettanomyces para remover Cr (lll) de aguas
residuales de curtidurias, observando que la materia organica disuelta se redujo en
un 83 %, sin embargo el microorganismo se vio afectado por los componentes acidos
del influente. Sepehr et al. (2012), estudiaron la remocién también de Cr (Ill) de un
efluente del mismo origen, utilizando Aspergillus niger, adicionando nutrientes como
fosforo y nitrégeno. En este caso se logro el 86 a 96 % de remocion.

Otro estudio de degradacion de acetona en un biorreactor airlift con capacidad de 39
L, utilizando 2 L de Thiosphaera pantotropha en estado inmovilizado en
poliacrilamida, mostrd el 100 % de remocion en un periodo de 5 meses (Hwang et al.,
2012).

En un trabajo reciente realizado por Nitayavardhana et al. (2013), se reportd la
produccién abundante de biomasa fungica de Rhizopus oligosporus a partir de
residuos de vinaza en el que se adiciono nitrégeno y fosforo, obteniendo la reduccion

del contenido organico en un 80 %.

Con respecto al uso de P. chrysosporium inmovilizado y operando en airlift, en el
trabajo de Gonzélez (2012) se expone la decoloracién del azul de remazol (colorante
utilizado en la industria textil) utilizando un medio de cultivo a base de cereal integral
de trigo, encontrando que el disefio del airlift promueve la secrecién de enzimas del
hongo, potenciando especificamente la produccion de lacasa, por lo que las
eficiencias con micelio libre alcanzaron una total decoloracion en pocas horas,
mientras que micelio inmovilizado alcanz6 el 90% en un tiempo mas prolongado.
Esta diferencia fue atribuida a la limitacion del encapsulamiento del hongo, referente

a la restriccion en la transferencia de masa de los nutrientes y las enzimas.
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2. METODO

En el esquema de la Figura 2.1, se presentan las etapas de investigacion que
integran el proyecto de estudio en el tratamiento del agua residual de una industria
alimenticia utilizando la biomasa inmovilizada P. chrysosporium en un reactor airlift,

posteriormente se describen cada una de esas etapas.

-
“Tratamiento del agua residual de una industria alimenticia utilizando la
biomasa inmovilizada Phanerochaete chrysosporium en un reactor airlift

con parametros controlados”

N\

f - -7 -y -7
Caracterizacion del W Inmovilizacion del P.

< \ 4 > .
agua a tratar J‘ [ chrysosporium

) !

( : 4 )
»| Tratamiento de agua a Determinacion
nivel laboratorio de las
| caracteristicas
»  del efluente
[ . .7 \
Determinacion
de enzimas
. \ 4 - J
Instrumentacion .
L Tratamiento de " )
y automatizacion agua a nivel | Determinacion
del Biorreactor piloto de biomasa del
efluente
\ J
A 4

Anéalisis del efecto de las
condiciones de tratamiento del

agua residual

Figura 2.1. Bosquejo del método.
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2.1 Caracterizacion del efluente

Se procesaron dos muestras de agua residual de una industria cervecera ubicada en
el estado de México. Una muestra corresponde al efluente que proviene de la de la
etapa del proceso posterior a la fermentacién del producto para la elaboraciéon de
cerveza. La otra muestra corresponde a un volumen de agua tratada del efluente,
mediante un proceso convencional en una planta tratadora de agua residual (PTAR)
que consta de filtrado de solidos grandes y pequefios, un tratamiento biolégico dual
(aerobio y anaerobio), una etapa de sedimentacion y una etapa final de desinfeccion
con hipoclorito de sodio. De acuerdo a informacién de la planta, el efluente tratado es
vertido al sistema de alcantarilado municipal cumpliendo con los parametros
establecidos en la NOM-002-SEMARNAT-1996.

Los dos efluentes fueron analizados para determinar su composicion y verificar que
el efluente cumpliera con las necesidades nutrimentales para el desarrollo y
actuacion del P. chrysosporium seleccionando en esta etapa el tipo de efluente a
utilizar durante la investigacién. Los parametros y métodos utilizados para la

caracterizacion de las aguas se presentan a continuacion.

pH. La determinaciéon de pH se realiz6 de acuerdo a la NMX-AA-008-SCFI-2011,
utilizando un electrodo combinado en un equipo HANNA modelo HI 9126 (Figura
2.2). Cabe sefalar que antes de la determinacion, el dispositivo fue calibrado para su

uso.

Figura 2.2. pH-metro HANNA modelo HI 9126.
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Temperatura. La temperatura del agua se determiné de acuerdo a la NMX-AA-007-
SCFI-2000 utilizando un termdémetro de vidrio con columna de mercurio con

graduacion en grados Celsius.

Turbiedad. La turbiedad se determind de acuerdo a la NMX-AA-038-SCFI-2001 con
un turbidimetro marca Cole Parmer modelo Vernon Hills, lllinois 60061 a un rango de

lectura de 0-200 UNT. El equipo utilizado se muestra en la Figura 2.3.

Figura 2.3. Turbidimetro Cole Parmer.

La medicién se realiz6 con el dispositivo encendido, previa calibracién, siguiendo los
siguientes pasos:

1. Se vertio la muestra en la celda de uso general hasta cubrir % partes del llenado,
se tapd y se colocé en el orificio de lectura; tapandola con el capuchén para evitar
falsas lecturas.

2. Se verifico la estabilidad de la lectura y se registré el dato.

Conductividad. El analisis de conductividad siguid los lineamientos de la NMX-AA-
093-SCFI-2000. Se utiliz6 un equipo Denver Instrument modelo 250, el cual se
muestra en la Figura 2.4. El equipo se encendié minutos antes de las lecturas y
posteriormente se realiz6 su calibracion, para la toma adecuada de lecturas. Para la

calibracion se llevaron a cabo los siguientes pasos:
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Figura 2.4. Conductimetro Denver-Instrument.

1. Se verti6é una alicuota aproximada de 20 mL en una probeta con capacidad de 25
mL.

2. Se introdujo el electrodo verificando que el orificio sensor quede dentro de la
muestra y se agit6 para librar alguna posible burbuja de aire.

3. Se verifico la estabilidad de la lectura y se registro el dato.

DQO. Este andlisis se determiné de acuerdo a la NMX-AA-030-SCFI-2001 y las
disposiciones que marca para muestras con alta carga organica, debido a que una
agua residual de la industria cervecera esta por arriba de los 2250 mg/L (Feng et al.,
2008). Para la determinacion se utilizaron las siguientes disoluciones:
a) Solucion digestora para altas concentraciones a base de dicromato de potasio
al 0.25 My 0.025 M.
b) Solucion de sulfato ferroso amoniacal hexahidratado al 0.25 M y 025 M (SAF).
c) Solucion de acido sulftrico-sulfato de plata con una relacion 5.5 Ag,SO, / kg
H,SO,.
d) Solucion de la muestra control, preparada con biftalato de potasio 0.17 g/L en
H,O, equivalente a 200 mg/L de DQO.
e) Solucion de indicador 1,10 fenantrolina.

f) Blanco, H,O destilada y estéril.
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El procedimiento para la determinacion de la DQO, se llevé a cabo de la siguiente
manera

1. Dilucion de la muestra. Se corridé una prueba presuntiva que permite conocer el
porcentaje de disolucion de la muestra que debe aplicarse para poder leer los valores
de DQO, por lo que la muestra se diluy6 al 2y 5 %.

2. Preparaciéon de las muestras para su digestion. Para cada dilucion se sigui6 el
mismo procedimiento. Se colocaron en cada uno de los tubos 1.5 mL de solucion
digestora, se tom6 una alicuota de 2 mL de la muestra a analizar (diluida) y se
afadi6 cuidadosamente 3.5 mL de acido sulfarico-sulfato de plata, tomando las
precauciones necesarias debido a la reaccion de calentamiento que sufre. Se cerré
cada tubo y se homogenizé la mezcla con una leve agitacion, se liberaron los
vapores y se volvio a cerrar el tubo perfectamente, limpiando la parte exterior. En
cada caso se utilizé un control de 200 mg/L DQO y un blanco con agua estéril, como
referentes.

3. Digestion de las muestras. Los tubos se colocaron en un digestor marca HACH,
modelo DBR 200 con capacidad para 30 muestras (Figura 2.5), el cual fue
previamente encendido y precalentado hasta alcanzar la temperatura de 150°C. Una
vez colocadas las muestras en el digestor, se seleccion6 en el equipo el modo COD
(DQO) con un tiempo de 120 minutos, indicando la digestién de las muestras durante

ese tiempo.

Figura 2.5. Digestor modelo DBR 200 marca HACH, encendido a 150 °C en modo
COD.
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4. Titulacion de las muestras digeridas. Terminado el proceso de digestion (120
minutos), las muestras se retiraron del digestor y se enfriaron por un lapso de 30
minutos (Figura 2.6).
Para realizar la titulaciéon Se llené una bureta con capacidad de 25 mL de solucién
SAF 0.025 M. Se vacio la muestra digerida en un vaso de precipitado y se le coloco
una gota de indicador 1,10 fenantrolina. Esta mezcla se tituldé con la solucion SAF al
vire de azul verdoso a café rojizo y se registré el dato de los mililitros gastados de
SAF.
5. Obtencion de la molaridad real de la solucion SAF. Se coloc6é en un vaso de
precipitado una solucién compuesta por 1 mL de dicromato de potasio 0.025 M, 9 mL
de H,O estéril, 3 mL de acido sulfurico concentrado y 1 gota de fenantrolina. Fue
titulada con solucion SAF 0.025 M al vire de azul verdoso a café rojizo, se registro el
valor de los mL gastados y se calcul6 el valor real de molaridad de acuerdo a la
ecuacion 1.

Ci-V1

Vsar

Csar =

(1)

Donde:

Csar es la moralidad real de la solucion SAF.

C, es la concentracion del dicromato de potasio.
V; es la alicuota del dicromato de potasio.

Vsar €s el volumen gastado de SAF.

6. Célculo de la DQO. Con los valores obtenidos en la titulacion de la muestra y la
valoracion de molaridad de la solucién SAF se realizaron los céalculos de DQO con la

ecuacion 2. Los valores son expresados en mg/L.

D00 (V2 V4)-M-8000 .

C
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Donde:
V, es el valor de mililitros de SAF gastados en el blanco.

Vy, es el valor de mililitros de SAF gastados en la muestra.
M es la molaridad valorada del SAF.

V. es el volumen de la muestra.

Figura 2.6. Enfriamiento de muestras posteriores a la digestion.

Oxigeno disuelto (OD). Se determin6 con un medidor de OD marca HANNA modelo
HI4195 en un rango de lectura de 0-100 % que se define como el porcentaje de

oxigeno disuelto en 1 litro de agua. El equipo utilizado se muestra en la Figura 2.7.

Figura 2.7. Medidor de oxigeno HANNA modelo HI4195.

43



METODO

La medicion se realizé con el dispositivo encendido, previa calibracion, siguiendo los
siguientes pasos:

1. Se coloco el electrodo sensor dentro de la muestra de agua residual por un
periodo aproximado de 5 minutos.

2. Se verifico la estabilidad de la lectura y se registro el dato.

Azlcares reductores. Con base en el procedimiento “Determinacion de azucares
reductores por licor de Fehling” de la Universidad del trabajo de Uruguay, se
utilizaron las siguientes disoluciones:

a) Solucion cuprica, 70 g de sulfato de cobre en agua caliente; se enfrid y con
agua se completo el volumen hasta un litro. También llamada Fehling I.

b) Solucion sodica, 350 g de sal de tartrato de sodio y potasio, mas 100 g de
hidréxido de sodio en agua en un litro de agua destilada. Conocida como
Fehling II.

c) Solucion de dextrosa, 2 g de dextrosa por litro de H,O.

d) Indicador azul de metileno.

Se determiné este pardmetro para cada una de las muestras siguiendo los siguientes
pasos:

1. Se mezcl6 solucién sodica y cuprica en 1mL cada una, para desarrollar el licor
Fehling, se adicioné H,O destilada en cantidad de 10 mL.

2. Se utilizé una parrilla de calentamiento marca Thermo Scientific hasta llevar la
mezcla a ebullicién, se colocé una gota de indicador azul de metileno.

3. El licor de Fehling en ebullicion se mantuvo en agitacion, se titulé con una solucién
de dextrosa de 2 g/L, hasta el vire de color azul a café rojizo, se registraron los mL
gastados (T) en la valoracion.

4. Se titulo el licor de Fehling en agitacion, con cada una de las muestras del efluente
hasta el vire de color azul a café rojizo y se anoté los mL gastados (G) en la
titulacion.

5. Se determino la cantidad de azucares de acuerdo a la siguiente ecuacion:
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1000 - T
G

3)

Azlcares reductores mglL =

Proteinas. Para la determinacion de proteinas se utilizé un espectrofotometro UV/VIS
marca PerkinElmer modelo Lambda 35 (Figura 2.8) con los siguientes pasos:

L

WL R

Figura 2.8. Espectrofotometro marca PerkinElmer modelo Lambda 35.

1. Las proteinas se leyeron a 280 nm de acuerdo a una curva de calibracién de
Albumina Bovina a concentraciones de 0 hasta 1000 ug/mL (Figura 2.9), la cual

puede ser utilizada hasta lecturas de 1000 ug/mL.

Curva de calibracién de proteinas
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0.6 »
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3 0.4 —
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Concentraciéon de Albumina

Figura 2.9. Curva de calibracién para determinacién de proteinas (r*=0.9980).

45



METODO

2. Se prepar6 la muestra centrifugando a 5000 rpm por espacio de 15 minutos,
utilizando el sobrenadante y se toma lectura.
3. Las muestras con lecturas que salieron del rango se diluyeron y se realizé

nuevamente su lectura.

2.2 Inmovilizacién de P. chrysosporium

La cepa P. chrysosporium identificada como HEMIM-5 fue resembrada cada mes en
el medio de cultivo solido agar papa dextrosa (PDA), utilizando cajas de Petri y tubos
de ensayo e incubando a 28 °C, durante 7 dias, para preservar la cepa. El medio fue
preparado pesando 39 g de PDA marca Bioxon, disolviendo en un litro de agua.
Ambos componentes fueron previamente esterilizados. Esta actividad continud
realizandose el tiempo que duré la investigacién para preservar la cepa.

Una vez que se asegur0O la preservacion de la cepa, se procedido a inmovilizar la

biomasa del hongo, llevando a cabo las actividades que a continuacion se describen.

2.2.1 Adaptaciéon del hongo en medios de cultivo sélido

Para estas pruebas se utilizd6 medio sélido preparado suplementado con: 1) extracto
de levadura (PDY) con una relacion de 0.5 g/L de papa dextrosa, 0.4 g/L de extracto
de levadura y 17 g/L de agar bacteriolégico. 2) Cereal de trigo y cebada (AB) con una
relacion de 20 g/L, 10 g/L de dextrosa y 17 g/L de agar bacteriol6gico. Utilizando
cada formulacion por separado para seleccionar el medio adecuado que proporcione
los elementos nutritivos al hongo en la inmovilizacion.

Como blanco se utiliz6 el medio comercial agar dextrosa de papa (PDA) con una
relacion de 39 g/L.

El hongo se sembré en condiciones estériles y fue incubado a 28 °C por 7 dias.
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2.2.2 Inmovilizaciéon del P. chrysosporium en esferas de alginato de

sodio-calcio

Para inmovilizar el micelio del hongo en esferas de alginato, se prepardé micelio
suspendido de P. chrysosporium, utilizando micelio crecido en medio sélido de cultivo
reciente (15 dias como maximo), bajo el procedimiento siguiente:

1. Homogenizacién del micelio. Se atempera una caja de Petri de micelio de P.
chrysosporium contenido en agar. En medio estéril, se hacen cortes o secciones de 1
cm? aproximadamente sobre el micelio.

El micelio seccionado contenido en la caja se coloca en un matraz con 100 mL de
agua destilada y esterilizada (Figura 2.10) y se pone en agitacion (200 rpm) por 24 h
para garantizar que el hongo se encuentre en forma homogénea. Una vez obtenido,
éste se almacena a 4 °C para su uso posterior. EI micelio homogeneizado fue
renovado mensualmente de manera continua, y se conserva en refrigeracion durante
ese tiempo a 4 °C con la finalidad de disminuir la actividad metabdlica del

microorganismo.

Figura 2.10. Contenido de una caja de Petri de P. chrysosporium cultivado en PDA 'y

seccionado para obtener micelio suspendido en forma homogénea.

2. Inmovilizacién del micelio. Para la inmovilizacién del P. chrysosporium, se siguio el

meétodo indicado por Zahmatkesh et al. (2010), el cual consistid en inmovilizar el
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micelio suspendido y homogeneizado de P. chrysosporium en esferas de alginato

sodio-calcio.

Para formar las esferas, se realizaron las pruebas descritas a continuacién en los

siguientes 4 puntos.

2.2.2.1. Variacion de la concentracion de alginato

Se prepararon soluciones acuosas de alginato de sodio en concentraciones de 25,
30 y 35 g/L (Sigma Aldrich), con previa esterilizacion del alginato y del agua. Las
soluciones se colocaron en un agitador electromagnético a altas revoluciones, de
modo que fuera posible apreciar el vortice. Posteriormente a esta mezcla se le
agrego6 una alicuota de solucion del micelio suspendido en relacion de 80 mL/L, y se

mezclé nuevamente para homogenizar (Figura 2.11).

Figura 2.11. Mezcla de alginato de sodio y micelio suspendido.

2.2.2.2. Variacion de la concentracion de la solucion de cloruro de calcio

Alternativamente se prepararon soluciones de cloruro de calcio marca Meyer a

concentraciones de 25, 30 y 35 % (p/v) en agua destilada, agitando en un agitador
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magnético. Previamente se esterilizaron por 15 minutos el cloruro de calcio y el agua

de preparacion.

La mezcla de alginato de sodio y micelio fue vertida por goteo con jeringas de 5 mL
en las soluciones de cloruro de calcio correspondiente (25, 30 y 35 % (p/v), para
formar esferas de alginato de sodio-calcio. Las esferas obtenidas con el micelio
atrapado, se mantuvieron a 4 °C durante 24 h en cloruro de calcio, para endurecer la

esfera y proporcionar porosidad a la misma.

Transcurrido el tiempo de contacto de las esferas con el cloruro de calcio, fueron
filtradas, lavadas con agua estéril de 4 a 5 veces para eliminar el cloruro de calcio
residual, fueron almacenadas en agua estéril y preservadas a 4 °C para su posterior
uso. En la Figura 2.12, se aprecian las esferas formadas por el goteo de la mezcla de
alginato de sodio con el micelio suspendido, y su vertimiento en cloruro de calcio.

Figura 2.12. Vertido por goteo de la mezcla de alginato de sodio y micelio suspendido
de P. chrysosporium en cloruro de calcio (izquierda) y formacion de esferas con

micelio inmovilizado (derecha).
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2.2.2.3. Adiciéon de carbonato de calcio ala solucion de alginato

A la solucioén de alginato de sodio se le adicion6 el 5 % de volumen de CaCOg3 con la
finalidad de aumentar la porosidad en la esfera (Zhang et al., 2008).
La mezcla final fue vertida por goteo en la solucién de cloruro de calcio siguiendo el

mismo método marcado en el punto anterior.

Adicionalmente se vari6é el tamafio de la esfera de 3 y 4 mm, la cual se logré
utilizando jeringas de 5 mL equipadas con aguja y sin aguja, dando lugar a dos
tamafnos de esferas de diametro 3 mm con aguja y diametro 4 mm sin aguja. El
procedimiento de lavado y conservacion de las esferas fue el mismo que el

establecido en los puntos anteriores.

2.2.3. Caracterizacion de la esfera de alginato

Del resultado de las variaciones realizadas en las etapas anteriores, se
seleccionaron las esferas que cumplieran con las condiciones adecuadas para su
uso en el tratamiento del agua residual de la industria cervecera (estabilidad, firmeza,
no tendencia a la aglomeracion y permanencia en el agua). A las esferas
seleccionadas se les realiz6 un estudio de caracterizacion superficial para

complementar su identificacion.

El primer estudio consistié en la determinacion de las caracteristicas morfologicas de
la esfera a través de micrografias obtenidas mediante la técnica MEB (microscopia
electrénica de barrido) utilizando un equipo marca JEOL modelo JSM-6610LV
(Figura 2.13), de acuerdo a la siguiente descripcion.

1. Se prepararon las esferas muestra sobre el porta muestras circular propio del
equipo, adheridas con cinta de cobre doble cara.

2. Se coloco el porta muestras dentro de la camara del equipo.
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3. Se despresurizo el equipo para su trabajo en vacio.
4. Se prendi6 la camara infrarroja para fijar la distancia de imagen y se enfocaron los

lentes.
5. Se ajustaron los controles de distancia, luz e imagen, se tomaron las micrografias

de las muestras.

Figura 2.13. Microscopio electrénico de barrido marca JEOL modelo JSM-6610LV.

El segundo estudio consistié en la determinacion de las caracteristicas superficiales
de la esfera, mediante la adsorcion de N,, con el método BET (Brunnauer, Emmett y
Teller), relativas al area superficial, asi como volumen, area y didmetro de poro,
utilizando para ello un sortémetro BELSORP-aqua® de BEL Japan, Inc. (Figura 2.14).

Figura 2.14. Sortémetro BELSORP-aqua® (izquierda), introduccién de muestras al

equipo (derecha).
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La determinacion en este equipo se realizo de la siguiente manera:

1. Las esferas de alginato se pretrataron a 85°C durante 1 h.

2. Las esferas pretratadas se colocaron en las celdas tubulares propias del equipo y
fueron pesadas analiticamente.

3. Las celdas fueron ubicadas en la parte superior del sortdmetro, en su respectiva
posicion.

4. La camara de inundacion fue provista de nitrégeno liquido y posteriormente se
colocé bajo las celdas.

5. Se inici6 el equipo, la cAmara de inundacion cubrio las celdas y las perlas se
sometieron al N, por un periodo de 5 horas.

6. La interfase grafica del equipo mostré los resultados del anélisis.

2.3 Evaluacion del efecto de la inmovilizacion del P. chrysosporium en

diferentes medios de cultivo

Con el propdésito de evaluar el efecto de la inmovilizacion del hongo, se llevo a cabo
un seguimiento del desarrollo de la biomasa en diferentes medios de cultivo, asi
como el registro del cambio en la calidad de dichos medios para verificar la
adaptacién del hongo inmovilizado al medio y su adecuado desarrollo. En esta etapa
fue elegido el medio de cultivo favorable para el desarrollo de la biomasa.

Al medio de cultivo elegido se le determind la cantidad de carbono y nitrogeno a fin
de establecer la relacibn Carbono-Nitrégeno (C/N) favorable para el desarrollo de la
biomasa del P. chrysosporium en condiciones de inmovilizacion en esferas de

alginato.
La determinacién de la relaciéon C y N se realiz6 de acuerdo al método de andlisis

elemental por combustion, utilizando un analizador organico CHNS-O marca Thermo

Scientific modelo Flash 2000 mostrado en la Figura 2.15.
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5 Gy

Figura 2.15. Analizador organico CHNS-O vista exterior e interior.

El procedimiento consisti6 en colocar una muestra de 0.3 g del medio de cultivo
elegido en una cdmara sobre cpsulas de estafio, programando al equipo para el
andlisis C-N. La cdmara se inundé de Helio a una presion de 1350 psi como gas de
referencia y con oxigeno a una presion de 2500 psi como gas de acarreo. Al finalizar

el andlisis, se tomé el dato proporcionado por el equipo.

2.3.1 Preparacion de los medios de cultivo

Se trabaj6 con medios de cultivo preparados considerando principalmente la
presencia de materia organica para simular las caracteristicas que pudieran
presentar las aguas residuales de la industria alimenticia y determinar la efectividad
de la inmovilizacion.

En una primera etapa, los medios de cultivo utilizados fueron los provenientes del
agua de remojo de granos de cebada y los compuestos a base de cereal de trigo
(AB) sin adicion de dextrosa y suplementado con dextrosa, esta Ultima para

determinar la suficiencia de fuente de carbono para el desarrollo del hongo.
Los medios de cultivo utilizados en esta segunda etapa fueron medios liquidos:

1. Preparacioén solo con AB en relacién 10 g/L y 2. AB en la misma relacibn mas un

suplemento de dextrosa en 50 % volumen.
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2.3.1.1 Medio compuesto por el remojo de cebada

La cebada en grano fue adquirida (Figura 2.16) en San Antonio Calpulalpan en el
estado de Tlaxcala, debido a que es reconocido como un lugar dedicado a la
produccion de grano para la malta y de proveer el tipo de grano de cebada apropiado
para el proceso cervecero en el pais (Lopez et al.,, 2007). También es importante
sefalar que la cascarilla de la cebada tiene una composicioén de celulosa en un 30-35
%, lignina 14-15 % y hemicelulosa de un 24-29 % (Abdolali et al., 2014).

Para el remojo de la cebada se utiliz6 30 % méas de cantidad de agua con respecto a
la cantidad de grano, debido a que éste absorbe de un 30-40 % de agua durante este
lapso (Hernandez y Hernandez, 1996). La mezcla se mantuvo en agitacion durante 8
horas a temperatura ambiente. Una vez transcurrido el tiempo de remojo de la
cebada, el sobrenadante fue filtrado.

Figura 2.16 Cebada utilizada en el remojo.
La Figura 2.17, muestra los remojos de cebada, los cuales fueron realizados a 8
horas en una proporcion grano-agua de 100 g/130 mL y a una hora con una

proporcion grano-agua de 17.5 g/100 mL.

También se siguio el trabajo de Morales y Ruiz (2008), preparando un medio con el

remojo de 175 g de grano en 1000 mL de agua destilada a temperatura ambiente, la
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mezcla fue mantenida en agitacion por una hora. Posterior a la obtencion de cada

medio de cultivo, éstos fueron esterilizados.

Figura 2.17. Remojo de agua de cebada, izquierda proporcion de 100/130, derecha
proporcién de 17.5/100.

2.3.1.2 Medio AB suplementado con dextrosa

La preparacion del medio inicia con la molienda de un cereal a base de trigo y
cebada, en un mortero de porcelana y tamizado en mallas de 30 y 40, como se

muestra en la Figura 2.18.

De acuerdo a la informacién comercial del cereal, contiene trigo entero, azlcar,

salvado de trigo, harina de trigo, extracto de malta, sal yodada, maltodextrina, 4cido
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ascorbico (vitamina C), hierro reducido, 6xido de zinc, alfa-tocoferol acetato (vitamina
E), niacinamida (niacina), palmito de retinol (vitamina A), cobalamina (vitamina B12),
clorhidrato de piridoxina (vitamina B6), mononitrato de tiamina (vitamina Bl),
rivoflamina (vitamina B2) y acido fdlico. Al tener como base el cereal de trigo se
busca proporcionar una fuente de alimento al HPB y promover la secrecion de
enzimas (Arora et al., 2002; Songulashvili et al., 2007; Morales y Ruiz, 2008; Taccari
et al., 2009).

El medio se prepar6 con esta harina en relacion de 10 g/L y se le adiciond dextrosa
en relacion de 5 g/L, resultando en un medio como el mostrado en la Figura 2.19.
También es utilizado en una relacién de 20 g/L y adicion de 10 g/L de dextrosa. La
adicién de dextrosa es una fuente adicional de carbono, la cual es utilizada para
complementar la fuente de carbono en un medio de cultivo (Fenice et al.,, 2003;
Gbomez-Bertel, 2008; Cerrone et al., 2011; Pakshirajan y Kheria, 2012).

Otro medio utilizado fue preparado con almidén, en las mismas proporciones que AB,
para determinar el efecto del uso de micelio libre e inmévil y micelio de anterior y

reciente cultivo.

Figura 2.19. Medio AB suplementado con dextrosa.
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2.3.1.3 Medio AB sin dextrosa

La preparacion del medio AB contiene molienda de cereal, en proporcion 1/10 y es

mostrado en la Figura 2.20. En este caso no se adiciond dextrosa.

Figura 2.20. Medio AB.

2.4 Tratamiento de agua a nivel laboratorio

Se desarrollaron pruebas a nivel matraz, del agua residual en estudio considerando
el medio elegido en la inmovilizacion del P. chrysosporium. Como blanco se utiliz6 el
micelio libre del hongo, permitiendo en ambos casos, la oxigenacién por agitacion
mecénica en un agitador de orbital marca Heildoph modelo Unimax 1010, con

temperatura constante de 28 °C (Figura 2.21).

Figura 2.21. Agitador de orbital Heidolph modelo Unimax 1010 e Incubador modelo
Inkubator 1000.
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En la prueba se utilizaron matraces Erlenmeyer de 125 y 250 mL con alicuotas de
100 y 200 mL respectivamente, con el P. chrysosporium en preparacion de micelio
libre y en esferas de alginato de modo inmovilizado en cantidad de 10 mL/L y de 5 a
40 g/L respectivamente, los tiempos de prueba utilizados fueron de 7 a 12 dias, con
toma de muestras en tubo, continuas de 10 mL. Las pruebas se realizar6n con

materiales y agua residual esterilizados, en areas sanitizadas y con dos repeticiones.

2.4.1 Determinacion de la relacion biomasa sustrato del efluente

En esta prueba se determiné la cantidad de biomasa o en su caso la cantidad de
esferas necesarias en el tratamiento. Para la prueba se utilizaron 6 matraces de 125
mL con alicuotas de 100 mL del efluente e inoculados con 0.5, 1, 2, 3y 4 g de
esferas de alginato. La cantidad de esferas o biomasa se determin6 de acuerdo a la
biomasa obtenida, asi como de la estabilidad de las esferas y la capacidad de

remociéon de DQO vy turbiedad del efluente final.

2.4.2 Determinacion de las caracteristicas del efluente tratado

De acuerdo a las normas mexicanas y los métodos mencionados en el punto 2.1, se
determinaron parametros de calidad del efluente tratado a nivel laboratorio,
considerando las mismas mediciones realizadas en el agua residual.

Las determinaciones se hicieron para el efluente tratado con micelio libre e

inmovilizado.
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2.4.3 Determinacion de la biomasa de P. chrysosporium

La determinacion de biomasa se obtuvo en base a la diferencia de pesos del P.
chrysosporium libre e inmovilizado antes de inocular y al final de la etapa de
tratamiento del efluente. Para llevar a cabo la cuantificacion de la biomasa, se filtro el
contenido de los matraces utilizando papel filtro, y colocandolo en cajas de Petri para
su secado a 103 °C por una hora, para después enfriar en desecador, la biomasa se
obtuvo por diferencia de pesos y la ganancia de biomasa resulté de la comparativa
de biomasa inicial y final.

2.4.4 Determinacién de enzimas secretadas por el P. chrysosporium

En todos los casos, la actividad enzimatica fue expresada como el niamero de
unidades de enzima por litro de disolucion (U/L), donde U representa la cantidad de

enzima que cataliza 1 umol de sustrato por minuto (Gonzalez, 2012).

La evaluacion de la actividad enziméatica se orient6 a 2 de las enzimas
representativas del P. chrysosporium; Manganeso peroxidasa (MnP) y Lignina
peroxidasa (LiP). Ambas enzimas fueron determinadas por métodos colorimétricos
utilizando un espectrofotdmetro con un equipo Lambda 35 marca PerkinElmer en
celdas de cuarzo con un volumen de 3 mL y de acuerdo a los siguientes

procedimientos (Gil et al., 2012):

Enzima MnP (e=4460 M cm™). Se determin6 con base en la oxidacién del rojo de
fenol a una longitud de onda de 610 nm. La mezcla utilizada contenia; 0.3 mL de rojo
de fenol al 1 % p/v en Hidréxido de Sodio, 0.3 mL de Lactato de Sodio 250 mM en
buffer pH 4.5, 0.6 mL de Albumina Bovina al 0.5 % p/v, 0.15 mL de Sulfato de
Manganeso 2 mM, Peroxido 2 mM en buffer de Fosfato de Sodio pH 8 y una muestra

59



METODO

del sobrenadante de 1.5 mL; esta mezcla se homogeneizé y se calent6 utilizando un

bafio de agua a temperatura constante de 30 °C por un tiempo de 5 minutos.

Enzima LiP (29300 M™* cm™). El sustrato para esta enzima fue el Alcohol Veratrilico
a una longitud de onda de 310 nm. La mezcla se prepar6 con 1 mL de Citrato de
Sodio en buffer pH 3, 0.5 mL de Alcohol Veratrilico 10 mM, 0.5 mL de Peroxido 2 mM
y una muestra de 0.5 mL del sobrenadante, se homogeneizé y dejo actuar por 2

minutos.

En ambos casos la determinacion final de las unidades enzimaticas (U/L) se calcul6

de acuerdo a la ecuacion 4:

(UIL) = (umol /min x L)= ~2ABS X molxm x Vr
I ) exVmxt 4)

Siendo:
AABS. Es la absorbancia de lectura.

mol. Constante (1000).

m. Distancia de paso de luz incidente en la muestra.
Vr. Volumen total de la reaccion.

e. Coeficiente de extincion.

Vm. Volumen utilizado de la muestra.

t. Tiempo de reaccion.

2.5 Instrumentacion y automatizacion del Biorreactor

Se incorporaron al biorreactor airlift elementos sensores de temperatura, pH y OD,

controlador de temperatura y suministro regulado de aire.
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Para el caso del control de temperatura, se incorpord un controlador electrénico de
temperatura marca Pixsys modelo ATR111 con un rango de operaciéon de 0 a 40 °Cy
humedad relativa de 35-95 %, con capacidad de monitoreo analégico de entrada con
sensibilidad de 0.5 % y salida digital controlada tipo relevador. La entrada fue
conectada a un sensor de temperatura tipo electrodo marca JUMO vy la salida a una
resistencia en malla de silicon con capacidad de fijacion alrededor del reactor (Figura
2.22).

lt-fn ‘/ - i

Figura 2.22. Control de temperatura y resistencia en malla de silicén.

Para el control de aire se utilizé una bomba de aire marca SEV con capacidad de 100
PSI, regulada con un flujometro marca Key Instruments en un rango de 1 a 5 litros

por minuto (L/min) (Figura 2.23), el flujo de trabajo utilizado fue de 1.5 L/min.

Figura 2.23. Control de aire.
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El pH fue monitoreado con un pH metro marca HANNA modelo HI 9126.
El OD fue monitoreado con un detector HANNA modelo HI9145.

2.6 Tratamiento del agua residual a nivel piloto

Para el tratamiento a nivel piloto del efluente residual, se utilizé un biorreactor airlift
marca SEV, modelo FAR-4 con capacidad de 4 litros. El biorreactor fue colocado en
un &rea sanitizada, fue previamente esterilizado por separado y armado en su area

para cada uno de los experimentos.

Para llevar a cabo el tratamiento, se utilizaron 3 L del efluente industrial el cual fue
incorporado al biorreactor, programandose una temperatura de 30°C, y alimentacion
de aire en una razon de 1.5 L/min; una vez alcanzadas estas condiciones, se inoculo
una cantidad de biomasa en g/L de P. chrysosporium para el caso de micelio libre y
una cantidad especifica de esferas/L en el caso de P. chrysosporium inmovilizado de
acuerdo a los resultados obtenidos en el estudio planteado en el punto 2.4.2 del

método pagina 58 para ambos casos.
El biorreactor fue operado durante 8 dias, extrayendo muestras diarias de 25 mL del

efluente para determinar sus caracteristicas. El pH y OD fueron determinados con los

electros inmersos en el efluente dentro del reactor.

2.6.1 Evaluacion de las caracteristicas del efluente residual con micelio

libre.

Se determino la calidad del agua obtenida en el tratamiento del efluente a nivel piloto

con micelio libre. Los parametros evaluados fueron los que se determinaron para el
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agua residual, considerando los métodos mencionados en el apartado 2.1 de este
trabajo.

La determinacion de biomasa producida se obtuvo en base a la diferencia de pesos
del P. chrysosporium libre antes de inocular y al final de la etapa de tratamiento del
efluente a nivel piloto, de acuerdo a lo marcado en el punto 2.4.3 de este método en

la pagina 59.

Finalmente la determinacion de enzimas se realizé con las lecturas en las muestras
obtenidas durante el desarrollo del tratamientos a nivel piloto con el P. chrysosporium
libre de acuerdo a los métodos para MnP y LiP referidos en el punto 2.4.4 mostrado

en la pagina 59.

2.6.2 Evaluacion de las caracteristicas del efluente residual con micelio

inmovilizado

Se determinaron los parametros de calidad del efluente, biomasa producida y la
capacidad enzimética obtenidos en el tratamiento del efluente a nivel piloto con

micelio inmovilizado, de acuerdo al punto anterior.

63



RESULTADOS

3. RESULTADOS

En este apartado se presentan de manera desglosada los resultados obtenidos de
una primera etapa de la investigacion, referidos a la caracterizacion del efluente de la
industria cervecera, asi como los datos obtenidos de la inmovilizacion del HPB
utilizado en el proceso; iniciando con la afinidad y adaptacién del P. chrysosporium
por un medio de cultivo, a través de su crecimiento en incubaciéon. También se
presenta el método y cantidades éptimas de materiales, para el manejo de esferas
de alginato, en forma, estabilidad, diAmetro y volumen de poro; con la evaluacion del

efecto obtenido en diferentes medios de cultivo.

En segundo lugar se presentan los resultados de las pruebas del tratamiento del
efluente en matraces Erlenmeyer con el hongo libre e inmovilizado, estos resultados
son referidos a la evaluacion de las caracteristicas después tratamiento,
principalmente a la reducciéon de DQO, determinacién de biomasa y produccion de

enzimas.
Finalmente se presentan los resultados del tratamiento de agua a nivel piloto en un
biorreactor airlift, de la misma manera, con el uso de P. chrysosporium en estado

libre e inmovilizado. Los datos mostrados corresponden a la evaluacién de las
caracteristicas del efluente tratado, actividad enzimatica y produccion de biomasa.

3.1 Caracterizacion del agua residual de la industria cervecera

El efluente de la industria cervecera present6 una coloracién café, olor desagradable,

y turbiedad visible.
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El efluente correspondiente al agua tratada en la planta de la industria (PTAR) no
presentd olor, y mostré un aspecto de menor turbiedad y solidos suspendidos.
En la Figura 3.1 se presenta muestras de ambos efluentes, donde se aprecian

algunas de las caracteristicas ya descritas.

Figura 3.1. Muestras de efluentes de la industria cervecera: (izquierda) efluente de
proceso de la industria cervecera sin tratar y (derecha) efluente tratado en una planta

convencional de la industria cervecera.

Con respecto a los parametros de calidad, los efluentes presentaron las
caracteristicas dadas en la Tabla 3.1. Donde se muestra que el proceso
convencional reduce en un 61 % la DQO, la turbiedad en un 30 % y la conductividad

permanece sin cambio.

Los datos relevantes de la caracterizacion del efluente, muestran que la cantidad de
azucares en el efluente tratado en la PTAR es mucho menor que en los contenidos
en el efluente industrial, lo cual se consider6 una limitante para tratar esta agua
residual con P. chrysosporium ya que carece de los azlUcares necesarios para el
crecimiento y desarrollo del microorganismo (Gonzélez, 2012). Por otro lado, en el
efluente industrial también se detecté una DQO y conductividad alta para el
crecimiento del microorganismo, sin embargo la carga y turbiedad del efluente
contiene lignina de acuerdo al proceso industrial de donde proviene. Valorando los
datos anteriores, se optd por utilizar el efluente industrial para su tratamiento con el
P. chrysosporium, descartando el efluente tratado en la PTAR.
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Tabla 3.1. Parametros de calidad de los efluentes de la industria cervecera sin tratar

y tratado en una planta convencional.

Muestra Efluente proveniente del Efluente proveniente de la
proceso PTAR
pH 7 8.7
Temperatura °C 26 26
Conductividad uS/cm 2280 2166
Turbiedad UNT 32 22.1
Azlcares reductores mg/L 12.5 15
Proteinas nug/L 5200 2100
DQO mg/L 4400 1687

Con respecto a otros pardmetros del efluente industrial, los resultados de calidad del
efluente sin tratar coinciden con lo reportado por Simate et al. (2011), para un
efluente cervecero se marcaron valores de pH de 3-12, temperatura de 18-40 °C y un
DQO entre 2000 y 6000 mg/L.

Sin embargo, los resultados obtenidos se encuentran por encima de los reportados,
por Feng et al. (2008), que consideran un pH de 6.5 y un DQO entre 1800-2600 mg/L
y Yabroudi et al. (2009), que reporté una DQO en efluentes de la industria cervecera
de 2000 a 2900 mg/L, la diferencia puede deberse al tipo de producto elaborado y al

sistema de limpieza de utilizado para el equipo.
El pH basico del efluente tratado en PTAR se debe posiblemente al uso de

sustancias alcalinas utilizadas para la limpieza de equipos, y ademas a la adicion de

sustancias alcalinas al efluente para su tratamiento.
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3.2 Inmovilizacién del P. chrysosporium

En este apartado se presentan los resultados provenientes de la adaptacion del
hongo en los medios solidos PDY, AB y PDA; la inmovilizacion del hongo utilizando
micelio proveniente de reciente y anterior cultivo y el seguimiento en el desarrollo del
hongo en diferentes medios de cultivo en forma liquida a través del cambio en la
biomasa y el cambio en la calidad del medio de cultivo. Asi como la evaluacién de las
caracteristicas de esferas de alginato utilizadas como medio de inmovilizacion del P.

chrysosporium.

3.2.1 Adaptacion del hongo en medios de cultivo sélido

La afinidad del P. chrysosporium por el medio en estado sélido al finalizar los 7 siete
dias de incubacion, se muestra en la Tabla 3.2. Donde se observa que el contenido
nutrimental del medio PDY a pesar de contener fuente de nitrégeno no fue suficiente
para el crecimiento del micelio, mientras que en el medio PDA y AB el desarrollo fue
notable, sobre todo en éste ultimo, donde el llenado de la caja de Petri se apreci6 de
manera abundante desde el 4° dia, superando el cultivo del hongo en el medio
utilizado como blanco (PDA). En la imagen de ambos lados, se aprecia un blanco

para cada medio y dos pruebas, considerando una repeticién en cada caso.

En otros trabajos se reportan similares resultados sobre el crecimiento y adaptacion
del P. chrysosporium en medios de cultivo sintéticos enriquecidos con carbono,
glucosa y nitrogeno (Zhang et al., 2008; Chen et al., 2011; Xiong et al., 2008; Yu et
al., 2011; Liang et al., 2012; Urek y Pazarlioglu, 2005; Rodarte-Morales et al., 2012;
Songulashvili et al., 2007; Taccari et al., 2009). En estos trabajos, se ha encontrado

gue el llenado de la placa se presenta entre el 4 y 7 dia de incubacion.
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Tabla 3.2. Micelio P. chrysosporium desarrollado en PDY, PDA y AB.

Medio Inicio del cultivo. Dia 0 Finalizacion de la prueba. Dia 7
m : s =, :
POy ||
@) N
=TT . ',/1:'5?_’\
o - / \\
PDA b, Y o
AB

De acuerdo a lo anterior y los resultados de crecimiento, se tiene que el medio
adecuado para la adaptacion del hongo corresponden a cultivos en AB en
concordancia con los resultados de Gonzalez, (2012), por tanto el P. chrysosporium
cultivado en medios PDA (blanco) y AB, fueron utilizados para la preparacion del

micelio suspendido, asegurando los nutrientes requeridos para la inmovilizacion.

3.2.2 Inmovilizacion del P. chrysosporium en esferas de alginato de

sodio-calcio

En este apartado se presentan los resultados de la inmovilizacién con diferentes
concentraciones de alginato y de cloruro de calcio. Por otra parte se presentan los
resultados y diferencias del tamafio de perla de 3 y 4 mm de diametro y la adicién de
CaCO:s.
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3.2.2.1 Variacion de la concentracion de alginato

El efecto del uso de diferentes concentraciones de alginato de sodio no fue
significativo visiblemente; tanto en la formacion como en la textura de la perla no
hubo cambios, tal y como se aprecia en la Figura 3.2, donde la apariencia de las

esferas es similar en las tres diferentes concentraciones de alginato.

Figura 3.2. Esferas de alginato de sodio en concentraciones de 25, 30 y 35 g/L de

izquierda a derecha respectivamente.

Sin embargo en el medio liquido a base de cereal de trigo, fue observable el cambio
en la apariencia del medio, después de 8 dias de cultivo, como se muestra en la
Figura 3.3, donde la solucion del matraz nimero 3 (derecha) perteneciente a la
maxima concentracion de alginato utilizada (35 g/L), es la de mayor transparencia,
mientras en los matraces de las concentraciones de 25y 30 g/L presentan turbiedad
en el medio, que es atribuible a €l medio mismo y posiblemente a la inestabilidad de
la esfera. De lo anterior se establece que la inmovilizacion del hongo en las esferas
obtenidas a concentracion de 3.5 % de alginato resulté mas efectiva, verificandose
por la apariencia cristalina del medio al disminuir probablemente los nutrientes

presentes en éste.

Autores como Zhang et al. (2008), utilizaron solo el 2 % de alginato para inmovilizar

el P. chrysosporium en la degradacion de fenantreno, logrando como resultado un 42
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% de degradacion; por su parte Zahmatkesh et al. (2010), inmovilizaron al P.
chrysosporium con un 3 % de alginato de calcio para la degradacion del colorante
naranja 16, obteniendo una degradacién hasta del 70 %; mientras Wang et al.
(2011), lograron la degradacion de Tolueno, utilizando un 4 % de alginato para la
inmovilizacion de Pseudomonas putida, lo que indica que el uso de una
concentracion de alginato esta en funcion del efluente a tratar y posiblemente del

microorganismo.

Figura 3.3 Cultivo del hongo inmovilizado en esferas con diferente concentracion de
alginato de sodio en contacto con el medio AB adicionado con dextrosa, de izquierda

a derecha 25, 30 y 35 g/L, respectivamente.

3.2.2.2 Variacion de la concentracién de la solucién de cloruro de calcio

En lo que respecta al experimento de preparacion de esferas mediante la variacion
de la concentracion de cloruro de calcio, se encontré que las esferas obtenidas con
concentraciones de 25 y 35 % fueron poco estables. En el caso de la concentracion
del 25 %, las esferas fueron aparentemente débiles y de formacién ovalada; mientras
que las esferas preparadas con el 35 % tendieron a unirse y formar estructuras
largas indefinidas. En el caso de las esferas preparadas con el 30 %, se encontré
una mayor estabilidad, obteniéndose esferas perfectamente formadas vy
permanentes. Debido a este resultado las esferas que se inocularon al medio para
analizar su estabilidad y permanencia fueron Unicamente las de 30 %. De este
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experimento se encontr6 que al inocularse en el medio, después de 7 dias, tubo
disminucion aparente de la turbiedad, indicando que hubo transferencia de nutrientes

a la esfera. En la Figura 3.4, se muestran los resultados mencionados.

Bajo los datos expuestos, se establece que la concentracion de cloruro de calcio
adecuada para la inmovilizacién del hongo en esferas de alginato, fue de 30 %. Este
resultado coincidio con lo reportado por Zamatkesh et al. (2010).

Otros investigadores utilizaron concentraciones menores de cloruro de calcio en la
preparacion de perlas de alginato, como son 0.1 M o del 20 % p/v para la
inmovilizacién del mismo microorganismo, encontrando estabilidad en las perlas bajo
esa concentracion (Gomathi et al.,, 2012; Rhada et al., 2005). Esta diferencia en
concentraciones se atribuye a los reactivos utilizados o al tiempo en que la esfera
permanece en la solucion de cloruro de calcio, el cual es mayor en lo reportado por

los autores mencionados (mas de 24 h).

Figura 3.4. Inmovilizacion del micelio en esferas de alginato a concentraciones de 25,

30y 35 % (de izquierda a derecha) de cloruro de calcio, respectivamente.

3.2.2.3 Adicién de carbonato de calcio a la solucién de alginato

Los resultados correspondientes a las esferas preparadas con alginato y CaCOg, en
dos tamafos de diametro de 3 y 4 mm, comparadas con esferas con carbonato de 4
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mm, son mostrados en la Tabla 3.3. En estas imdgenes se observa que las esferas
de 4 mm presentan una apariencia similar, sin embargo es observable que las
esferas con carbonato presentaron mayor tamafio después de 7 dias de estar en
contacto con el medio de cultivo, lo cual fue verificado a través de la determinacion
de biomasa, descartando que el tamafio se atribuyera a la absorcion de agua. De
esta manera se encontro que esferas de 4 mm preparadas con carbonato, generaron
una mayor biomasa las cuales obtuvieron una ganancia de 30% con respecto a la
biomasa inicial en la esfera, mientras que las esferas del mismo tamafio sin

carbonato, alcanzaron el 19%.

Tabla 3.3. Prueba de esferas de alginato con CaCO3 de 3 y 4 mm de diametro.

Tioo de Biomasa
P Después de 4 dias Después de 7 dias generada
esfera
gl/esfera
4 mm sin 6.2x10°
carbonato
4 mm con 3
7.17x10
carbonato
3 mm con 5 6X10™
CaCOs3; '
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Con respecto a la esfera de 3 mm con carbonato, se puede observar que la adicion
de carbonato afect6 a la esfera en ese tamafio, tendiendo a aglomerarse para formar
una sola masa al estar en contacto con el medio de cultivo, ya que originalmente la
esfera no presentd este problema. En relacion a la biomasa producida en una esfera

de 3 mm, ésta fue mucho menor, comparada con las esferas de 4 mm.

En la Figura 3.5, se presentan esferas preparadas con carbonato de calcio de 3y 4
mm sobre papel milimétrico, antes de inocularse al matraz con el medio de cultivo,
donde se aprecia que su apariencia es la misma y, confirmando que el efecto de
aglomeracion en una esfera de 3 mm, se presenta al contacto con el medio de
cultivo, probablemente debido a la alta porosidad producida con el carbonato pero no

adecuada al tamafo de la esfera.

Figura 3.5. Phanerochaete chrysosporium inmovilizado en esferas de alginato con

carbonato de calcio de 4 (izquierda) y 3 mm (derecha) de diametro.

De estos resultados de variacién en la preparacion de la esfera, se rescata que el
tipo de esfera con la que se obtuvieron mejores resultados fue la siguiente:

Diametro de esfera, 4 mm; composicién del material de la esfera, 35 g/L de alginato
de sodio, 5 % p/v de carbonato de calcio; solucion entrecruzante, cloruro de calcio;
concentracion de la solucién entrecruzante 30 % p/v.
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Los resultados anteriores son atribuidos a la porosidad obtenida en el material y al
aumento en el tamafio del poro, debido a la adicién de carbonato, lo cual mejoré la

transferencia de oxigeno y nutrientes a la esfera.

Resultados sobre la mejora en porosidad de una esfera de alginato, debido a la
adicion de carbonato fueron expuestos en el trabajo de Zhang et al. (2008). Sin
embargo los autores no realizaron el estudio del tamafio de esfera, por lo que ellos
encontraron que esferas de 3.8 + 0.2 mm con carbonato, incrementaron la
degradacion de fenantreno con P. chrysosporium, donde el hongo en condicion libre
degrado el 11.1 %, inmovilizado en esferas de alginato de calcio removio el 14.8 % y
encapsulado en alginato de calcio con adicion de CaCOj3; degradé un 28.2 %,

atribuido al aumento del tamafio de poro en la esfera.

En contraste trabajos como el de Xu et al. (2006) encontraron que la adicion de silica
al alginato reduce el tamafio de poro y da firmeza a la esfera, evitando la
aglomeracion en sistemas de agitacion, sin embargo este composito fue preparado

para inmovilizar una enzima, requiriendo un tamafio de poro menor.

En lo que respecta al tamafio de la esfera, Radha et al. (2005), inocularon el P.
chrysosporium en esferas de alginato de diferentes tamafnos (2-6 mm), para el
tratamiento de aguas coloreadas con 7 tintes sintéticos, obteniendo la mejor
decoloracion en la esfera de 2 mm de diametro, utilizando una relacion no mayor del
10 %. El hecho de que la esfera méas chica fuera la mejor opcién para decoloracion
se atribuydé a que ésta representd una mayor area superficial al contacto con las

aguas con colorantes.
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3.2.3. Caracterizacion de la esfera de alginato

En la Figura 3.6, se observa una comparativa de las imagenes obtenidas por el
microscopio electrénico, donde la apariencia y textura de la esfera de 4 mm con
adicion de CaCO3; es mas clara y definida con respecto a la esfera con ausencia del
carbonato. Por otra parte en la Figura 3.7, la imagen obtenida de las esferas de
alginato de 3 mm y 4 mm de diametro, ambas con carbonato de calcio, muestra la
forma, textura y consistencia completa de la esfera, encontrando diferencias que
pueden representar deficiencias en la esfera de 3 mm, como cierta deformidad o

ruptura que puede permitir que el microorganismo o el alginato sean liberados al

efluente en el proceso de tratamiento.

y - :
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Figura 3.6. Imagen al microscopio con aumento de 2000 veces, para esferas de
alginato de 4 mm de diametro (imagen izquierda s/CaCOg, imagen derecha
c/CaCOsy).

Adicional a los resultados obtenidos por MEB, en el analisis de las caracteristicas
superficiales de las esferas de alginato de 4 mm, se obtuvo un volumen de poro, con
resultados para esferas sin CaCO; de 5.2328X10™ cm® en comparacién con esferas
adicionadas con CaCO; de 5.7344X10™ cm®; lo que implica un aumento del volumen

del poro cercano al 10 %, y por consecuencia el incremento de la capacidad de la

75



RESULTADOS

esfera para permitir el paso de nutrientes al interior. Por lo anterior la esfera
seleccionada para llevar a cabo los estudios del tratamiento del efluente es de

tamafio 4 mm adicionada con CaCOs.

SEI  20kV WD11mm . g S 500pm — SEl 20KV WD11mm
IT Toluca —— IT Toluca

Figura 3.7. Imagen de esferas de alginato (imagen izquierda esfera de 3 mm con
CaCOg, imagen derecha esfera de 4 mm con CaCOs3)

3.3 Evaluacién del efecto de la inmovilizacion del P. chrysosporium en
diferentes medios de cultivo

El contacto del P. chrysosporium en diferentes medios de cultivé arrojé datos que se
recabaron en la Tabla 3.4, para determinar la efectividad de la inmovilizacién del
hongo, al mostrar la biomasa generada y su efecto en la modificacion de algunos de
los pardmetros del medio comparados antes de ser inoculado y después de finalizar

la prueba en 8 dias de tratamiento.

De los datos mostrados en la Tabla 3.4, se observa que los valores de biomasa
comparados por tipo de medio, indican que el medio KIRK no es suficiente para que
el hongo aporte biomasa; mientras los medios AB adicionados con dextrosa aportan
la mayor cantidad.
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Tabla 3.4. Datos de la modificacién de algunos pardmetros del medio de cultivo en

contacto con micelio inmovilizado de P. chrysosporium durante 8 dias.

Dia | Medio de cultivo | Biomasa | pH/ pH* Conductivi- Turbie- DQO | Azucares
dad uS/cm | dad NTU | mg/L g/L
Cebada 0 5.93 730.2 3.7 2562 -
KIRK 0 5.1/4.3 90.93 0.7 2125 -
o C/AB 0 6.05/4.54 472.4 63.2 3000 -
8]
> AB+D (20/10)* 0 5.41/4.54 957.5 108.5 10400 12.45
AB+D (10/5)* 0 5.88/4.55 451 21.6 6200 5.48
AB 0 5.6 410 32 4400 0.8506
Cebada 0.0144 8.15 964.3 40.1 2125 -
KIRK 0.010 5.75 291.2 2.5 2125 -
KIRK 0.012 5.52 4355 1.4 2562 )
modificado*
C/AB 0.0315 6.46 806.3 2715 2125 -
C/AB 0.0208 6.07 869.4 563 2125 )
modificado*
<
= AB+D (20/10) | 0.08928 | 422 1584 445 8800 4.98
AB+Q .(20/10) 0.3377 4.02 1532 465 9200 5.7
modificado*
AB+D (10/5) 0.1395 2.67 23.5 1900 12400 3.46
AB+[.).(10/5) 0.2091 3.9 101 1220 6600 3.22
modificado*
AB 0.0778 4,12 944 25.6 2100 0.201

pH*, modificado*: pH modificado

(20/10)*, (10/5)*: Concentracion en gramos por litro del medio AB/dextrosa
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Para el medio AB mezclado con cebada (C/AB) se observa que el hongo actué para
modificar los pardmetros del medio, a niveles &cidos de pH, sin embargo el

crecimiento de la esfera no muestra un aporte significativo de biomasa.

Es notable que el cambio de pH en los medios no tuvo un aporte positivo a la
degradacion, como ejemplo se muestra la Figura 3.8 donde se observa el incremento
de turbiedad y DQO en la muestra con modificacion de pH diario. Por lo que se
considera que el pH no es un parametro que tenga que modificarse para mantenerlo
a4.b.

Figura 3.8. Apariencia de las muestras del medio AB, (izquierda) modificacién de pH.

(derecha) con pH modificado a 4.5 diariamente.

Algunos autores consideran el pH de 4.5 para el cultivo del P. chrysosporium como
condicion inicial para favorecer el desarrollo del crecimiento y adaptacion del
microorganismo, principalmente cuando el medio presenta valores de pH basicos
(Michael et al., 1991; Urek y Pazarlioglu, 2005; Karimi et al., 2009; Pakshirajan y
Kheria, 2012). A diferencia del estudio de Sharari et al. (2013) donde el pH no fue
modificado, y conservd su valor inicial de 6 para el tratamiento de un efluente de
bagazo de cafia de azlcar.

De acuerdo a lo anterior y los valores iniciales de los medios evaluados, que
presentan un pH entre 5 y 6, se consideré para este estudio, que no se requiere
modificar el valor de pH.
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En lo que respecta al analisis de azlcares, los medios AB mostraron una reduccion
de estos, que indica que el hongo consumioé el contenido en el medio. La
concentracion de 20 AB/10 dextrosa g/L tuvo un consumo de azucares del 60 %,
mientras que para la concentracion 10 AB/5 dextrosa g/L el consumo fue de 41 % y
para el medio no adicionado con dextrosa los azucares degradados corresponden al
76 %. Estos resultados confirman que el encapsulamiento del hongo no es una
limitante para el consumo de azucar, verificAndose una adecuada transferencia de
masa de los nutrientes hacia la esfera. En la Tabla 3.5 se presenta un comparativo

de consumo de azucar segun el medio utilizado.

Tabla 3.5. Comparativa de azucares reductores de 3 diferentes medios de cultivo en

contacto con micelio inmovilizado de P. chrysosporium durante 8 dias.

Azlcares | Azlcares , Consumo de % de
. . . % de azucares , .
Medio (inicial) (final) azlcares por azlcares por
degradados
g/L g/L esfera g esfera
AB+D (20/10) 12.45 4.98 60 0.498 4

AB+D (10/5) 5.48 3.22 41 0.150 2.73
AB 0.8506 0.201 76.36 0.043 5.09

Autores como Peart et al. (2012), han observado que para favorecer el desarrollo del
microorganismo es necesario contar con una fuente de carbono adicional, por lo que
al utilizar 6 diferentes basidiomicetos, entre ellos el P. chrysosporium, agregan al

medio sintético desde 0.5 hasta 40 g/L de glucosa.

Otro estudio realizado en aguas con color el mismo afio por Pakshirajan y Kheria,
obtuvo un mayor porcentaje de remocion de color (84 %) al agregar glucosa al medio
en una relacién de 10 g/L a diferencia del 64 % removido en el medio no adicionado
de glucosa, también sugieren que puede ser utilizada la melaza en lugar de la

glucosa con resultados similares.

79



RESULTADOS

Sin embargo es importante considerar que en la presente investigacion la adicion de
dextrosa al medio, provoca que la inmovilizacion en esferas de alginato pueda sufrir
de aglomeraciones, como lo muestra la Figura 3.9, donde un medio a base de
melaza provoca que las esferas se aglomeren y formen aglomeraciones irregulares,
en un medio adicionado con dextrosa las esferas se unen para formar
aglomeraciones esféricas mas grandes y un medio sin adicién de dextrosa mantiene

la forma de la esfera.

Figura 3.9. Apariencia del P. chrysosporium inmovilizado en esferas de alginato en

un medio a base de melaza (izquierda), un efluente residual con adicion de azlcares

(centro) y un medio sin adicion de azucares (derecha).

El analisis de los diferentes medios también muestra que a pesar de que los medios
AB tienen una mayor DQO vy los valores mas altos en los pardmetros determinados,
éstos son notablemente disminuidos por el contacto del hongo inmovilizado,
indicando la afinidad del hongo por el medio y que los nutrientes contenidos en dicho
medio son asimilables por éste. Observacidbn que es respaldada por el analisis
Carbono-Nitrégeno, que tienen una relacion para el cereal a base de trigo utilizado,
de 17.8 y 3.91 % respectivamente; indicando que hay alimento en el medio para el P.

chrysosporium.
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La relacién carbono-nitrdgeno a nivel laboratorio es considerada por la mayoria de
los autores en el cultivo de los basidiomicetos (Gettemy et al., 1997; Xiong et al.,
2008; Liang et al., 2012; Sanchez-Lépez et al., 2010), sin embargo autores como
GoOmez-Bertel et al. (2008) trabajando con 3 HPB, consideraron necesario una fuente
adicional de carbono y nitrégeno para el tratamiento del agua residual de la industria
procesadora del cuero, al que agregaron una fuente de nitrégeno con extracto de
levadura en una relacion de 1 g/L y fuente de carbono en la adicién de glucosa en
relacion de 2.5 g/L, con el fin de proporcionar un medio asimilable a los
microorganismos. Ademas la adicion nitrogeno también es considerada como una
influencia en la produccién de enzimas relacionadas a la lignina (Gil et al., 2012). Sin
embargo es importante considerar que los medios adicionados con azucar y
modificacion de pH presentan mayor turbiedad, aglomeracion de esferas, viscosidad

del medio y al ser puestos bajo el microscopio es posible observar hifas del hongo.

Bajo estos resultados se considera que la inmovilizacion del P. chrysosporium en
esferas de alginato podria resultar efectiva para tratar efluentes con caracteristicas

del medio AB, utilizando una sola etapa de tratamiento.

En comparacion con los parametros de DQO del efluente cervecero sin tratar, la
DQO del medio AB es similar, por tanto se puede predecir que es posible el
tratamiento de este efluente con P. chrysosporium inmovilizado. Confirmando que el
medio AB sin dextrosa es adecuado para el desarrollo del hongo, y la inmovilizacién
del mismo, no se ve afectada por el contacto con éste medio en las condiciones de

prueba.
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3.4 Tratamiento de agua residual a nivel laboratorio

El agua residual utilizada para llevar a cabo el tratamiento a nivel laboratorio y piloto
es referida al efluente sin tratar de la industria cervecera, cuyas caracteristicas fueron

marcadas anteriormente.

3.4.1 Determinacion de larelacion biomasa sustrato del efluente

En la Tabla 3.6 se presentan los resultados del tratamiento del efluente industrial
utilizando diferentes cantidades de esferas con biomasa inmovilizada y su efecto
sobre el aumento de biomasa producida por el hongo en la esfera en un periodo de 8
dias. Se observa la estabilidad de la esfera al finalizar el tratamiento, misma que se
mantiene utilizando de 10 a 20 g de esferas/L de efluente, sin embargo la biomasa

producida tiende a aumentar con la cantidad de esferas.

En base a lo anterior, se concluyd que la cantidad de esferas que se puede utilizar
para llevar a cabo el tratamiento del efluente, esta entre 10 y 20 g/L. La clarificacion
del efluente también es notoria con esta cantidad de esferas, por lo que los

resultados subsecuentes son referidos al uso de 10 g/L de esferas.
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Tabla 3.6 Apariencia y biomasa con diferentes cantidades de esferas.

Apariencia y . .
;2]% ﬁ:lsad;)l_ Matraz estabilidad de la Bloma};?a(l)btenlda
9 esfera 9

5 1.545x10

10 1.5 x10°

20 2.16 x10°®

30 2.07 x10°

40 2.54 x10°®
9.69 Blanco

ML 0.3448
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3.4.2 Determinacion de las caracteristicas del efluente tratado

Recopilando los datos de los ensayos de laboratorio se observan las graficas de las
Figuras 3.10 y 3.11, donde se muestran las principales diferencias del tratamiento del
efluente de la industria cervecera con 10 mL/L de biomasa libre de P. chrysosporium,

equiparable con 10 g/L de esferas conteniendo biomasa inmovilizada.

DQO
5000
4500
4000 -
3500 -
3000 -
2500 -
2000 -
1500 -
1000 -
500 -

mmg/L

Inicial Libre Inmovilizado

Figura 3.10. Valores de DQO para el efluente (inicial), el efluente tratado con micelio

libre e inmovilizado.

Los valores de DQO se redujeron en 37 y 47 % para el hongo libre e inmovilizado
respectivamente. Mientras los referidos a la turbiedad disminuyeron un 85y 80 % en

el mismo orden.

De acuerdo a la Figura 3.10, el comportamiento del DQO, indica que la
inmovilizacién del P. chrysosporium, no limita su actividad para el tratamiento del
efluente, donde el resultado cercano al 50% de degradacién es obtenido en una sola
etapa de tratamiento y es superior al obtenido por el hongo libre.
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Turbiedad
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Figura 3.11. Valores de turbiedad para el efluente (inicial), el efluente tratado con

micelio libre e inmovilizado.

3.4.3 Determinacion de la biomasa de P. chrysosporium

La determinacion de biomasa en el efluente con P. chrysosporium inoculado de
forma libre obtuvo una ganancia de 12.45 veces la biomasa inicial; mientras
inmovilizado solo un crecimiento del 55.42 %. Este factor de crecimiento y su
capacidad de degradacion observada en el apartado anterior, indica que la
inmovilizacion permite el control del crecimiento del hongo, mas no limita su
capacidad de degradacion y puede ser utilizado en biorreactores (Morales y Ruiz,
2008).

3.4.4 Determinacién de enzimas secretadas por el P. chrysosporium

En la Figura 3.12 se presenta el comportamiento de produccién de enzimas por un

periodo de cultivo de 8 dias. Donde se puede observar que la concentracion
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enzimatica correspondiente a la MnP es minima, y superada por la LiP mostrando

valores superiores a una unidad por litro.

Enzimas P. chysosporium inmovilizado en matraz
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Figura 3.12. Enzimas del efluente tratado con P. chrysosporium inmovilizado a nivel

matraz.

Los valores obtenidos se consideran congruentes con el tiempo de contacto entre el
efluente y el microorganismo (Songulashvili et al., 2007) y con la consideracion de no
tener fuentes adicionales de carbono o nitrégeno, como marcan algunos autores
donde la actividad enzimatica esta ligada a la adicién de elementos como glucosa y
extracto de levadura (Gomez-Bertel et al., 2008; Gil et al., 2012).

3.5 Instrumentacion y automatizacion del Biorreactor

Se logro instrumentar el biorreactor para su trabajo continuo de acuerdo a lo previsto
en el punto 2.5, proporcionando un control de temperatura programable, y un flujo

continuo de aire regulable, como se muestra en la Figura 3.13.
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Figura 3.13. Biorreactor airlift marca SEV, modelo FAR-4.

En la Figura, se observa una jarra de vidrio con capacidad de 4 L en material
templado, sobre un soporte de acero inoxidable y tapa del mismo material,
alimentado con un flujo de aire de 1.5 L/min y con una camisa térmica de silicon que
mantiene la temperatura a 30 °C, misma que es sensada por un detector tipo
electrodo sumergido en el efluente. En lo que respecta a los monitoreos de pHy O.D.

se desarrollaron con sensores también sumergidos en el efluente.

Desde los afios 90 empez6 a considerarse el uso de biorreactores airlift destacando
la ventaja de poder controlar la administracibn de oxigeno, pH y temperatura
(Merchuk, 1990). Actualmente algunos de los tratamientos anaerobios-aerobios de
aguas residuales utilizan en la segunda etapa los biorreactores aireados tipo airlift
promoviendo arriba del 90 % la reduccion de DQO vy la produccion de enzimas
(Simate et al., 2011).
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3.6 Tratamiento de agua residual a nivel piloto

Los resultados presentados en este apartado son referidos a los datos obtenidos de
la calidad del efluente en el tratamiento utilizando el biorreactor airlift con P.

chrysosporium libre e inmovilizado, en experimentos individuales.

3.6.1 Evaluacion de las caracteristicas del efluente residual con micelio

libre

En la Tabla 3.7, se presenta un seguimiento de los pardmetros de calidad del
efluente por efecto del tratamiento, se observa que la DQO se mantuvo, en los
primeros dias del tratamiento, presentdndose una reduccion para el octavo dia de un
63 %. La disminucion de azucares reductores fue de 85 %, mientras la turbiedad

disminuy6 un 46 % y la conductividad solo un 10 %.

Entre los resultados que destacan del tratamiento del efluente con biomasa libre en
el biorreactor se encuentra la cinética del comportamiento diario de la reduccion de
DQO (Figura 3.14). En este caso, es observable que los primeros tres dias no hubo
cambio, y en los subsecuentes, la reduccion fue notoria, alcanzando una reduccion
del 63 %, que en comparacion con el tratamiento en matraz fue mayor, por lo que se
establece que el biorreactor mejora los resultados del efluente. A su vez este
porcentaje de reduccién de DQO fue mayor en un 2 % comparado con el que se
obtiene en el tratamiento del efluente en la PTAR, utilizando en este trabajo una sola
etapa de tratamiento, referida exclusivamente a un proceso aerobio con P.

chrysosporium, con lo cual se cumple la hipotesis establecida.
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Tabla 3.7. Calidad del efluente del reactor utilizando biomasa libre de P.

chrysosporium.

o ’ Conductividad | Turbiedad DQO Azlcares | OD
ia

P uS/cm NTU mg/L g/L %
0 5.2 404 32 4400 0.850 81
1 5.23 404 29.2 4400 0.754 80
2 5.62 404 26.8 4400 0.710 80
3 6.5 404 22 4000 0.625 65
4 6.25 362 22 3400 0.600 62.5
5 5.88 362 23.3 2200 0.480 64.5
6 6.38 362 19 2100 0.325 76
7 6.08 362 17 1900 0.190 72
8 5.8 362 17 1600 0.123 68

DQO reactor con P. chysosporium libre
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Dias

Figura 3.14. Comportamiento del DQO en reactor con micelio libre.
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Respecto a los azlcares reductores y proteinas, sus concentraciones fueron

disminuidas en gran cantidad. Con respecto a los azucares, €stos reportaron una

reduccion del 85 % de azucares reductores y las proteinas un 70 % al finalizar el

periodo de tratamiento. En la Figura 3.15 se muestra la cinética de degradacion de

proteinas.
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Figura 3.15. Proteinas del efluente del reactor con micelio libre.

En la Figura 3.16, se muestra la cinética de produccién de enzimas, donde se

distingue que la mayor produccion se presentd aproximadamente al tercer dia, lo

cual coincide con el inicio de la reduccién de la DQO y podria asociarse a este

evento. En la cinética también se encontré que la LiP secretada fue mayor que la

MnP. Este resultado se puede atribuir al cizallamiento del micelio que tiene lugar en

el reactor debido a la agitacion.

Sin embargo, otros estudios como los de Bonnarme et al. (1993); Zamatkesh et al.

(2010); Sharari et al, (2013), también muestran un poco produccion de enzimas,
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indicando que el hongo secreta las enzimas suficientes para la degradacion de los
componentes del medio, siendo congruente con el comportamiento del P.

chrysosporium en el efluente.

Enzimas reactor con P. chrysosporium libre

0.6
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O T T T T 1
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Figura 3.16. Enzimas del efluente del reactor con micelio libre.

En lo que respecta a la biomasa producida, el tratamiento en el biorreactor originé un
aumento de biomasa en 12 veces mas en comparacion con el inicial, encontrando un
valor de 120 mL/L, (equivalente a 1.74 g de biomasa seca), superando las
expectativas de crecimiento, sin embargo se generaron aglomeraciones de micelio
sobre las paredes y en el fondo del reactor, impidiendo el paso libre de aire en el

difusor.
En la Figura 3.17 se presentan cuatro cajas de Petri donde se distingue la abundante

biomasa recolectada del biorreactor una vez finalizados los 8 dias de tratamiento del

efluente.
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Figura 3.17. Biomasa obtenida al finalizar el tratamiento del efluente con el

biorreactor airlift con P. chrysosporium libre.

En los trabajos desarrollados con reactores airlift, Assadi et al. (2001) utilizaron el P.
chrysosporium en estado libre logrando una remocion de color en aguas textiles del
98 %, controlando la temperatura a 35 °C, mientras Wang et al. (2011) utilizaron
Pseudomonas putida libre, consideraron el flujo de aire, pero sin controlar la
temperatura, para la degradacién de tolueno. En estos trabajos se concluyd que el
tipo de movimiento de aire que posees estos biorreactores ayudan a eficientizar el

proceso de tratamiento de contaminantes

3.6.2 Evaluacion de las caracteristicas del efluente residual con micelio

inmovilizado

La Tabla 3.8, muestra los valores de los pardmetros obtenidos por dia de tratamiento
del efluente del biorreactor. Se observa que la DQO tuvo, una degradacion constante
y finalizé al dltimo dia con un valor reducido en 70 %, se observa también un
decremento de conductividad de 34 % y azucares en un 71 %, mientras la turbiedad
no presentd reduccion, sino un ligero incremento del 6 %, esto Ultimo puede ser
atribuible al cizallamiento de las esferas de alginato.
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Particularmente la Figura 3.18 muestra, el comportamiento del DQO durante los 8
dias de tratamiento del efluente, el cual fue degradado paulatinamente llegando al 70

% de degradacion.

La Figura 3.19, considera los valores de proteinas, con un valor inicial de proteinas
del efluente de 4378 ug/L, y muestra una reduccion al finalizar el tratamiento del 50

%, observando la degradacién en el efluente.

Al realizar una comparativa de estas 2 Ultimas figuras se observa que existe una
congruencia en relacién de degradacion de DQO y disminucion de proteinas, donde
ambas bajan sus valores con respecto al tiempo de contacto con el hongo; esto
resulta similar a la ocurrido en el estudio de Zahmatkesh et al. (2010), donde la
disminucién de la coloracion corresponde de manera directa a la disminucion de

glucosa en el medio a tratar.

Tabla 3.8. Calidad del efluente del reactor utilizando P. chrysosporium inmovilizado.

Dia pH Conductividad | Turbiedad | DQO | Azucares | OD
uS/cm UNT mg/L g/L %
0 55 1438 122.5 4400 | 0.9207 82
1 5.6 915 127 4300 0.890 82
2 6.2 929 135 3760 0.815 76
3 6.3 953 150 3100 0.633 76
4 6.0 951 138 2880 0.576 72
5 6.5 940 125 2560 0.490 70
6 6.2 936 130 2220 0.350 72
7 5.9 951 125 2220 0.306 75
8 6.1 952 130 1320 0.264 71
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Figura 3.18. Comportamiento del DQO en reactor con micelio inmovilizado.
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Figura 3.19 Proteinas en el efluente del reactor con micelio inmovilizado.

Haciendo una comparativa de los resultados obtenidos en el reactor con el micelio

libre y el hongo inmovilizado, encontramos que la degradacion de DQO es mas

consistente cuando el microorganismo se encuentra inmovilizado, sin embargo el

consumo de proteinas es mayor en su estado libre.
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La evaluacién de enzimas del P. chrysosporium inmovilizado se muestran en la
Figura 3.20.
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Figura 3.20. Enzimas del efluente del reactor

Los valores obtenidos en las enzimas indicé una presencia baja de las peroxidasas,
lo que puede indicar que la fuente de nitrégeno requiere elevacion, pues esta es la
que promueve su produccion (Ruiz Duefas 1998; Gil et al., 2012) También se
destaca que en ambos casos de tratamiento con micelio libre e inmovilizado, la LiP
es secretada en mayor cantidad en comparacion con la MnP. Este comportamiento
es similar a los resultados, de Gomez-Bertel et al. (2008), el cual atribuye al medio y
al movimiento del micelio debido a la agitacién, ya que en fermentaciones soélidas, se
alcanzan mayores niveles de secrecion de MnP (Quintero et al., 2006; Fenice et al.,
2003; Sharari et al., 2013). Es importante sefialar que en la produccién de enzimas
es de considerase como factor la agitacion que sufre el microorganismo, pues tiende
a afectar su metabolismo, ademas otros factores como el medio de cultivo y las
condiciones de crecimiento, también afectan dicha produccién, por lo que es dificil

asociar este resultado (Jimenez-Tobon et al., 1997).
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En el comparativo del analisis del comportamiento de la produccién de enzimas en
micelio inmovilizado y libre (Figura 3.21), se observa a la enzima LiP en
concentracion mayor en estado inmovilizado, a diferencia de la MnP cuya

concentracion fue mayor en estado libre.

Enzimas con P. chrysosporium Libre vs Inmovilizado

14

9— MnP Libre
== LiP Libre

MnP Inmovilizado

==>é=LiP Inmovilizado

Figura 3.21. Comparativa de enzimas en el efluente del reactor con micelio libre e

inmovilizado.

Los resultados anteriores pueden indicar que aun la transferencia de masa en la
esfera es limitante. Las enzimas pueden haberse producido, sin embargo no
secretadas de manera adecuada en el medio debido al encapsulado, por lo que es
necesario continuar trabajando con la busqueda de otros materiales para el

encapsulado del micelio, que provean suficiente porosidad a la esfera.
Finalmente el parametro evaluado de la biomasa obtenida del tratamiento del

efluente con P. chrysosporium inmovilizado se muestra la Tabla 3.9 donde se

observa que la biomasa solo se incremento6 4 veces de la inicial obteniendo 0.5728 g.
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Este resultado también puede indicar una limitante en el desarrollo del micelio, por lo
que se hace hincapié nuevamente en la necesidad de mejorar el material de

encapsulamiento.

Por otro lado, esta necesidad se hace patente, debido a que en este trabajo fue
imposible recuperar las esferas para utilizarlas en otros tratamientos, debido al
reblandecimiento de la esfera por su permanencia en el agua por largos periodos de
tiempo y en contacto con aguas residuales que contienen una alta DQO, como fue

este el caso.

Tabla 3.9 Biomasa del P. chrysosporium inmovilizada obtenida al finalizar el

tratamiento del efluente con el reactor airlift.

. Biomasa obtenida
Inoculado Biomasa
total g
Esferas de
alginato
0.5728
10 g/L

Los trabajos desarrollados con micelio inmovilizado y realizados en un biorreactor
airlift estdn enfocados a la degradacion de color en medios liquidos, por su parte
Dominguez et al. (2005), lograron un promedio del 80 % de remocion de coloren
aguas sintéticas inmovilizando en alginato Trametes hirsuta y controlando la
temperatura a 30 °C y el flujo de aire en 1 L/min, mientras Gonzéalez, (2012) removio
en un 98% el azul de remazol en aguas sintéticas con P. chrysosporium inmovilizado
en alginato, a una temperatura de 37 °C y un flujo continuo de 2.5 L/s. Sin embargo

en estos trabajos, no se hace referencia al reuso de la esfera.
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En la busqueda de compositos a base de nuevos materiales, en el trabajo de Xu et
al. (2006), se preparo una esfera de alginato con silica que pudo reutilizarse hasta 4
veces para el mismo fin, sin embargo, se trata del contacto de una esfera con una
solucion que no corresponde a el tratamiento de un efluente, por lo que su
composicion es més sencilla. Por otro lado, la adicion de silica al alginato, tuvo como
objetivo la disminucion del tamafio de poro, debido a que se inmovilizé una enzima,

lo cual no es aplicable a esta investigacion.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La esfera que proporciond mayor estabilidad y caracteristicas morfoldgicas fue una
de 4 mm de diametro, en la que se utilizé una concentracion de 3.5 % de alginato de
sodio y de 30 % de cloruro de calcio, y un 5 % p/v de CaCOg, para su preparacion,
este ultimo componente, causante del aumento el volumen de poro en la esfera, lo
cual le brind6 porosidad permitiendo el desarrollo del micelio del hongo y una mayor
capacidad para el consumo de nutrientes del medio. Tanto el alginato como
componente base y el entrecruzante (cloruro de calcio) promovieron la formacién y

estabilidad de la esfera.

Los ensayos previos realizados en diferentes medios de cultivo utilizando las esferas
con micelio inmovilizado indicaron que las caracteristicas de la esfera son propicias
para la conduccién de nutrientes y que un medio semejante al efluente no obstruye la
porosidad de la esfera. Asegurando el crecimiento del micelio encapsulado en la
esfera. Por otro lado, en estos ensayos también se mostr6 que no es posible
adicionar al medio azucares en forma de dextrosa, ya que se tiende a la union y

aglomeracion de las esferas.

El efluente proveniente de la industria cervecera, presenté una carga organica
elevada con valores de DQO alrededor de 4400 mg/L, asi como contenido de
azucares y proteinas, fuentes de carbono y nitr6geno; estas caracteristicas fueron
suficientes para que el P. chrysosporium se desarrollara con gran afinidad por los

sustratos.

En las pruebas referidas a la cantidad de esferas por litro capaces de llevar a cabo
un tratamiento efectivo del efluente, se encontr6 que la adiciébn de esferas en un
intervalo de 10 a 20 g/L, obtiene una remocion efectiva en una sola etapa de

tratamiento.
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El uso del biorreactor airlift en su primera etapa con contenido de micelio libre en
relacion 10 g/L, demostro que puede ser utilizado para el tratamiento del efluente con

una remocion de hasta un 63 % de DQO en una sola etapa.

Mientras la segunda fase con el P. chrysosporium inmovilizado en esferas de
alginato reflejé un rendimiento del 70 %, ambos resultados son muy cercanos a la
remocioén en una PTAR, por lo que se considera un resultado aceptable. Esta fase
también mostré resultados que requieren de mejoras, tal es el caso del incremento
de la turbiedad, que es atribuido a la resistencia del alginato y al cizallamiento que
sufre en el biorreactor, y no permite su reuso para el tratamiento del efluente, por lo
gue se recomienda mejorar la inmovilizacion para su uso en medios liquidos por

periodos de tiempo largos.

Actualmente los trabajos publicados para el biotratamiento de las aguas residuales
de la industria cervecera utilizando microorganismos, son pocos y aun se tiene un
campo de aplicacién viable como muestran los resultados descritos anteriormente; se
requiere continuar evaluando materiales de inmovilizacién, asi como las condiciones

de alimentacion de aire en relacion flujo y capacidad enzimatica del hongo.
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