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RESUMEN

El cromo hexavalente es un metal pesado considerado t6xico y mutagénico, es utilizado
en diversas industrias como la galvanoplastia, mineria, produccién de pigmentos,
fabricacion de acero, curtido de pieles, entre otros; por lo que los desechos de dichas
industrias, son perjudiciales para el medio ambiente y la salud de los seres vivos. En la
actualidad se buscan alternativas bioldgicas y amigables con el medio ambiente. Una de
ellas es la biorremediacion. Por lo que en el presente trabajo se evalda la biosorcion de
cromo hexavalente, por diferentes cepas flingicas. Se realizaron pruebas preliminares de
tolerancia a Cr (VI), a cepas flngicas pertenecientes al cepario del L6 y L.10 del Instituto
de Biotecnologia, FCB, UANL. Se procedi6 con el muestreo de suelos, de los cuales se
realiz6 el aislamiento e identificacion morfoldgica de cepas flingicas. A dichas cepas se
les determind la capacidad de tolerar el Cr (VI), en cajas de PDA con diferentes
concentraciones del contaminante. Se realizaron ensayos en caldo, con biomasa activa,
para la remocion del Cr (VI). Posteriormente se realizaron ensayos de remocion de
cromo con biomasa inactiva. Se estandariz6 la metodologia para la obtencién de
biomasa. A las cepas con mejor resultado de remociéon de cromo hexavalente con
biomasa inactiva, se le realiz0 isotermas, para estandarizar las condiciones dptimas para
la remocion del metal. De las muestras de suelo, se obtuvo un total de 24 cepas flingicas
aisladas y caracterizadas morfolégicamente a nivel de género, teniendo Fusarium,
Aspergillus, Myrothecium, Rhizopus, Alternaria, Mucor y Trichoderma. En su mayoria,
las cepas flingicas mostraron tolerancia al Cr (VI), obteniendo crecimiento en las cajas
con las diferentes concentraciones probadas. Todas las cepas con biomasa inactiva
presentaron actividad de remocion, teniendo como minimo 51%y un maximo de 98% de
remocion. Se determinaron las condiciones Optimas de remocidén con los resultados de
isoterma. Todas las cepas se encuentran conservadas en el cepario del L6 del Instituto de
Biotecnologia. Las cepas con las caracteristicas idoneas para la remociéon de cromo

hexavalente pertenecen a los géneros de Aspergillus y Rhizopus.
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ABSTRACT

Hexavalent chromium is a heavy metal considered toxic and mutagenic, is used in
various industries such as electroplating, mining, pigment production, steelmaking,
tanning, among others; so the waste from these industries, are harmful to the
environment and the health of living beings. Currently, biological and environmentally
friendly alternatives are being sought. One of them is bioremediation. Therefore, in the
present work the biosorption of hexavalent chromium by different fungal strains is
evaluated. Preliminary tests of tolerance to Cr (VI), to fungal strains belonging to the L6
and L10 cetera of the Institute of Biotechnology, FCB, UANL were carried out. We
proceeded with the sampling of soils, of which the isolation and morphological
identification of fungal strains was carried out. These strains were determined to be able
to tolerate Cr (VI), in boxes of PDA with different concentrations of the contaminant.
Tests were carried out in broth, with active biomass, for the removal of Cr (VI).
Subsequently, chrome removal tests were performed with inactive biomass. The
methodology for obtaining biomass was standardized. To the strains with the best result
of removal of hexavalent chromium with inactive biomass, isotherms were made, to
standardize the optimal conditions for the removal of the metal. From the soil samples, a
total of 24 isolated and morphologically characterized fungal strains were obtained, with
Fusarium, Aspergillus, Myrothecium, Rhizopus, Alternaria, Mucor and Trichoderma.
For the most part, the fungal strains showed tolerance to Cr (VI), obtaining growth in the
boxes with the different concentrations tested. All strains with inactive biomass showed
removal activity, having at least 51% and a maximum of 98% removal. The optimum
removal conditions were determined with the isotherm results. All strains are conserved
in the L6 strain collection of the Institute of Biotechnology. The strains with the
characteristics suitable for the removal of hexavalent chromium belong to the genera of

Aspergillus and Rhizopus.
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CAPITULO I
INTRODUCCION

En las dltimas décadas ha ido aumentando la actividad industrial y la densidad de
poblacién, y con esto, las dreas urbanas reciben descargas de contaminantes téxicos,
excediendo la capacidad de autodepuracion y deteriorando de manera constante el medio
ambiente. Los vertimientos industriales contienen una gran variedad de contaminantes,

entre ellos, los metales pesados.

La contaminacién de efluentes con metales pesados destaca por que estos resultan ser
perjudiciales para la salud. Un claro ejemplo es el cromo hexavalente. El cromo se
encuentra en el medio ambiente de forma natural como Cr (III), sin embargo, el Cr (VI)
se genera mediante la oxidacién del Cr (III) durante varios procesos industriales y es
descargado mediante los desechos industriales (Pradhan et al. 2017). Las industrias que
generan estos residuos son: galvanoplastia, curtido de pieles, plantas de poder nuclear,
industrias textiles, preparacion de objetos cromados, refrigeracion por agua, produccion
de pulpa y refinacion de petréleo (Park, Yun, and Park 2004; Srivastava, Agrawal, and
Mondal 2015).

Debido a su mayor solubilidad, el cromo hexavalente entra mds facilmente en las células
vivas y genera especies reactivas de oxigeno (ROS), causando graves lesiones oxidativas
a los constituyentes celulares (Guria, Guha, and Bhattacharyya 2014). Es toxico y
mutagénico para la mayoria de los organismos y se sabe que causa irritacion ocular y
cutdnea, corrosion de la piel y del tracto respiratorio, diarrea severa, Ulceras, disfuncién
renal y, probablemente, carcinoma pulmonar en humanos (Costa 2003; Ghosh, Dastidar,
and Sreekrishnan 2016; Gupta, Shrivastava, and Jain 2001; Thacker and Madamwar
2005). Debido a la toxicidad y al riesgo ambiental, el nivel de descarga admisible de Cr
(VD) de los efluentes industriales en aguas continentales es de s6lo 0,05 mg L1, segtin lo
recomendado por la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (Guria et

al. 2014; U.S. Enviromental Protection Agency 1998).

Los métodos fisicos y quimicos comuinmente utilizados para la eliminacién de cromo

hexavalente son una reduccién quimica al cromo trivalente seguido de precipitacion bajo



condiciones alcalinas, coagulacién, eliminacién por Osmosis inversa, resinas de
intercambio i6nico y adsorcion sobre carbon activado. Pero estos métodos son muy

caros y también ineficaces a una menor concentracion de iones metdlicos (Park et al.

2004; Samuel, Evy Alice Abigail M, and Chidambaram 2015; SUMATHI 2005).

Afortunadamente, existen alternativas bioldgicas, como la biosorcioén de metales pesados
por biomateriales como una alternativa potencial a las tecnologias fisicoquimicas
existentes para la desintoxicacién y recuperacion de metales toxicos y valiosos de las
aguas residuales (Khambhaty et al. 2009a). Las bacterias, los hongos y las algas son
también biosorbentes prometedores, debido a su abundancia y bajo costo (Ahluwalia and
Goyal 2007; Singh, Kumar, and Bishnoi 2016). La biomasa de hongos parece ser un
buen material de sorcidn, ya que puede ser producida facil y econdmicamente (Aksu and
Balibek 2007). La biosorcion de los iones metélicos se ve afectada por factores distintos
de las propiedades especificas de la superficie de la pared celular, tales como las
propiedades fisico-quimicas del medio, el pH, la temperatura, la presencia de nutrientes,
la dosificacion del adsorbente y el tiempo de equilibrio (Bayramoglu et al. 2009; Fomina
and Gadd 2014; Kapoor, Viraraghavan, and Cullimore 1999; Pagnanelli et al. 2003;
Vale et al. 2016; Wang et al. 2010). La biorremediacion también es una alternativa,
utilizando organismos adaptados que crecen en lugares contaminados. La
biotransformacién utiliza el potencial de los microorganismos para transformar metal.
Esta capacidad, asi como los mecanismos de acumulacién, varian con la especie o cepa
microbiana y se producen debido a la union de los iones metélicos a grupos funcionales
presentes en la pared celular o sobre la superficie de la membrana de microorganismos
por complejacién en la superficie celular, intercambio de iones, adsorcién fisica o

microprecipitacion (Gupta et al. 2000; Veglio’ and Beolchini 1997).

El objetivo de este trabajo es estudiar el potencial de biosorciéon de los iones Cr (VI),
utilizando biomasa activa e inactiva de cepas de hongos resistentes a metales aisladas y
caracterizadas. Junto con esto, se realizé un estudio detallado para evaluar el equilibrio

de biosorcién empleando diferentes cinéticas de sorcion.



CAPITULO II
ANTECEDENTES

2.1. Contaminacion ambiental

El desarrollo de cualquier pais depende en cierta medida de la Industrializacién. Como
resultado, el mundo se enfrenta a problemas de contaminacion del medio ambiente. Con
el rdpido crecimiento de la industrializacién, hay un aumento sustancial en la descarga
de los residuos industriales principalmente el suelo y el agua (Kanwar, Mishra, and
Mukherjee 2017). Dichas descargas, contienen dos clases de contaminantes: organicos e
inorgadnicos. Dentro de los contaminantes orgdnicos se encuentran los disolventes
industriales, insecticidas, pesticidas y residuos de procesamiento de alimentos, los cuales
pueden ser degradados. Por otra parte se encuentran los contaminantes inorgénicos, tales
como metales, fertilizantes, descargas industriales, entre otros, éstos son indelebles y
estardn presentes indefinidamente en el medio ambiente (Hansda, Kumar, and
Anshumali 2016). Como resultado, existe una acumulacién de metales pesados tanto en
zonas rurales como urbanas. Maneras naturales de agotamiento de los metales pesados
incluyen lixiviacidn, absorcion de plantas, erosion y estos son procesos muy lentos y no
son capaces de competir con la tasa de acumulacion de metales pesados. La liberacion
caprichosa de metales pesados en el medio es de preocupacion sanitaria en todo el
mundo, ya que no pueden desglosarse en formas no tdxicas y por lo tanto tiene efectos

duraderos en el ecosistema (Kanwar et al. 2017).

2.2 Contaminacion de agua por metales pesados

El agua estd en recirculacion en el medio ambiente a través del ciclo hidrolégico. Esto
significa, el movimiento del agua evaporada de los cuerpos de agua superficial o la
evapotranspiracion de las plantas a la atmdsfera donde se condensa y precipita a la tierra
como lluvia, nieve o en algunas otras formas. En la superficie de la tierra, parte de las
aguas precipitadas se desprenden en arroyos, lagos, estanques y el mar. El resto se filtra
a través de los estratos del suelo para formar acuiferos subterrdneos que finalmente

fluyen hacia las aguas superficiales (Asthana, Kumar, and Sharma 2017).

Aunque el 70% de la superficie del mundo estd cubierta de agua, s6lo 0,00192% del

stock total estd disponible para uso humano porque el 98% de agua se produce en los



océanos y los mares y el 1.998% estd encerrado en regiones articas, glaciares, montaifias

y nubes y, por tanto, sigue sin estar disponible (Asthana et al. 2017)

La contaminacién del agua debido a la presencia de metales pesados es de gran
preocupacién ambiental. La eliminacién inadecuada de los iones metélicos puede afectar
significativamente al medio ambiente. Diversas actividades humanas como précticas
agricolas (fertilizacion mineral, aplicaciéon de lodos activados, uso de pesticidas, la
industrializacién (textiles, tintes, curtiembres, galvanoplastia, metalurgia, fundicidn,
mineria, etc.), pruebas de armas, materiales de construccion (pinturas), cigarros, latas de
aerosol, coloracion de plésticos, revestimiento de cuchilleria, herramientas industriales,
piezas de aviones, automoéviles y camiones, son fuentes antropoldgicas que generan
desechos con cantidades significativas de metales como cromo, plomo, cadmio,
arsénico, mercurio, etc. Estos son tipicamente denominados "metales pesados" con una
densidad atomica mayor de 6 g cm™ (Abdu 2010; Abdu, Abdullahi, and Abdulkadir
2017; Kalidhasan et al. 2016; Kirkham 2006; Lokeshkumar P. Ramteke and R 2016;
Mondal et al. 2017).

La presencia de estos metales en el agua se ha convertido en un gran riesgo, debido a
que en su mayoria no son biodegradables, se consideran altamente toxicos Yy
cancerigenos. Los metales pesados alcanzan las cadenas alimentarias y causan efectos

nocivos sobre humanos, animales y plantas (Malik, Jain, and Yadav 2016).

La toxicidad es el efecto adverso que una sustancia tiene en un organismo de prueba
expuesto a esa sustancia. La toxicidad es el resultado de una prueba de concentraciéon y
tiempo de exposicion, modificada por variables tales como temperatura, forma quimica

y disponibilidad. La toxicidad puede ser (Asthana, Kumar, and Sharma 2017):
(a) Agudo (letal de corto plazo).

b) Crénica (efectos a largo plazo que pueden estar relacionados con cambios en el
apetito, el crecimiento, el metabolismo, la reproduccién e incluso la muerte o

mutaciones).



El grado de toxicidad depende del elemento implicado, tal como cobre, plomo, plata,
cromo, arsénico y boro. Estos metales (loides) tienen que ser tomados en consideracion
al disenar el sistema de tratamiento bioldgico. La presencia de otros metales traza como
el niquel, manganeso y mercurio a altas concentraciones también interfieren con los
procesos de tratamiento de aguas residuales. Los aniones téxicos como el cianuro y los
cromatos, frecuentemente encontrados en aguas residuales industriales, también
dificultan el tratamiento bioldgico y deben eliminarse mediante el pretratamiento en la

fuente antes de la descarga al sistema de alcantarillado municipal (Asthana et al. 2017).

2.3 Cromo hexavalente

El cromo es un elemento que se encuentra de manera natural en rocas, animales, plantas,
suelo, polvo y gases volcdnicos. Es un elemento de transiciéon del bloque d, primer
miembro del grupo 6 de la tabla periddica moderna. Existe en diferentes estados de
oxidacion que van del +2 al +6. Las formas mas estables son Cr (III) y Cr (VI), las
cuales tienen diferencias en sus propiedades fisicas, quimicas, bioldgicas, geoldgicas y

toxicoldgicas (Carlos et al. 2016; Joutey et al. 2015).

El cromo es un metal de color gris acero, tiene un brillo metélico, es duro y quebradizo,
resiste el empafiamiento, y tiene alta fusién y puntos de ebullicién (1907 °C y 2671 °C
respectivamente) (Haynes 2014; Malaviya and Singh 2016; Pradhan et al. 2017). El
cromo es pasivado por reacciones de oxidacion y esto forma una capa superficial
protectora que evita la difusion de oxigeno sobre el metal subyacente. El cromo metélico
muestra un sistema de cristal de BCC similar al hierro que lo hace competente en
aleacion de acero inoxidable. Estas propiedades hacen del cromo un elemento que
mejora las aleaciones y aumenta la resistividad de la corrosion, color, brillo metélico y /

o dureza (Pradhan et al. 2017; Wallwork 1976).

El Cr (III) es un micro nutriente utilizado en varios procesos metabdlicos de plantas y
animales. El cromo hexavalente es extremadamente téxico, no biodegradable y

ampliamente difundido por la naturaleza (Preethi, Prabhu, and Meenakshi 2017).



En medio &cido, el cromo se encuentra como tetraoxohidrocromato (HCrOs) y como
. . 2. . . L ..
especies dicromato (Cr,O;7); mientras que en pH alcalino estd presente en solucién

como tetraoxocromato (CrO42') (Kalidhasan et al. 2016).

Debido a su alto potencial de oxidacion, el Cr (VI) produce efectos mutagénicos y
carcindgenos en organismos, no interactia directamente con el ADN, pero la
genotoxicidad se atribuye a su reduccion intracelular a Cr (III) a través de reactivos
intermediarios. Los tipos de daino del ADN resultantes que se producen pueden
agruparse en dos categorias: (1) dafio oxidativo del ADN y (2) interacciones Cr (III) -

ADN (Joutey et al. 2015; Sobol and Schiestl 2012).

Al tener una similitud estructural con el sulfato (SO42'), el CrO42' atraviesa la membrana
celular en algunas especies a través del sistema de transporte de sulfato (Ksheminska et
al. 2005). En condiciones fisiolégicas normales, tras atravesar la membrana, el Cr (VI)
reacciona espontdneamente con reductores intracelulares (por ejemplo ascorbato y
glutation) para generar los intermedios de corta duracion Cr (V) y/o Cr (IV), radicales
libres y como producto final Cr (III). El Cr (V) sufre un proceso redox de un electron
para regenerar Cr (V]) transfiriendo el electrén del oxigeno. El proceso produce especies
reactivas del oxigeno (ROS), incluyendo oxigeno simple (O) y superéxido (O%)
(CHENG et al. 2009), hidroxilo (OH) y radicales de per6xido de hidrégeno (H,O,)
(McNeill and Mclean 2012) que combinan facilmente con complejos ADN-proteina. Por
lo tanto, Cr (IV) se une a los materiales celulares y disuelve sus funciones fisiolégicas
normales (Cervantes et al. 2001). Sin embargo, los efectos genotdxicos del Cr no pueden
explicarse unicamente por la accion de ROS. Los complejos de Cr (III) cationicos
intracelulares también interactian electrostiticamente con grupos fosfato cargados
negativamente y pertenecen al ADN, esto podria afectar la replicacion, la transcripcién y
causar mutagénesis (Cervantes et al. 2001). Por otra parte, el Cr (III) interfiere con la
replicaciéon del ADN para producir una mayor tasa de errores de transcripcion en el
ADN de la célula. Ademas, Cr (III) puede alterar la estructura y actividad de las enzimas

por reaccion con sus grupos carboxilo y tiol (Cervantes et al. 2001; Joutey et al. 2015).

El Cr (VI) actia como un oxidante en el contacto directo con la piel, o puede ser

absorbido por esta, especialmente si su superficie estd dafiada. El cromo absorbido en el
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sistema sanguineo a través de los pulmones es excretado por el rifién y el higado. La
absorcién prolongada causa dafio agudo del rifién y del higado debido a la inflamacién
severa dentro de las células (Barrera-Diaz, Lugo-Lugo, and Bilyeu 2012; Kimbrough et
al. 1999; Pradhan et al. 2017). El Cr (VI) presenta toxicidad elevada, relacionada con
irritacién y ulceracién nasal, reacciones de hipersensibilidad y dermatitis de contacto,
bronquitis crénica y enfisema, dafo hepdtico y renal, hemorragia interna, cincer de
pulmén y piel (Chhikara et al. 2010; Harte 1991; Vendruscolo et al. 2016). Se ha
demostrado que la inhalacién y/o la ingesta de compuestos de Cr (VI) son cancerosas
debido a su fécil permeacion de la membrana celular y al elevado potencial oxidante,
causando cdncer de pulmén y estémago (Miranda Filho et al. 2011; Mutongo, Kuipa,

and Kuipa 2014; Vendruscolo et al. 2016).

El incremento de la concentracion ambiental de cromo es debido a los desarrollos
industriales. Las tres formas de cromo (Cr (0), Cr (III) y Cr (VI)) estan presentes en el
suelo, el agua y la biota. Pero también pueden proceder especies de cromo a partir de
diferentes fuentes antropogénicas como la produccién de aleaciones de cromo en las
industrias siderdrgicas, cromado, galvanoplastia, emisiones atmosféricas de plantas
quimicas e instalaciones de incineracion, polvo de cemento, vertederos contaminados,
efluentes de plantas quimicas, erosion de asbestos, polvo de carretera a partir de la
erosion del convertidor catalitico, frenos de asbesto, humo de tabaco, capa superficial
terrestre y rocas, servicio de copiadora, agentes antialgas, anticongelante, cemento,
vidrio y curtido de cuero (Bielicka, Bojanowska, and Wisniewski 2005; Dhal et al. 2013;
Pradhan et al. 2017).

2.4 Legislacion
En Estado Unidos, el limite permisible de cromo total para agua potable, es de 0.05

mg/L (U.S. Enviromental Protection Agency 1998).

Mientras que en México, los valores permitidos de cromo total en agua se encuentran en
la Norma Oficial Mexicana NOM-001-SEMARNAT-1996, la cual establece los limites
maximos permisibles de contaminantes en las descargas de aguas residuales en aguas y
bienes nacionales. La concentracién de cromo depende del uso al que van destinados:

riego agricola 1 mg/L. promedio mensual y 1.5 mg/L promedio diario; uso publico
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urbano 0.5 mg/LL promedio mensual y 1 mg/L promedio diario; protecciéon de vida
acudtica 0.5 mg/L promedio mensual y 1 mg/L promedio diario; explotaciéon pesquera,
navegacion y otros usos 0.5 mg/L. promedio mensual y 1 mg/L promedio diario;
recreacion 1 mg/L promedio mensual y 1.5 mg/L promedio diario; estuarios 0.5 mg/L
promedio mensual y 1 mg/L. promedio diario; y en suelo tiene limites permisibles de uso
en riego agricola 0.5 mg/L promedio mensual y 1 mg/L promedio diario; y humedales

naturales 0.5 mg/L promedio mensual y 1 mg/L promedio diario (SEMARNAT 1997).

En la Norma Oficial Mexicana NOM-002-SEMARNAT-1996 se establecen los limites
maximos permisibles de contaminantes en las descargas de aguas residuales a los
sistemas de alcantarillado urbano o municipal, donde se sefala para cromo hexavalente
0.5 mg/L en promedio mensual, 0.75 mg/LL en promedio diario y 1 mg/L al instante

(SEMARNAT 1998a)

Los limites maximos permisibles de contaminantes para las aguas residuales tratadas que
se retsan en servicios al publico, se encuentran establecidos en la Norma Oficial
Mexicana NOM-003-SEMARNAT-1997, en la cual se indica que para cromo total, la
concentracion no debe de superar a la establecida en la Norma Oficial Mexicana NOM-
001-SEMARNAT-1996, correspondiente a embalses naturales y artificiales con uso en

riego agricola (SEMARNAT 1998b).

Para detectar que las concentraciones de cromo en agua se encuentren dentro de los
limites maximos permisibles estd la Norma Mexicana NMX-AA-044-SCFI-2014, la cual
dicta los pardmetros para realizar andlisis de agua para la mediciéon de cromo
hexavalente en aguas naturales, salinas, residuales y residuales tratadas (NMX-AA-044-

SCFI-2014 2014).

2.5 Técnicas de remocion de cromo hexavalente

Los metales pesados tales como Cr (VI) han sido eliminados de efluentes mediante la
aplicacion de técnicas convencionales de remocion de metales, tales como la dsmosis
inversa, la extraccion con disolventes, la coagulacién de la cal, el intercambio i6nico y la
precipitacion quimica, tienen ciertas desventajas importantes tales como altas exigencias

energéticas, remocion incompleta de metales y generacion de una gran cantidad de



residuos toxicos debido a diversos reactivos utilizados en una serie de tratamiento tal
como reduccion de Cr (VI), neutralizacién de la solucion 4cida y precipitacion (Ahalya,
Ramachandra, and Kanamadi 2003; Alpatova et al. 2004; Mane et al. 2011;
Vendruscolo, da Rocha Ferreira, and Antoniosi Filho 2017).

A continuacién se detallan algunas técnicas utilizadas para la remocién del cromo

hexavalente.

2.5.1 Precipitacion quimica

Es una técnica utilizada para el tratamiento de aguas residuales que contienen metales
capaces de formar un precipitado insoluble a través de la adicién de quimicos. Dentro de
esta técnica se encuentra la precipitacion con hidréxido, precipitacion con sulfuros y
precipitacion con metales pesados quelantes. Como agentes precipitantes, son utilizadas
de manera comin la cal y las calizas. La precipitacién quimica es un proceso simple,
conveniente y eficaz para el tratamiento de efluentes inorgdnicos a bajas
concentraciones. Sin embargo, a pesar de las ventajas, también tiene algunas
desventajas, tales como alta cantidad de productos quimicos en el tratamiento, asi como
la generacion de lodos excesivos y el problema del lodo en el medio ambiente (Aziz,
Adlan, and Ariffin 2008; Hansda, Kumar, and Anshumali 2016; Karthikeyan, Elliott,
and Canon 1996; Malik, Jain, and Yadav 2016; Mirbagheri and Hosseini 2005).

La remocién de Cr (VI) generalmente implica la reduccion acuosa de Cr (VI) - Cr (III)
usando diversos compuestos quimicos, seguido de un ajuste del pH de la solucion hasta
llegar casi a una condicion neutral, logrando la precipitaciéon de los iones Cr (III)
producidos. La formacién del precipitado puede separarse del agua por sedimentacién o
filtracion. El agua tratada es decantada y debidamente descargada o reutilizada. La
reduccién seguida por precipitacion es un proceso eficaz y, por mucho, el mas
ampliamente utilizado en la industria porque es relativamente simple y econémico de
operar. Los procesos quimicos convencionales incluyen precipitacion de hidréxido de

cromo (Mukherjee et al. 2013).



2.5.2 Intercambio ionico
Este método estd basado en la capacidad para intercambiar cationes con metales en las
aguas residuales. Existen diferentes tipos de materiales utilizados, que pueden ser
naturales (alimina, carbono, silicatos) o sintéticos (zeolitas y resinas). Entre ellos, las
zeolitas se usan mds abundantemente. El proceso de intercambio i6nico tiene lugar tanto
para intercambio de cationes como para aniones en medio acuoso. El inconveniente de
este método es que es altamente sensible al pH de la solucién y el intercambio iénico es
no selectivo en operacién (Ferndndez et al. 2005; Kononova et al. 2000; Malik et al.

2016; Maraiién et al. 1999; Monteagudo and Ortiz 2000; Pagano et al. 2000).

El uso de resinas tiene un gran potencial para la eliminacién de metales pesados del agua
y aguas residuales. Asi, las resinas de intercambio catiénico 1200H, 1500H e IRN97H
han sido utilizado para la eliminacién del cromo de la solucién acuosa. La concentracion
de metal en un medio se calcula como la diferencia entre el valor original de la
concentracion en la solucidn y la concentracion después del contacto. La captacion de
cromo por las resinas de intercambio i6nico es reversible y por lo tanto tiene un buen
potencial para la eliminacién/recuperacién de cromo de soluciones acuosas. Mediante el
aumento de la resina, la eficiencia de eliminacion se incrementa, pero la densidad de
adsorcion disminuye. Esta disminucion se puede atribuir al hecho de que algunos de los
sitios de adsorcidon permanecen insaturados durante el proceso, mientras que el nimero
de sitios de adsorcién aumenta por un incremento en el adsorbente y esto resulta en un
aumento en la eficiencia de eliminacion. Por lo tanto, la concentracion de equilibrio
disminuye con el aumento de las dosis de adsorbente para una concentracion inicial de
cromo dada, ya que, para una concentracion inicial fija de soluto, el aumento de la dosis
de adsorbentes proporciona mayor superficie o sitios de adsorcién (Mukherjee et al.

2013).

2.5.3 Filtraciéon por membrana
Esta técnica utiliza diversos tipos de membranas para la eliminacion de varios metales
pesados en solucién. Se utilizan diferentes formas de esta técnica en funcién del tamaiio

de las particulas, tales como la ultrafiltracién (UF), la nanofiltraciéon (NF), la 6smosis
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inversa (OS) y electrodidlisis (ED), dependiendo del tipo de aguas residuales (Malik et
al. 2016).

Se han desarrollado procesos hibridos basados en membranas para maximizar la
eficiencia de la eliminacion de Cr (VI) de los residuos acuosos. Uno de ellos comprende
de una extraccién basada en reduccidn-precipitacion utilizando la emulsion liquida de
membrana (ELM). Dicha técnica es un proceso de extraccidon y separaciéon simultdnea.
La membrana liquida constituye un agente de extraccidén y tensoactivo disuelto en
diluyentes orgdnicos. La incorporacién de la fase de banda en la fase orgdnica da como
resultado la formaciéon de una emulsion. La seleccion del surfactante es decisiva en el
proceso de extraccion de ELM, la concentracion del metal diana dentro de la fase de
banda depende en gran medida de ella. La extraccion de Cr (VI) por ELM se rige por
varios parametros que incluyen la concentracion de surfactante y extractante, velocidad
de agitacion, tratamiento relacion de los volimenes de fase acuosa a emulsion,
concentracion de fase, la fase de banda y pH de la fase de alimentacion. Dentro de todos
los pardmetros, el tiempo de contacto de la emulsion y la fase de alimentaciéon son muy
importantes para lograr la mayor concentracion de Cr (V1) dentro de la fase de la banda.
Un tiempo de contacto prolongado para la extraccion, acumula agua dentro de la fase
interna, lo que hace que la membrana se hinche e inicie la rotura de la fase de emulsién

(Mukherjee et al. 2013).

2.5.4 Ultrafiltracion
En este método, las moléculas disueltas, iones de metales pesados y otros contaminantes
se filtran usando una membrana, segin su tamafio molecular. Diferentes tipos de
membranas s6lo permiten el paso de solutos, y los restantes, tales como moléculas mas

grandes y metales pesados, quedan fuera de la membrana (Malik et al. 2016).

Para recuperar cromo con esta técnica, se utiliza un proceso de complejacion-
ultrafiltracién en lotes, con una solucién de sulfato. Los factores que afectan la tasa de
rechazo y el permeado del flujo son la concentraciéon de pH, concentracién de ligando,
cloruro y sulfato, tamafio del poro de la membrana y presion aplicada. Como los iones
de cromo son demasiado pequefios para ser retenidos, se complejan primero con un

macroligando soluble en agua (polietilenamina). Posteriormente, se separa el complejo

11



para remover el metal y poder reutilizar el microligando en procesos posteriores

(Mukherjee et al. 2013).

2.5.5 Coagulacion quimica y electrocoagulacion
La técnica de coagulacion se utiliza para preparar coloides. Algunos coagulados, como
el aluminio, el sulfato ferroso y el cloruro férrico, neutralizan las impurezas presentes en
aguas residuales. La solucién de cloruro férrico y el cloruro de polialuminio (PAC) son
coagulantes que se utilizan en la eliminacién de metales pesados (Malik et al. 2016; El

Samrani, Lartiges, and Villiéras 2008).

Meétodos electroquimicos implican reacciones redox para eliminacion de metales bajo la
influencia externa de una corriente directa en la solucion electrolitica. El proceso de
coagulacion desestabiliza particulas coloidales mediante la adicion de un coagulante en

el proceso de sedimentacion (Malik et al. 2016; Shammas 2005).

Para remover cromo de aguas residuales de industrias que lo desechan en
concentraciones elevadas se utiliza ambas técnicas. La coagulacién quimica consta de
dos pasos, en el primero, es la coagulacion quimica afiadiendo cal para elevar el pH y la
sal de aluminio para eliminar materia coloidal como hidréxido gelatinoso, y en el
segundo, este precipitado es adsorbido sobre carbon activado para completar la
remocioén de metal a nivel de ppm. Aunque la precipitacién es bastante eficaz en el
tratamiento de efluentes industriales, la coagulaciéon puede inducir una contaminacion
secundaria debida a sustancias quimicas afiadidas. Para superar este problema, se usa la
electrocoagulacion donde la floculacién es generada por electro-oxidaciéon de un dnodo

generalmente de hierro o aluminio (A. Dabrowski 1999; Mukherjee et al. 2013).

2.5.6 Extraccion liquido-liquido (ELL)
La extraccién liquido-liquido (ELL) o mds cominmente conocida como extraccién con
disolvente (SX) es una técnica versdtil utilizada en la separacién de iones metélicos. La
ELL desempefia un papel fundamental en la separaciéon de actinidos para el reactor de
reprocesamiento de combustible en la industria nuclear (Kalidhasan et al. 2016; Suresh
et al. 2013). En principio, la ELL implica la distribucién del ion metélico entre dos fases

inmiscibles. La relacién de distribuciéon (D), es esencialmente la relacion de la

12



concentracion del ion metdlico de la fase orgdnica a la fase acuosa, es un parametro vital
para evaluar la eficiencia de la extraccion. En esta técnica cldsica es importante evaluar
diversos aspectos como el pH, formacion de una tercera fase, el uso de disolventes de
menor toxicidad, y la regeneracién y reutilizacién de los extractantes metdlicos. Todos
estos factores son muy esenciales para conseguir una elevada proporcion de distribucién
para el ion metélico deseado. Los extractantes se clasifican normalmente en sistemas

quelantes e i6nicos (Kalidhasan et al. 2016).

En medio dcido dependiendo del pH, el cromo (VI) existe principalmente en forma de
aniéon HCrOs- o Cr2072'. Estos aniones estdn implicados en la interaccion electrostética
con extractantes catiénicos. El Cr (VI) se clasifica como un 4cido fuerte que interactda
eficazmente con bases fuertes como el nitrégeno. Por lo tanto, los extractantes de cromo
predominantemente son de cardcter amina y debido a su naturaleza voluminosa,
favorecen la absorcién de cromo como un par de iones de la fase acuosa a orgénica a
través de una transferencia de masa eficaz (Kalidhasan et al. 2016; Senol 2004; Someda,

El-Shazly, and Sheha 2005).

2.6 Biorremediacion

Tomando en cuenta el elevado coste del tratamiento y la rehabilitacién de los lugares
contaminados, una alternativa ventajosa tendria relacidon costo-eficacia, rapidez y que
sea amigable con el medio ambiente. La biorremediacion, es un proceso de utilizacién o
introduccién de organismos vivos como bacterias, hongos, plantas o gusanos a los sitios
contaminados, la cual se ha convertido cada vez mds popular para la descontaminacién
de productos quimicos toxicos debido a su bajo costo de operacion (Chan et al. 2016;

Gadd 2001; Sylvia 2005).

Los datos revelan que debido a la alta toxicidad y la ubicuidad de los metales en el
ambiente, los microbios han logrado de forma inimitable y algunas veces inusual
interactuar con los metales no deseados. Algunos microbios han desarrollado
mecanismos a través de los cuales son capaces de secuestrar e inmovilizar metales,
promover la solubilidad de metales, mientras que algunos de los metales se oxidan o
reducen en formas no téxicas o menos toxicos. Los microorganismos han desarrollado

diversas estrategias para la supervivencia en medio ambiente contaminado con metales
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pesados, incluyendo biosorcion, bioacumulacién, biotransformacién y biomineralizacién

(Kanwar, Mishra, and Mukherjee 2017).

Las paredes de las células microbianas consisten en polisacdridos, lipidos y proteinas,
muchos grupos funcionales como grupos carboxilato, hidroxilo, amino y fosfato facilitan
la unién de metales pesados. Hasta ahora muchos microorganismos reportados han

mostrado la exitosa biorremediacidén de metales pesados (Kanwar et al. 2017).

El aspecto microbiolégico de la biorremediacion implica la bioestimulacién
(estimulacion de la poblacién microbiana nativa viable), Bioaugmentacién (introduccién
artificial de poblacién viable), la bioacumulacién (secuestro y acumulacién de metales
pesados por microbios) y biosorcion (adsorcion por microbios vivos o muertos) (Kanwar
et al. 2017). Los métodos de biosorcion y bioacumulacién han sido reportados como
alternativas econdmicas, convencionales, que poseen un buen potencial en la remocién

de metales (Chojnacka 2010; Hansda, Kumar, and Anshumali 2016).

2.6.1 Biosorcion
La biosorcion se define como una actividad pasiva, rdpida, reversible y es un proceso
independiente al metabolismo, realizado por microorganismos activos o inactivos. El
proceso de biosorcidn se lleva a cabo mediante biosorbentes, los cuales han demostrado
tener un gran potencial en la eliminacién de metales pesados de efluentes industriales.
Este proceso esta representado por el desequilibrio de las fuerzas superficiales causado
por el contacto de una superficie solida dentro de una fase liquida, formando una capa
superficial de solutos sobre el adsorbente y resultando en la acumulacién de metales por
interacciones fisico-quimicas de iones metélicos con componentes celulares de las
especies bioldgicas (Buratto, Costa, and Ferreira 2012; Vendruscolo, da Rocha Ferreira,

and Antoniosi Filho 2017).

La sorcion del material biolégico (biosorcion) puede no ser tan simple como se podria
percibir. Es importante diferenciar los conceptos de bioadsorcion y bioabsorcién
(Fomina and Gadd 2014; Gadd 2009). El término sorcién se ha utilizado tanto para
absorciéon como para adsorcién. La absorcién se refiere a la incorporaciéon de una

sustancia de un estado a otro estado diferente (por ejemplo, liquidos absorbidos por un
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sOlido o gases que son absorbidos por el agua), es decir, en un sistema de matriz
tridimensional. La adsorcion es la adhesion fisica o unién de iones y moléculas sobre la
superficie de otra molécula, es decir sobre una superficie bidimensional. Muchos
investigadores consideran la biosorcién como una subcategoria de adsorcién, donde el
sorbente es un agente bioldgico (Fomina and Gadd 2014; Michalak, Chojnacka, and
Witek-Krowiak 2013).

Los biosorbentes pueden ser vistos como materiales naturales de intercambio i6nico que
contienen principalmente grupos débilmente 4cidos y bdsicos, siendo el proceso de
quelacion inespecifico. La seleccion de biosorbente depende del origen, la
disponibilidad y la rentabilidad de la biomasa. Se pueden recoger directamente del
medio ambiente o desarrollarse de manera especifica por varios procesos de
modificacién (Dhankhar and Hooda 2011; Hansda, Kumar, and Anshumali 2016;
Vijayaraghavan and Yun 2008).

El proceso de biosorcidn tiene algunas desventajas, de las cuales destaca que el potencial
del proceso bioldgico es limitado porque las células no realizan actividad metabdlica y
una vez que el metal ha ocupado espacio en la superficie celular, se necesita un proceso
de desorcion antes de su uso posterior (Ahluwalia and Goyal 2007; Kanwar, Mishra, and

Mukherjee 2017).

Se ha demostrado que la biosorciéon de metales es dependiente del pH en casi todos los
sistemas examinados, incluyendo bacterias, cianobacterias, algas y hongos. Se observa
que la sorcién de Cr (VI) aumenta al disminuir el pH a valores dcidos. Se ha encontrado
que valores bajos de pH dentro del rango 2-3 son favorables a la biosorcién de Cr (VI).
Dentro del rango de pH 1-4, HCrO4" y CrO4” son las especies principales en solucidn, y
su estabilidad depende del pH y de la concentracidén de cromo hexavalente. A pH bajo,
los sitios activos de los biosorbentes son protonados y las especies anidnicas pueden

unirse al sorbente por fuerzas electrostaticas (Mukherjee et al. 2013).

Ademads del pH, existen otros factores que se deben considerar para garantizar la
factibilidad del biosorbente en un proceso de descontaminacién de efluentes industriales.

Estos incluyen -caracteristicas del efluente tales como el volumen, el tipo de
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contaminante y la competitividad de iones, composicion quimica de la solucidn,
temperatura, entre otras; caracteristicas de la biomasa tales como disponibilidad,
estabilidad mecdnica, capacidad de regeneracién, especificidad de contaminantes y
cinética de reaccion; y caracteristicas del proceso tales como capital y costos de
operacion, batch/continuo y espacio disponible (Vijayaraghavan and Balasubramanian

2015).

En general, en comparacion con los métodos convencionales de extraccion de metales
pesados, las ventajas potenciales del proceso de biosorcién incluye (Abbas et al. 2014;
Aksu, Sag, and Kutsal 1992): (1) Uso de biomateriales renovables naturalmente
abundantes que pueden ser producidos a bajo costo; (2) Capacidad para tratar grandes
volimenes de aguas residuales debido a la rdpida cinética; (3) Alta selectividad en
términos de eliminacidn y recuperacion de metales pesados especificos; (4) Capacidad
para manejar multiples metales pesados y desechos mixtos; (5) Alta afinidad, reduciendo
los metales residuales por debajo de 1 ppb en muchos casos; (6) Menor necesidad de
reactivos de alto costo adicionales que normalmente causan problemas de eliminacién y
espacio; (7) Operaciéon en una amplia gama de condiciones fisicoquimicas incluyendo
temperatura, pH y presencia de otros iones (incluyendo Ca (II) y Mg (II)); (8) Bajo costo
operacional e Inversion de capital; (9) Mejora considerable de la recuperacion de
metales pesados vinculados a partir de la biomasa; y (10) Menor produccién de residuos

peligrosos.

2.7 Interaccion de hongos con metales

La metodologia a ser implicada para la biorremediacion depende en gran medida de la
interaccion entre metal y microbio. El ion metélico se une a la superficie microbiana
mediante interacciones electrostaticas, interacciones redox, unidén covalente, fuerza de
van der waal, o precipitacion extracelular, y a veces por la combinacién de estos

procesos (Blanco et al. 2000; Kanwar, Mishra, and Mukherjee 2017).
Dentro de las interacciones pared celular-metal, se pueden destacar las siguientes:

a) Complejacion-sideréforo: los sider6foros son moléculas de bajo peso molecular

quelantes de hierro. Su funcién bioldgica es concentrar el hierro del medio ambiente y su
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transporte a la célula. El cromo y aluminio son metales similares al hierro que se unen a
los siderdforos por lo tanto reducen su biodisponibilidad y la toxicidad de los metales

(Kanwar et al. 2017; Roane and Pepper 2000).

(b) Complejo de los biosurfactantes: Estos son producidos por muchas bacterias y
también se unen con metales como cadmio, plomo y zinc. Aumentan su solubilidad en

agua y en complejos, se vuelven no téxicos para las células.

(c) Unién exopolimérica: Incluyen sustancias como polisacédridos, carbohidratos, dcidos
nucleicos y 4cidos grasos. Estos son grupos funcionales cargados negativamente que se
unen ficilmente con metales cargados positivamente. Con este método los metales se

inmovilizan y por lo tanto su entrada dentro de la célula esta restringida.

(d) Precipitacion por reduccion de metales: En este método los microorganismos
reducen los metales solubles a sales metalicas menos solubles, las cuales se precipitan

(Kanwar, Mishra, and Mukherjee 2017).

En cualquier microorganismo utilizado como biosorbente, la pared celular es el primer
componente que entra en contacto con los iones metélicos y también actia como una
defensa contra la toxicidad del metal. Por lo tanto, la composicién quimica de la pared
celular microbiana es un factor importante, responsable de la adsorcion de iones
metélicos en la superficie de la biomasa, por lo que diversos grupos de microorganismos
dan lugar a diferentes tipos de unién con el metal (Hansda, Kumar, and Anshumali

2016).

Las paredes celulares de los hongos, especialmente los filamentosos, estin compuestos
de polisacdridos tales como [-glucano, quitina y quitosano, glicoproteinas, lipidos,
melaninas, D-galactosamina, polimeros y poliurénidos. La pared celular flingica se
compone principalmente de los polisacaridos -1,3-glucano, -1,6-glucano, proteina de
unién manano y una baja concentracion de quitina (Fleuri and Sato 2010; Vendruscolo,
da Rocha Ferreira, and Antoniosi Filho 2017). Se ha demostrado que la quitina y el
quitosano se unen de manera efectiva a los metales pesados en una serie de especies de
hongos (Chan et al. 2016; GADD 2004; Wang and Chen 2014; Zhou 1999). La

acetilglucosamina o glucosamina de quitosano puede actuar como sitios de unién para
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metales (Guibal, Roulph, and Le Cloirec 1995; Lu, Zhang, and Yao 2016). La actividad
de sorcién metdlica en hongos es dependiente de los polisacéridos estructurales de la
pared celular y la proporcién de quitina-glucano,(Chan et al. 2016; Tereshina et al.
1999). La sorcién superficial celular de metales y metaloides ocurre generalmente como
resultado de la interaccion fisicoquimica entre los iones metélicos y los grupos
funcionales tales como como proteinas de la superficie celular. Esta reaccion es rdpida,
reversible e independiente del metabolismo (Chan et al. 2016; Dhankhar and Hooda
2011). A su vez, su pared celular se considera un mosaico de grupos funcionales que
incluyen carboxilo (-COOH), fosfato (PO,>), amina (-NH,), tiol (-SH) e hidroxilo (-
OH), que actian como sitios de interacciéon entre Cr (VI) y hongos, donde la
coordinacion idnica y/o el intercambio i6nico pueden formar complejos con especies de
aniones Cr (VI) (Bellion et al. 2006; Garcia-Hernandez, Villarreal-Chiu, and Garza-
Gonzalez 2017).

La mayoria de los estudios sobre la biosorciéon de Cr (VI) enfatizan el mecanismo de
adsorcion, y en el hecho de que los iones de cardcter anidnico del cromato se unen a
grupos cargados positivamente en la biomasa del hongo (Vendruscolo, da Rocha

Ferreira, and Antoniosi Filho 2017).

Los hongos han demostrado un papel cada vez mds importante en el tratamiento de
aguas residuales. Las siguientes caracteristicas notables de hongos los convirtieron en
excelentes candidatos para los procesos de tratamiento: (i) alta capacidad de adsorcién,
(i1) facil separacion sélido-liquido, (iii) resistencia a condiciones adversas, y (iv) una

amplia capacidad de degradacion (Lu, Zhang, and Yao 2016).

2.8 Hongos con actividad de remocién

Especies fungicas como Aspergillus niger, Pleurotus ostreatus, Phanerochaete
chrysosporium, Rhizopus arrhizus, Trametes versicolor, y Fusarium sp. han sido
ampliamente investigadas en la eliminacién de metales pesados ya que son

abundantemente disponibles y de bajo costo para la produccién en masa (Lu et al. 2016).
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El hongo B. bassiana estd reportado con ensayos de tolerancia a los metales pesados
Cu(Il), Cr(VI), CdI), Zn(II) and Ni(II), mostrando resistencia a concentraciones entre
100 y 250 mg/L (Gola et al. 2016).

Para las especies Trichoderma se demostré que los sitios de unién al cromo en las
superficies de células fungicas son probablemente grupos carboxilo y amina (Joutey et
al. 2015; Vankar and Bajpai 2008). El hongo A. niger puede reducir Cr (VI) a Cr (III) a
través de una reaccion redox no relacionada con ninguna actividad enzimética (Park,
Yun, Jo, et al. 2005). También se ha reportado que la biomasa muerta de cuatro cepas de
hongos (Aspergillus niger, Rhizopus oryzae, Saccharomyces cerevisiae y Penicillium
chrysogenum) se pueden utilizar para convertir Cr (VI) téxico en especies menos toxicas
o no téxicas de Cr (II) (Park, Yun, and Park 2005). Otras especies de hongos son
también capaces de reducir Cr (VI) a Cr (Ill), los ejemplos son: Hypocrea tawa
(Morales-Barrera et al. 2008) y Paecilomyces lilacinus (Sharma and Adholeya 2012).
Reportes sefialan que la reduccion de los iones cromato tiene lugar por la actividad de la
cromato reductasa de extractos libres de células de Termitomyces clypeatus.(Das and
Guha 2009). Por el contrario, los mecanismos de reduccioén de Cr (VI) en Aspergillus sp.
N2 y Penicillium sp. N3 indican una reduccion enzimatica y una adsorcion al micelio

(Fukuda et al. 2008; Joutey et al. 2015).

Una estudio proporciond informacion detallada sobre la capacidad de biosorcion de una
amplia gama de hongos incluyendo Saccharomyces cerevisiae, Penicillium sp.,
Aspergillus sp. y otros hongos filamentosos (Wang and Chen 2009). La biosorcién por
basidiomicetos como Trametes versicolor (Bayramoglu, Bektas, and Arica 2003; Chan
et al. 2016), Amanita rubescens (Chan et al. 2016; Sar1 and Tuzen 2009b) e Inonotus
hispidus (Chan et al. 2016; Sar1 and Tuzen 2009a). Existen reportes en los que se
demostré que las partes melanizadas externas del micelio de Armillaria spp. fueron
capaces de concentrar los iones Al, Zn, Fe y Cu a 50-100 veces el nivel encontrado en el
suelo circundante (hasta 3440, 1930, 1890, 15 y 680 mg/L respectivamente) (Chan et al.
2016; Rizzo, Blanchette, and Palmer 1992). Resultados similares se encontraron con las

placas pseudo-clerociales melanizadas de Phellinus weirii que acumulaban metales
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pesados (Al, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni, Pb y Zn) del suelo (Chan et al. 2016;
McDougall and Blanchette 1996).

Sivakumar (Sivakumar 2016) con diferentes especies de Aspergillus para la biosorcion
de Cr (VI) presente en un efluente de curtiduria, demostré que la mayor biosorcién de
18,1 mg de \ beta 1 a pH 3,0 usando A. niger, seguido de A. flavus, A. fumigatus, A.
nidulans, A. heteromorphus, A. foetidus y A. viridinutans. Singh et al. (Singh, Kumar,
and Bishnoi 2016) mostraron que la concentracién maxima de Cr (VI) adsorbido por

Aspergillus flavus fue de 16,1 mg.g'l.

En un estudio realizado por Chhikara et al. (2010) el biosorbente fiingico utilizado fue
Aspergillus niger tratado con 4cido e inmovilizado en una matriz de alginato célcico.
También se ha reportado la biosorcion de Cr (VI) por Aspergillus niger, Aspergillus
sydoni y Penicillium janthinellum. Donde a pH 2,0 A. niger mostré un 91,3% de la
eliminaciéon de Cr (VI) (Kumar et al. 2008; Vendruscolo, da Rocha Ferreira, and
Antoniosi Filho 2017). En otro estudio utilizaron Penicillium griseofulvum para la
biosorcion de Cr (VI) y aplicaron el disefio de Box-Behnken para optimizar las variables

(Abigail M, Samuel, and Chidambaram 2015).

En la mayoria de los estudios indican un proceso de sorcion, pero también se produce la
reduccién de Cr (VI) a Cr (IIT). Corefio-Alonso et al. (2014) mostraron que la cepa Ed8
de Aspergillus niger var tubingensis reducido de Cr (VI) a Cr (III), lo que demuestra la
capacidad de bio-remediacion de este microorganismo, y Arévalo-Rangel et al. (2013)
mostrd la misma capacidad para Penicillium sp. (Vendruscolo, da Rocha Ferreira, and

Antoniosi Filho 2017).

2.9 Aislamiento e identificacion de hongos

El suelo es un ambiente muy apropiado para el desarrollo de los microorganismos tanto
eucariotas (algas, hongos, protozoos) como procariotas (bacterias y arqueas), ademads de
encontrar virus y bacteriéfagos. Todos estos organismos establecen relaciones entre ellos
en formas muy variadas y complejas y también contribuyen a las caracteristicas propias
del suelo por su papel en la modificacién de las fases solida, liquida y gaseosa antes

mencionadas (Torres D. and Zuluaga M. 2009),
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Debido al enriquecimiento selectivo de ciertos microorganismos mds tolerantes, resultan
favorecidas aquellas especies capaces de adaptarse y crecer en presencia de estos
compuestos téxicos y recalcitrantes (Benka-Coker and Ekundayo 1997; Pernia et al.
2012). El aislamiento de microorganismos (bacterias, hongos y levaduras) a partir de
ecosistemas contaminados o de hébitats extremos ha evidenciado la existencia de ciertos
hongos capaces de remediar y convertir contaminantes en compuestos menos toxicos o

inocuos para el ambiente.

La identificacién de hongos a nivel de género se realiza mediante las caracteristicas
fenotipicas de los mismos, a través de observaciones detalladas de las colonias y de los
componentes microscopicos (Banakar, Thippeswamy, and Naveenkumar 2012; Kumar

Seth, Alam, and DN 2016).

2.10 Morfologia fingica

Los hongos levaduriformes dan lugar a colonias semejantes a las bacterianas, cremosas,
opacas, con un didmetro de 3 a 7 mm, y en general de crecimiento relativamente rapido
(24-72h). Mientras que los hongos filamentosos dan lugar a colonias de mayor tamafio
(10-30 mm), que crecen radialmente de modo progresivo, de aspecto inconfundible,
vellosas, algodonosas o pulverulentas, de vistosos y variados colores, que deben de ser
observadas en el anverso y reverso, donde puede verse si el pigmento difunde al medio.
Su crecimiento suele ser mas lento que el de las levaduras (3-20 dias), pero pueden
llegar a invadir toda la superficie del medio de cultivo. El color, forma y tamaio de las
colonias puede variar segin los componentes del medio de cultivo utilizado. Los
hongos dimorficos dan lugar a colonias filamentosas cuando se incuban en medios
usuales a temperaturas entre 25 y 30°C, y colonias levaduriformes si se incuban en agar

sangre a 37°C (Prats 2006).

Por otra parte, el realizar un microcultivo permite la observacion de las estructuras
microscopicas de los hongos filamentosos, en particular de las esporas asexuales, sin
alteracion de las mismas. Esta técnica consiste en inocular el hongo filamentoso sobre
un cubo de agar situado en un portaobjetos estéril y con un cubreobjetos colocado en

cima, dentro de una caja de petri. Después de la incubacién en un ambiente himedo el
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micelio crece, se expande como una planta trepadora por la cara inferior del

cubreobjetos, permitiendo observar las estructuras fiingicas sin distorsion (Prats 2006).

2.11 Remocion de cromo hexavalente

Existen varias técnicas que permiten determinar la remocién del cromo hexavalente,
dentro de las cuales, la primera es identificar que el material biolégico tiene las
caracteristicas necesarias para la remocidn y posteriormente se analiza su capacidad de

sorcion.

2.11.1 Tolerancia a cromo hexavalente
Se sabe que los microorganismos aislados de ambientes contaminados con metales
pesados a menudo exhiben tolerancia a estos contaminantes (Mohammadian Fazli et al.
2015; Yazdani et al. 2010). La caracteristica de la supervivencia de hongos en Cr (VI)
depende principalmente de sus propiedades estructurales y bioquimicas, asi como a sus
adaptaciones genéticas y fisiolégicas. Tales microorganismos son un grupo
extremadamente versatil con capacidades de adaptarse y crecer en condiciones extremas
de pH, temperatura, disponibilidad de nutrientes y altas concentraciones de metales
(Anand et al. 2006; Garcia-Hernandez, Villarreal-Chiu, and Garza-Gonzalez 2017).
Factores como la interaccion entre metales y la pared celular microbiana, periplasma,
membrana plasmadtica y el citoplasma son la clave para la adaptaciéon de hongos en
diferentes ambientes (Cervantes et al. 2006; Garcia-Hernandez et al. 2017). Los
tolerancia de los hongos a la toxicidad de Cr (V) puede traducirse como su capacidad
para sobrevivir en altas concentraciones de Cr (VI) mediante mecanismos que han
desarrollado en forma directa una respuesta a especies metdlicas (Zafar, Aqil, and
Ahmad 2007). Varios autores han reportado hongos filamentosos que exhiben tolerancia
significativa de Cr (VI), especialmente aquellos que viven en ambientes contaminados

(Garcia-Hernandez, Villarreal-Chiu, and Garza-Gonzalez 2017) .

2.11.2 Determinacion Analitica (Difenilcarbazida)
Para determinar concentraciones de cromo en medio acuoso, la técnica de

difenilcabazida es ampliamente utilizada. En Estados Unidos dicha técnica se encuentra
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establecida en los Métodos Estandar para el Examen de Aguas y Aguas Residuales,
mientras que para México, la metodologia se encuentra descrita en la Norma Mexicana
NMX-AA-044-SCFI-2014: Andlisis De Agua.- Mediciéon De Cromo Hexavalente En
Aguas Naturales, Salinas, Residuales Y Residuales Tratadas- Método De Prueba
(Cancela A La NMX-AA-044-Scfi-2001) (APHA/AWWA/WEF 1999; NMX-AA-044-
SCFI-2014 2014).

El método se basa en una reaccién donde el cromo hexavalente Cr*® reacciona con la
1,5-difenilcarbazida en medio 4cido para dar un complejo color rojo violeta de
composicion desconocida que es determinado espectrofotométricamente a 540 nm. La
intensidad de color es directamente proporcional a la concentracion de cromo
hexavalente. La reacciéon es muy sensible, siendo la absortividad molar basada de
aproximadamente 40 000 L g”' cm™ a 540 nm (APHA/AWWA/WEF 1999; NMX-AA-
044-SCFI-2014 2014).

Interferencias: La reaccion con difenilcarbazida es casi especifica para el cromo. El
molibdeno hexavalente y las sales de mercurio reaccionan para formar color con el
reactivo, pero las intensidades son mucho mds bajas que para el cromo al pH
especificado. Se pueden tolerar concentraciones altas como 200 mg de Mo o Hg / L. El
vanadio interfiere fuertemente, pero las concentraciones arriba 10 veces del cromo no
causan problemas. La posible interferencia del permanganato es eliminado por reduccion
previa con el grupo azida. El hierro en concentraciones mayores de 1 mg/L puede
producir un color amarillo pero el color del ion férrico (Fe*) no es fuerte y normalmente
no hay dificultad si la absorbancia se mide fotométricamente en la longitud de onda
apropiada. Las cantidades interferentes de molibdeno, vanadio, hierro y cobre pueden
eliminarse mediante extraccion de los cupferrates de estos metales en cloroformo

(CHCl3) (APHA/AWWA/WEF 1999).

2.11.3 Cinéticas de adsorcion
La cinética de adsorcion muestra la relacidn entre las tasas de adsorcién con su tiempo

de contacto, asi como también establecen el tiempo en que se tardan en alcanzar el

23



equilibrio (Lokeshkumar P. Ramteke and R 2016; Wassie and Srivastava 2016). La
prediccién del pardmetro cinético proporciona informacién importante para disefiar y
modelar los procesos. Se necesita informacién sobre la cinética de absorcion del soluto

para seleccionar las condiciones Optimas de operacién para el proceso a gran escala

(Srivastava, Agrawal, and Mondal 2015).

El proceso de adsorciéon por cualquier adsorbente poroso tiene lugar en cuatro etapas
principales, cada una de las cuales puede afectar a la cinética de adsorcion global. Estos
son: (1) transporte de soluciones en masa a la capa limite que rodea la superficie del
adsorbente (2) transporte del soluto, resistencia externa al transporte, (3) transporte
interno del soluto, desde la superficie adsorbente a los sitios intraparticulares activos y
(4) unién de las moléculas de soluto a los sitios de adsorcion (Adamson W. and Gast P.

1997; Dehghani et al. 2016; Ho, John Wase, and Forster 1995; Srivastava et al. 2015):

La tasa de velocidad del movimiento de la molécula de soluto desde la fase acuosa a la
superficie del biosorbente durante el proceso de biosorcidn estd gobernada por uno, o la
combinacion de mas de un mecanismo. Las etapas de transporte se producen en serie,
por lo que el paso més lento, llamado etapa de limitacién de velocidad, controlard la
velocidad de la eliminacion. El factor mds importante en el disefio del sistema de
adsorcion correlaciona la tasa de absorcion del soluto con la concentracion en masa del
mismo, su tiempo de residencia y las dimensiones del reactor controladas por cinética.

(Dehghani et al. 2016; Srivastava et al. 2015).

Para demostrar la relacion entre la cantidad de Cr (VI) adsorbido por el material
biosorbente y su tiempo de adsorcidn, se utilizan diferentes modelos cinéticos, entre
ellos la ecuacion cinética de pseudo-primer orden, la ecuacién cinética de pseudo-
segundo orden y la ecuacion cinética de difusion intraparticular (Wassie and Srivastava

2016). Los cudles serdn descritos a continuacion.
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Modelo cinético de pseudo-primer-orden

La ecuacion del modelo cinético de primer orden es la siguiente (Lokeshkumar P.

Ramteke and R 2016; Lu et al. 2015):

ln(Qe - qt) = lnqe — kit (D)

Donde q. es el equilibrio de adsorcion; q; es la capacidad de adsorcién en el tiempo t; k;
es la constante de equilibrio y t es el tiempo (Lokeshkumar P. Ramteke and R 2016; Lu
et al. 2015).

Modelo cinético de pseudo-segundo-orden

Ho y McKay (1998) describieron el modelo de pseudo-segundo-orden como el proceso
cinético de la adsorcién. En el modelo cinético de pseudo-segundo orden, el paso
limitante de velocidad es la adsorcion superficial que implica quimisorcion, donde la
remocion a partir de una solucion se debe a interacciones fisico-quimicas entre las dos
fases. El modelo de pseudo-segundo orden se puede representar en la siguiente forma.
La ecuacién de la velocidad cinética basada en capacidad de equilibrio de adsorcion se
puede representar en las siguientes formas (Dehghani et al. 2016):

% =k, (q. — Qt)z (2)
t

Donde k; es la constante de velocidad de la cinética de pseudo-segundo orden

(g/mg-min).

La ecuacion (2) se convierte en (3) en la integracion con las condiciones limite t =0 a t

=ty qi=0aq;=q; (Dehghani et al. 2016):

1 1
G0 a0 feat 3)

La ecuacion (3) se puede arreglar de nuevo para obtener una ecuacién linealizada (4)

(Dehghani et al. 2016; Gopal Reddi et al. 2016):

t 1 t

+— (4)

ac  k2q¢%  qe
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Modelo cinético de difusién intraparticular

El modelo de difusién intraparticular es uno de los aceptado modelos en el andlisis de
cinéticas de sorcion (Foo and Hameed 2010; Kishor et al. 2017; Sengupta, Sk., et al.
2016; Sengupta, Keskar, and Jayabun 2016). El modelo de difusién intraparticular
utilizado aqui se refiere a la teoria propuesta por Weber y Morris (1963) sobre la base de

la siguiente ecuacion para la constante de velocidad:
1
qe = kiat /2 (5)

Donde kiq4 es la constante de velocidad de difusion intraparticula (mg/ g/ min) y C es la
constante. Si la tasa de limitacion de velocidad es la difusion intraparticula, entonces el
grifico dibujado entre (q;) (mg / g) contra la raiz cuadrada del tiempo de contacto ()
debe producir una linea recta que pasa por el origen. La pendiente dara el valor del
coeficiente de difusion intraparticula (kig) y el coeficiente de correlacion (y) indica la
aptitud de este modelo (Kasthuri et al. 2013). Una forma linealizada para la ecuacién de

difusion intraparticular es (Samuel, E. A Abigail M, and Chidambaram 2015):

logq: = logk;; + 0.5logt (6)

2.11.4 Isotermas
Las isotermas de biosorcion describen la relacién entre la masa del componente
adsorbido por masa de biosorbente y la concentracion de este componente en la solucion
(Mondal and Roy 2016). La evaluacién ayuda a construir mejor adsorbente para futuras
investigaciones (Mondal et al. 2017). Los modelos isotérmicos utilizados para lleva a
cabo estudios de equilibrio de adsorcién son Langmuir y Freundlich. La isoterma de
Langmuir, se basa en el supuesto de que la sorcién se lleva a cabo en sitios homogéneos
de adsorbente, mientras que la isoterma Freundlich (Srivastava, Mall, and Mishra 2007)
considera la distribucién del calor de adsorciéon de manera heterogénea y no uniforme

(Wassie and Srivastava 2016).

26



Modelo isotérmico de Langmuir

El modelo de Langmuir explica la adsorcion monocapa en una superficie
energéticamente uniforme en la que no hay interacciéon entre las moléculas adsorbidas
(es decir, una vez que se llena un sitio, no puede producirse ninguna extraccién adicional
en ese sitio). Una vez que la formacién monocapa estd completamente saturada,

entonces se alcanza el equilibrio (Dubey and Gopal 2007; Gopal Reddi et al. 2016).

La ecuacién no lineal de Langmuir se expresa cominmente de la siguiente manera
(Pakade, Ntuli, and Ofomaja 2016; Samuel, E. A Abigail M, and Chidambaram 2015):
mbCe

Ge =T (7)
La ecuacion antes mencionada se linealiza como (Lu et al. 2015; Samuel, E. A Abigail
M, et al. 2015):

1 1 1)1

Z==+(5) (8)

dmb/ Ce

Donde C, es la concentracion residual de Cr (VI) en solucion, g, es la absorciéon maxima
de metal (mg g'l), b es la constante de equilibrio de Langmuir (L mg'l) (Samuel, E. A

Abigail M, et al. 2015).
Modelo isotérmico de Freundlich

La ecuacion de isoterma de Freundlich se utiliza para la descripciéon de la adsorcién
multicapa con la interaccién entre moléculas adsorbidas. El modelo se aplica a la
adsorcién con respecto a la heterogeneidad de la superficie energética y a la adsorcion
reversible. La isoterma de Freundlich puede derivarse asumiendo una disminucion
logaritmica en la entalpia de la adsorcién con el aumento de la fraccion de los sitios

ocupados (Chen 2015; Gopal Reddi et al. 2016).

La ecuacién no linealizada de la isoterma de Freundlich puede ser escrita como (Gopal

Reddi et al. 2016):
1
e

qe = KC, ©)
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La forma linealizada de la isoterma de Freundlich estd dada por la ecuacién (Gopal

Reddi et al. 2016):
logq, = logK; + 1/ log C, (10)

Donde C. = Concentracion de equilibrio del soluto en solucién después de la adsorcién
(mg dm3), K = constante empirica de Freundlich o factor de capacidad (mg g'l), 1/n=
exponente de Freundlich, K; indica la capacidad relativa de sorcién y n es la medida de
la naturaleza y la fuerza del proceso de sorcion y la distribucién de sitios activos (Gopal

Reddi et al. 2016).

2.11.5 Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier (FT-IR)
Para entender la naturaleza quimica de la superficie del material biosorbente, antes y
después del proceso de biosorcion, se utilizan diferentes técnicas, entre las cuales
destaca la Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier. Los espectros FTIR
pueden proporcionar informacién valiosa sobre los grupos funcionales presentes en la
superficie del material adsorbente. Los espectros muestran variedad de frecuencia de

estiramiento que indica la naturaleza compleja del adsorbente (Mondal et al. 2017).

La region del Infrarrojo abarca una parte del espectro electromagnético que se encuentra
entre los 1300-710 cm™ en unidades de Numero de onda o 0.78-1000pm en unidades de
Longitud de onda (Figura 2.1). Normalmente la regién utilizada para el andlisis de
compuestos orgdnicos se encuentra entre 4000-400 cm™. Estas unidades pueden

interconvertirse mediante la siguiente expresion (ecuacion 11):

v(em™1) = 1/1 (um) = 10* (11)

28



X-rays Ultraviolet Visible Light Infrared
<t >

VACUUM- | UV-C UV-By UV-A
uv

Wavelength (nm)

Hg-Low Pressure
Lamp 254nm

100 200 280 315 400 780

Figura 2.1.- Regidn del espectro electromagnético (Zwinkels 2015).

Normalmente un espectro de infrarrojo se representa con el Nimero de Onda en el eje de
las “x” y con la Absorbancia o Transmitancia en el eje de las “y”. La Transmitancia se
define como Ia relacién entre la potencia radiante transmitida por una muestra (I) y la
potencia radiante incidente de la muestra (I0). La Absorbancia es el Logaritmo en base a

10 de la reciproca de la transmitancia.

Es posible obtener espectros de muestras soélidas, liquidas o gaseosas. A veces,
materiales que son opacos a la radiacién IR hay que disolverlos para poder realizarles un
espectro. El andlisis de una muestra mediante IR sirve para identificar grupos

funcionales, es como la huella dactilar del compuesto.

La espectroscopia IR se usa principalmente para: Elucidacion estructural e identificacion
de compuestos. El espectro IR contiene informacién basica sobre la composicién y
estructura de los compuestos. Los compuestos orgdnicos por ejemplo, pueden tener
grupos como —OH, -NH,, -CH3, -C-O-C, -CO, -COOH, etc. Estos grupos poseen unas
frecuencias de absorcion en las regiones del IR caracteristicas, las cuales no suelen estar

muy influenciadas por el resto de la molécula (Naumann 2000).
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CAPITULO III
JUSTIFICACION

La contaminacién del agua es un problema que aqueja a todo el planeta, s6lo en México
mds de dos millones de personas estdn en riesgo de sufrir algin tipo de alteracién en el
sistema nervioso, digestivo o respiratorio, debido al consumo de agua contaminada.
Nuevo Ledn es un estado que no se escapa de sufrir este tipo de contaminacién, ya que
genera grandes cantidades de desechos, debido a su densidad de poblacién y su amplio

parque vehicular e industrial.

La contaminacion del medio ambiente por cromo hexavalente causa problemas a la
salud. Dentro de las principales industrias que generan este residuo se encuentran las
curtidoras de pieles, las cuales utilizan el método de curtido al cromo, el cual es el
preferido para la produccién de pieles suaves de bovino ya que permite obtener
productos de alta calidad en menor duracién del proceso, comparado con el curtido con
agentes vegetales. Se conoce que el 92% de los establecimientos registrados en las
camaras de curtido en México aplican el curtido al cromo y que las concentraciones
promedio en sus desechos para los diferentes tamafios de plantas varian entre 26 y 78 mg
Cr/L. El indice de descarga que se ha determinado para la industria de curtido en México
estd en el rango de 29 - 96 L por kg de materia prima. Solamente el 1% de las plantas
curtidoras cuentan con instalaciones adecuadas para el tratamiento de las aguas
residuales, por lo que sus aguas representan fuente de contaminacién con cromo para el

medio ambiente.

Su remediacién se lleva a cabo mediante la utilizacién de métodos que involucran
procesos con costos muy elevados. Una alternativa bioldgica, de bajo costo y amigable
con el ambiente, es la biodegradacion. Existen sitios impactados con este tipo de
contaminantes en los cuales los microorganismos presentes desarrollan mecanismos de
supervivencia y adaptacién, volviéndose resistentes a los contaminantes, incluso logran
utilizarlos como fuente principal de carbono. En el presente trabajo se pretenden aislar
microorganismos capaces de remover Cr (VI) para reducir su impacto en la interaccion

con el medio ambiente.
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CAPITULO IV
HIPOTESIS

Hongos aislados de suelo, tienen la capacidad de remover cromo hexavalente y ser

utilizados como material biosorbente del mismo.

OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Aislar hongos con capacidad de remocién de Cr (V), asi como su caracterizacién como

material biosorbente.

4.2 Objetivos especificos
1.- Pruebas preliminares para la reduccion de cromo hexavalente de los hongos

Aspergillus sp. y Beauveria sp. obtenidos del cepario del Instituto de Biotecnologia.
2.- Colectar muestras de suelo en cuatro municipios del drea metropolitana.

3.- Aislar e identificar macro y microscopicamente los hongos aislados a partir de las

muestras de suelo.
4.- Seleccionar dos aislados de hongos de acuerdo a la tolerancia al cromo hexavalente.

5.- Determinar la capacidad de remocion de cromo hexavalente de las 2 cepas de hongos

seleccionadas.

6.- Analizar mecanismos y condiciones fisicoquimicas en la remocion mediante modelos
cinéticos e isotérmicos
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CAPITULO V

MATERIAL Y METODOS
5.1 Lugar de trabajo

El presente trabajo de investigacion se realiz6 en los laboratorios L6 y L10, del Instituto
de Biotecnologia, de la Facultad de Ciencias Bioldgicas (F. C. B.), de la Universidad
Auténoma de Nuevo Ledn (U. A. N. L.), ubicada en el municipio de San Nicolds de los

Garza, Nuevo Leon, México.

5.2 Pruebas preliminares
Para éstas pruebas se utilizaron los hongos de Aspergillus sp. y Beauveria sp.,
pertenecientes al cepario del L10 y L6 respectivamente, del Instituto de Biotecnologia de

laF.C.B.de laU. A.N. L.

5.2.1 Azicares reductores

Los hongos se propagaron en cultivo liquido para su posterior determinacion del
consumo de azucares reductores durante el crecimiento.

Primero se prepar6 inoculo de cada hongo con una concentracion de 1x10° esporas/ml,
para ello se utilizaron colonias de 15 a 20 dias de crecimiento de cada hongo, las cuales
fueron raspadas y colocadas en un frasco (Corning® 100 ml), con 50 ml al 1% de Tween
80 (Sorbitan). Después se realizé el conteo de esporas con la cdmara de Neubauer
(Marienfeld). Posteriormente, en matraces Erlenmeyer de 250 ml se colocaron 50ml de
Caldo Dextrosa Sabouraud (Bioxon), los cuales después se inocularon con 1 ml de la
soluciéon de esporas y se incubaron en agitacién rotaroria (Controlled Enviroment
Incubator Shaker) durante 144 h, a 150 rpm a 25° C + 2. El experimente se realizé por
triplicado para cada hongo. Durante el tiempo de incubacidn, se tomaron muestras de 2
ml cada 12 h durante 72 h y posteriormente cada 24 h hasta completar 144 h.

A las muestras colectadas se les determinaron azucares reductores, con la técnica de
acido 3,5-Dinitrosalicilico (DNS). Primero se preparé la soluciéon de DNS, para la cual
se pesaron 8g de NaOH (CTR) al 2N, se disolvieron en 100ml de agua destilada y
después se agregaron 5g de DNS (Aldrich) Posteriormente se pesaron 150g de tartrato

de sodio y potasio (KNaC4H4O¢) (Dalmek), se agregaron 200ml de agua destilada bajo
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condiciones de agitacion y calentamiento (Cimarec, Thermo Scientific). Al terminar de
disolver el tartrato, se le agregaron los 100ml que contenian el hidréxido de sodio y el
DNS, se mantuvieron en agitacion y calentamiento hasta quedar homogéneo. Después se
llevé a 500ml en un matraz de aforacién.

Posteriormente se preparé una curva de calibracion con diferentes concentraciones de
dextrosa (Fermont) (Tabla 5.1). Para el andlisis de las muestras, se tom6 10 pl de
muestra y se colocaron en tubos Eppendorf, posteriormente se les agregd 240ul de agua
destilada y 250ul de DNS. Los tubos se incubaron en bafio maria por 5 min y después se
colocaron en bafo de hielo. Para finalizar se agregaron 500 pl de agua destilada y se

prosiguié a determinar la absorbancia a 540 nm en el espectrofotémetro Epoch Biotek.

Tabla 5.1.- Curva de calibracion para azicares reductores

Volumen (pl)
Concentracion [mg/ml]

H,O0 destilada Dextrosa
0 250 0
10 240 10
20 230 20
30 220 30
40 210 40
50 200 50
60 190 60
70 180 70
80 170 80
90 160 90
100 150 100

5.2.2 Tolerancia al Cr (VI)
Se determiné la tolerancia de ambos hongos a la presencia de Cr (VI) en el medio de

cultivo, para la cual se prepararon cajas de Agar Papa Dextrosa (PDA, Dibico) con
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diferentes concentraciones de K,Cr,O7, y como control, el medio sin metal (Tabla 5.2).
Las cajas Petri se inocularon por picadura, se dejaron incubar a 25+2 °C, durante 7 dias,

y al final se observo el crecimiento. Los experimentos se realizaron por triplicado para

ambos hongos.

Tabla 5.2.- Preparacién de 300 ml de PDA adicionado con diferentes concentraciones de Cr (VI)

Volumen (ml)

Concentracion [mg/L]

H,O destilada K,Cr;07[1000 mg/L]
0 300 0
10 297 3
50 285 15
75 277.5 22.5
100 270 30
125 262.5 37.5
250 225 75
500 150 150
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5.3 Aislamiento de cepas fiingicas de muestras de suelo

5.3.1 Muestreo
Las muestras de suelo se colectaron en los siguientes municipios: San Nicolds de los
Garza, Ciudad General Escobedo, Monterrey y Guadalupe, del estado de Nuevo Leodn,
Meéxico. Se realiz6 un muestreo al azar, el cual consistié en tomar 5 submuestras para
formar una muestra compuesta de cada sitio seleccionado, con un total de 8 muestras
compuestas (Figura 5.1).
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Figura 5.1.- Mapa de Area Metropolitana, donde las estrellas indican los sitios muestreados.

(https://www.google.com.mx/maps/@25.7210581,-100.3243023,11.38z)

5.3.2 Aislamiento
Se realizaron diluciones de las muestras de suelo y se inocularon en cajas de Petri de
PDA suplementado con 50 mg/l de cloranfenicol (Bio Basic). Las cajas de Petri se
dejaron incubar a 2542 °C, durante 3 a 7 dias. Transcurrido ese tiempo, se observaron

las placas con crecimiento microbiano y se seleccionaron las colonias con caracteristicas
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fungicas, para su posterior identificacién macro y microscopica, asi como su actividad

lipasa.

5.3.3 Morfologia macroscopica
Para analizar las caracteristicas macroscopicas, de cada hongo aislado se realizaron
resiembras en cajas Petri con PDA, mediante la técnica de picadura. Se incubaron a

25+2 °C, de 3 a 15 dias, durante ese periodo se realizaron observaciones de las colonias.

5.3.4 Morfologia microscopica

Para la observacion de las caracteristicas microscopicas se realizaron preparaciones a
partir de los cultivos en PDA. Se cort6 un pedazo de cinta (Scotch®) y se presioné de
forma ligera el lado con pegamento sobre el micelio del cultivo, con cuidado la cinta se
colocé sobre una gota de agua en un porta objetos. En seguida, la preparacion se observo
en el microscopio (Olympus BX41) en los objetivos 10 y 40 X.

También se realizaron microcultivos. A partir de una caja Petri con PDA se cortaron
cuadros de tamafio uniforme, luego se colocaron sobre un portaobjetos y €ste sobre una
varilla de vidrio doblada en forma de “V” dentro de una caja de Petri la cual tenia
cubierto el fondo con papel filtro. Posteriormente se inoculé por cada uno de los lados
del cuadro de agar a partir de los hongos aislados. Después de inocular se colocé sobre
el cuadro de agar un cubreobjetos y se presiond ligeramente para que se adhiera al
medio. Para mantener la humedad del cultivo se adicioné agua destilada sobre el papel
filtro. Finalmente se incubaron las cajas Petri a 28°C durante 48h.

A partir de esta técnica, se realizaron observaciones al microscopio a 10X y 40X con dos
preparaciones de los microcultivos. En la primera se desprendié con cuidado el
cubreobjetos que se encuentra sobre el cuadro de agar y se colocd sobre un portaobjetos
que contenia una gota de agua. En la segunda preparacion se desprendié con cuidado el
cuadro de agar, después se agregd una gota de agua, se le colocé un cubreobjetos sobre

el colorante, se sell6 la preparacion y se observé al microscopio.
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5.3.5 Actividad lipasa
A los hongos aislados se les determind la actividad lipasa, que consistié en preparar el
medio base (Tabla 5.3) y la emulsion lipoidal (Tabla 5.4) licuada durante 1 min, ambos
compuestos se esterilizaron ademds de 50 ml de agua destilada y una probeta de vidrio
de 100ml durante 15 min a 121 °C. Posteriormente, se pesaron 50 mg de rodamina () y
se agregaron en los 50 ml de agua destilada estéril. Después se tomaron 20 ml de la
solucién de rodamina (Bio Basic), se agregaron a la emulsion lipoidal estéril y se
agitaron. De esta mezcla se tomaron 50 ml y se agregaron al medio base estéril.
Finalmente la mezcla anterior se vertid en cajas Petri para su posterior utilizacién. Las
cajas Petri se inocularon por estria y picadura con cada uno de los hongos aislados, se
dejaron incubar a 25+2 °C, durante 7 dias. Diariamente se observo el crecimiento para
determinar la actividad lipasa mediante el uso de luz Ultravioleta, considerando como
resultado positivo la presencia de fluorescencia. Los experimentos se realizaron por

triplicado para todos los hongos.

Tabla 5.3.- Preparaciéon de 450 ml del medio base, pH 7

Reactivo g/ 450 ml
Caldo nutritivo (Bioxon) 4.5
Extracto de levadura (Bioxon) 1.25
Agar bacteriolgico (Dibico) 10

Tabla 5.4.- Preparacién de emulsién lipoidal

Reactivo Cantidad
Aceite de oliva (Ybarra) 30 ml
Tween 80 (Sorbitan) 250 ul
H,O destilada 50 ml
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5.3.6 Conservacion de aislados
Se utilizé la técnica de preservacion en glicerol. De todos los hongos aislados se
obtuvieron cultivos puros, los cuales se ajustaron a una concentracion de 100 esporas/ml
en soluciéon Tween 80. Estas soluciones se sembraron por extension en cajas Petri con
PDA, y se incubaron a 25+2 °C de 2 a 5 dias, hasta observar colonias individuales.
Mediante la técnica de inoculacion por trasplante, se cortaron trozos de agar que
contuvieran una sola colonia, se transfirieron a cajas Petri con PDA, y se incubaron a
2542 °C durante 21 dias. De este cultivo, se cortaron trozos de PDA de
aproximadamente lem?® de cada hongo aislado y se colocaron en viales criogénicos con 1
ml de glicerol (Chemika) al 10%. Los viales se almacenaron a -20 °C (Tor-rey), en el
Laboratorio L6 del Instituto de Biotecnologia de la F. C. B. de la U. A. N. L., hasta ser

utilizados en experimentos posteriores.
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5.4 Tolerancia a Cr (VI)

Se determin la tolerancia de los hongos aislados a la presencia de Cr (VI) de acuerdo a
la metodologia descrita en el punto 5.2.2. En este caso, el crecimiento se observé al 3er,
5to y 7mo dia de incubacién. Los experimentos se realizaron por triplicado para todos

los aislados.

5.5 Cinéticas de remocion de Cr (VI)

5.5.1 Biomasa activa
Del ensayo de tolerancia al Cr (VI), se seleccionaron dos aislados de hongos. La
preparacion del inoculo se realiz6 a partir de cultivos de 15 a 20 dias de incubacion y se
ajusté a una concentracion de 1x10° esporas/ml. Se inoculé 1 ml de ambas soluciones en
matraces Erlenmeyer de 250 ml conteniendo 50 ml de medio de cultivo (Tabla 5.5). Se
consideré como control un medio de cultivo sin inocular. Los matraces se incubaron en
agitacion rotatoria (Controlled Enviroment Incubator Shaker) a 25+2 °C y 200 rpm.
Después de 72 h de incubacion se les adicionaron 5.25 ml de K,Cr,O7 [1000 mg/ml] a
todos los matraces, posteriormente se tomaron muestras de 2 ml, cada 24 h durante 144

h. Los experimentos se realizaron por triplicado para ambos aislados.

Tabla 5.5.- Medio de cultivo

Reactivo (g/L)
Sacarosa (Bioxon) 40
KH,PO4 (J. T. Baker) 4
Na,HPO, (Ctr) 6
NaCl (Ctr) 1
NH4CI (Chemika) 1
MgSO, (Ctr) 0.75
CaCl, (Jalmek) 1
Cisteina (Miller) 0.5
Acido citrico (Productos Quimicos
Monterrey) :
Extracto de levadura (Bioxon) 1.5
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5.5.2 Biomasa inactiva

5.5.2.1 Produccion de biomasa
Este ensayo se realizé para todos los aislados de hongos. Cada uno de los hongos se
creci6 en matraces Erlenmeyer de 500 ml con 200 ml de medio de cultivo (Tabla 5.5), y
se incubd (Controlled Enviroment Incubator Shaker) a 150 rpm, 26°C, durante 7 dias.
Posteriormente, se filtrd la biomasa, se secé en un horno de secado (Horno Arsa) a 50° C
durante 3 dias, y en seguida se pulveriz6 la biomasa, para las cinéticas posteriores de

remocion.

5.5.2.2 Cinética de remocion

Se prepar6 una solucién de K,Cr,O7 [50 mg/L] (Fermont), para la cual se disolvieron
0.075g de la sal en 1.5 L de agua destilada.

De la biomasa pulverizada se colocaron 0.5 g en matraces Erlenmeyer de 125 ml con 50
ml de solucién de dicromato de potasio [S0 mg/L], y se colocaron en agitacion rotatoria
(MAXQ 800, Thermo Scientific) a 150 rpm a 25+2° C. Se colectaron muestras de 1 ml,
cada 15 min durante 2 h, después cada 12 h, hasta completar 48 h. Las muestras se
centrifugaron a 13000 rpm por 3 min para recuperar el sobrenadante, el cual se conservé
en congelacion para su posterior analisis (determinacion de Cr VI). Al finalizar el
ensayo, el contenido resultante de cada matraz se filtr6 para recuperar la biomasa para su
posterior andlisis (Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FT-IR)). Los
experimentos se realizaron por triplicado para todos los aislados. Los datos obtenidos del
andlisis de las muestras se sometieron a un ajuste de tres modelos cinéticos (difusion

intraparticular, pseudo-primer-orden y pseudo-segundo-orden).

5.6 Isotermas

En éste andlisis se utilizaron seis aislados de hongos del ensayo de biomasa inactiva. Las
condiciones evaluadas fueron 8 diferentes concentraciones de Cr (VI) (Tabla 5.6), y tres
temperaturas (10°, 25° y 40° C). Se deposit6é 0.1 g de biomasa en tubos Corning de 15
ml, con 10 ml de la solucién correspondiente de Cr (VI), y se colocaron en agitacién

rotatoria (MAXQ 400, Thermo Scientific) a 150 rpm, en la temperatura correspondiente,
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durante el tiempo de remocién de cada hongo. Al finalizar los tubos se centrifugaron a
13000 rpm por 5 min, para recuperar el sobrenadante, el cual se conservé en congelacion
para su posterior andlisis (determinacion de Cr VI). Los experimentos se realizaron por
triplicado para los seis aislados y como control se utiliz6 la solucién sin biomasa. Los
datos obtenidos del andlisis de las muestras se analizaron con dos modelos isotérmicos

(Langmuir y Freundlich).

Tabla 5.6. Preparacién de 400 ml de las soluciones de Cr (VI)

Volumen (ml)
Concentracion [mg/L]

H,O0 destilada K;Cr,07[1000 mg/L]
10 396 4
25 390 10
50 380 20
100 360 40
150 340 60
200 320 80
250 300 100
400 240 160

5.7 Métodos analiticos

5.7.1 Determinacion de la concentracion de Cr (VI)
La cuantificacion del Cr (VI) se llevé a cabo con el método de Difenilcarbazida. Para lo
cual se procedio a realizar una curva de calibracion con diferentes concentraciones del
metal K2Cr207 (Tabla 5.7). En tubos eppendorf de 2 ml se depositaron 1000 ul de
mezcla acida (Tabla 5.8), 800 ul de la muestra y 120 pl de H,O destilada. Después éste
contenido se transfiri6 a una celda espectrofotométrica, y se le agregd 80 ul de
difenilcarbazida (Dalmek) antes de hacer la lectura (Tabla 5.9). Las lecturas se
realizaron en el espectrofotometro UV-Visible (Evolution 60S, Thermo Scientific), a

una longitud de onda de 540 nm.
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Tabla 5.7.- Curva de calibracion de Cr (VI)

Concentracion [mg/L] Volumen (]
H,O destilada K,Cr,07[50 mg/L]
0 600 0
2.5 570 30
5 540 60
10 480 120
15 420 180
20 360 240
40 120 480
50 0 600
Tabla 5.8.- Preparaciéon de 200 ml de mezcla acida
Reactivo (ml)
H,O destilada 190
H,SO4 (Fermont) 3
H;PO; (CTR) 6
HCI (Fermont) 1
Tabla 5.9.- Preparacién de difenilcarbazida
Reactivo Cantidad
Difenilcarbazida (Dalmek) 0.02¢g
Acetona (CTR) 10 ml

5.7.2 Analisis de la composicion quimica de los hongos utilizando
Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FT-IR)
La biomasa obtenida en el ensayo de cinética con biomasa inactiva se analizé por la
técnica de FT-IR utilizando un equipo iS10 Nicolet, Thermo Scientific. Se trabajo en

modo de reflectancia total atenuada (ATR) con control de temperatura de 25 —200°C.

42



Primero se realiz6 un espectro del ruido de fondo (background) mediante la recogida de
un interferograma, seguido de un procesamiento de los datos mediante una conversion
de la transformada de Fourier. Este espectro de ruido de fondo tiene en cuenta el
funcionamiento de la fuente, interferémetro y el detector. Este espectro también incluye
la contribucién de la humedad del ambiente (dos lineas irregulares en torno a 3600cm™ y
1600cm™) y diéxido de carbono (doblete de 2360cm™ y un pico agudo a 667cm™)
presentes en el sistema ptico.

A continuacién se realizé un espectro de rayo tnico que contiene la absorcién de las
bandas de las muestras y del ruido de fondo (aire y disolvente). La relacion entre el
espectro de rayo unico de la muestra frente al espectro de rayo unico del ruido de fondo

proporciona el espectro de doble rayo de la muestra.
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CAPIYULO VI
RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Pruebas preliminares
Las pruebas preliminares realizadas consistieron en caracterizar el consumo de azucares
y tolerancia a Cromo (VI) durante el crecimiento de las dos cepas fungicas de la

coleccion del Instituto de Biotecnologia, Aspergillus sp. y Beauveria sp.

6.1.1 Azicares reductores
Se determiné el tiempo que tardan ambos hongos en consumir su fuente de carbono
cuantificando azucares reductores del medio, en éste caso, dextrosa. Como resultado
Aspergillus sp. mostrd que a las 24 horas empieza a disminuir la cantidad de azucar en el
medio, y a las 60 horas alcanz6 su consumo méximo de dextrosa, disminuyendo casi en
su totalidad. Para Beauveria sp. se observé un primer consumo a partir de las 24 horas, y
a las 36 horas se mantuvo ligeramente constante hasta las 96 horas donde vuelve a
disminuir la concentracion del azicar en el medio. Al finalizar el experimento,

Beauveria sp. no alcanzé a consumir la totalidad de la dextrosa (Fig 6.1).
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Figura 6.1.- Consumo de la fuente de carbono por Aspergillus sp. y Beauveria sp.
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Los azicares, en especifico la dextrosa, es utilizada por la mayoria de los hongos como
fuente de carbono y energia. Varios autores han informado que los géneros Fusarium,
Aspergillus y Penicillium usan dextrosa en diferentes procesos metabdlicos (Beyer et al.
2004; Costa and Nahas 2012; Daynes, McGee, and Midgley 2008; Olsson et al. 1994;
Panagiotou et al. 2008). En la mayoria de los hongos, la dextrosa juega un papel central
en el metabolismo.

Existen varios transportadores conocidos capaces de introducir el azticar simple tal como
hexosa y pentosa en la célula para la posterior fosforilacion y conversiéon en
principalmente biomasa y CO, (Hamad et al. 2015).

Hongos como Aspergillus niger estin equipados para utilizar el azdcar como Unica
fuente de carbono y energia para el crecimiento celular, metabolismo, aumento de
colonias enteras, producciéon de biomasa y reduccioén del nivel de carbohidratos en el
ambiente circundante (Hamad et al. 2015; Sharma and Gupta 2012).

Hamad et. al. menciona que existen tres factores que afectan la utilizacion de sacaridos
como fuente de carbono y energia: (1) la disponibilidad fisica de azucar, (2) la condicién

de cultivo, y (3) la adaptacion de la cepa en el sustrato (Hamad et al. 2015).

6.1.2 Tolerancia al Cr (VI)
En el monitoreo de la tolerancia de Aspergillus sp. y Beauveria sp. al Cr (VI), ambos
hongos mostraron crecimiento en todas las cajas de Petri con las diferentes
concentraciones tratadas (0, 10, 50, 75, 100, 125, 250 y 500 mg/L), en la Tabla 6.1, se
reporta el crecimiento obtenido a los 7 dias de incubacidn, en contacto con 500 mg/L del
Cr (VI) y se compara con el control. Se puede observar que no existe una disminucion
notoria en el crecimiento micelial de Aspergillus sp., pero en lo que si se observa
diferencia es en la esporulacién, siendo mayor en el control que en presencia del Cr (VI).
Para Beauveria sp., el crecimiento micelial y la esporulacién fue similar tanto en el

control como en presencia del Cr (VI).
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Tabla 6.1.- Tolerancia de Aspergillus sp. y Beauveria sp. al Cr (VI) a los 7 dias de crecimiento

Hongo Control K,Cr;07[500 mg/L]

Aspergillus sp.

Beauveria sp
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6.2 Aislamiento de cepas fiingicas de suelos

6.2.1 Muestreo

Se colectaron dos muestras compuestas de suelo en cada uno de los municipios. (Tabla

6.2).

Tabla 6.2.- Ubicacién de sitios muestreados

N° de muestra Ubicacion

Municipio
compuesta Latitud Longitud

1 San Nicolds de los Garza ~ N 25°45745.128” O 100°18°8.378”
2 San Nicolds de los Garza N 25°45743.545” O 100°15742.824”
3 Cd. General Escobedo N 25°46°52.305” O 100°17°18.763”
4 Cd. General Escobedo N 25°47°42.889” 0 100°17722.08”
5 Monterrey N 25°41°1.627” 0 100°18745.133”
6 Monterrey N 25°41°2.488” 0 100°16°51.686”
7 Guadalupe N 25°40°44.851” O 100°15°42.649”
8 Guadalupe N 25°39741.232” O 100°14°3.327”
6.2.2 Aislamiento

El proceso de aislamiento se realiz6 por duplicado (I y II), y resulté con un total de 22
hongos, de los cuales 5 se obtuvieron del municipio de San Nicolds, 3 de Ciudad
General Escobedo, 6 de Monterrey y 8 de Guadalupe, NL, Mx (Tabla 6.3).

A los hongos aislados se les asigné una clave alfa numérica, que consistio en lo
siguiente: nimero romano correspondiente a la repeticion del aislamiento (I-II), nimero
ardbigo dependiendo de la muestra de suelo compuesta (1-8), y nimero decimal en caso

de haber aislado més de un hongo en una misma muestra (0.1-0.3).

Tabla 6.3.- Hongos obtenidos de las diferentes muestras

Municipio Hongos aislados

11, II1.1, 111.2, 112, 112.1

13, 14, 114.1

I5, Ie, 115, 115.1, 116, 116.1

17,18, 117, 117.1, 118, 118.1, 1I8.2, I18.3

San Nicolas de los Garza
Cd. General Escobedo
Monterrey

Guadalupe
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6.2.3 Caracterizacion de los aislados fingicos

6.2.3.1 Morfologia macroscépica y microscopica
En los 22 aislados se observaron morfologias diversas, por lo cual se separaron en 8

grupos:

Grupo 1.- Dentro de la primera morfologia a describir, 12 hongos (IS, 16, I8, 112, 112.1,
115, 116, 116.1, 118, 118.1, 1I8.2, II18.3) compartieron caracteristicas, variando inicamente
en el tiempo de crecimiento y coloraciéon de las colonias. En general,
macroscopicamente, presentaron en un principio colonias lisas, y con el paso del tiempo,
se mostraron algodonosas, la coloracion fue en tonos morados (Figuras 6.2-6.6) y
blancos (Figuras 6.7-6.13). En las observaciones al microscopio, mostraron hifas
septadas, hialinas (Figuras 6.3-6.5, 6.7-6.12), macroconidios septados, ovalados o en
forma de media luna, con los extremos puntiagudos (Fig. 6.6), microconidios hialinos,
ovalados (Figuras 6.2, 6.3, 6.5-6.8, 6.10 y 6.13), también exhibieron clamidosporas
hialinas, de manera aislada, en pareja o en grupo (Figuras 6.2, 6.3, 6.8 y 6.12). Las
caracteristicas anteriores, coinciden con el género de Fusarium, el cual de acuerdo con
diversos reportes, produce colonias lanudas a algodonosas, el color de la colonia puede
ser blanco, crema, café, salmon, canela, amarillo, rojo, violeta, rosa o morado; y el
reverso, puede ser incoloro, moreno, blanco, rojo, purpura oscuro o marron. Las especies
del género pueden producir tres tipos de esporas asexuales llamadas macroconidios,
microconidios y clamidosporas. LLos macroconidios son hialinos, largos, septados, y
generalmente en forma de hoz, la mayoria con una célula apical alargada. Los
microconidios se forman en conididforos simples largos o cortos, pueden tener dos
nucleos, son hialinos, y pueden ser ovoides, rectos, curvos, lisos o cilindricos. Las
clamidosporas, cuando estdn presentes, son escasas y crecen de manera aislada, en pares,
grumos o cadenas. Pueden ser de paredes gruesas, hialinas, globosas, intercalares o
terminales (Departamento de microbiologia UNLP 2010; Dhoro 2010; Guria, Guha, and
Bhattacharyya 2014).
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Figura 6.2.- Hongo aislado I5, donde A) Colonia de color morado y asecto algodonoso, a 7 dias de

crecimiento, B) Microconidios ovalados en 40x, C) Clamidosporas en pares, 40x.

Figura 6.3.- Hongo aislado 16, donde A) Colonia de aspecto algodonoso, con el centro en tono morado, a 7
dias de crecimiento, B) Hifas hialinas, septadas, ramificadas, microconidios ovalados, hialinos,

clamidosporas, 40x.

Figura 6.4.- Hongo aislado II5, donde A) Colonias de color morado y aspecto algodonoso, a 7 dias de

crecimiento, B) Hifas hialinas, septadas y ramificadas, 40x
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Figura 6.5.- Hongo aislado 116, donde A) Colonia de aspecto algodonoso, de color morado desde el centro
hacia los extremos, a 7 dias de crecimiento, B) Hifas hialinas, septadas y ramificadas, microconidios

hialinos y ovalados, 40x

Figura 6.6.- Hongo aislado 1I6.1, donde A) Colonia de aspecto algodonoso, con crecimiento hacia la tapa
de la caja de petri de color blanco y el fondo de color morado, a 7 dias de crecimiento, B) Microconidios

hialinos, ovalados, macroconidios septados, 40x.

Figura 6.7.- Hongo aislado 18, donde A) Colonia de color blanco y aspecto algodonoso, a 7 dias de

crecimiento, B) Microconidios ovalados, hialinos, e hifas, en 40x
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Figura 6.8.- Hongo aislado II2, donde A) Colonia de color blanco y aspecto algodonoso, a 7 dias de

crecimiento, B) Clamidosporas en pares, microconidios hialinos y ovalados, hifas hialinas y septadas, 40x.

Figura 6.9.- Hongo aislado 1I2.1, donde A) Colonia blanca de aspecto algodonoso, a 7 dias de

crecimiento, B) Hifas hialinas, septadas y ramificadas, 40x

Figura 6.10.- Hongo aislado II8, donde A) Colonia de aspecto algodonoso y de color blanca, a 7 dias de

crecimiento, B) Hifas hialinas, septadas y ramificadas, microconidios hialinos y ovalados, 40x
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Figura 6.11.- Hongo aislado 1I8.1, donde A) Colonia algodonosa, blanca, a 7 dias de crecimiento, B)

Hifas hialinas, septadas y ramificadas, 40x.

Figura 6.12.- Hongo aislado 1I8.2, donde A) Colonia blanca de aspecto algodonoso, a 7 dias de

crecimiento, B) Hifas hialinas, septadas, clamidosporas en pares, 40x.

Figura 6.13.- Hongo aislado 1II8.3 donde A) Colonia de aspecto algodonoso, blanca, a 7 dias de

crecimiento, B) Microconidios hialinos, ovalados, 40x.
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Grupo 2.- Cuatro hongos (I3, 14, II5.1, II7), compartieron caracteristicas morfoldgicas
entre si. En las observaciones macroscépicas, el micelio tenia aspecto velloso y el color
de las colonias fue beige, y despues de 3 dias, se tornaron café obscuro, mostraron ser de
crecimiento rdpido, cubriendo la superficie del medio a los 4 dias de crecimiento,
también el micelio mostré altura, llegando a tocar la tapa de la caja de Petri (Figuras
6.14-6.17). De manera microscopica, se observaron esporas de gran tamafo, redondas y
de color café (Figuras6.14-6.17), tambien se logré observar el esporangiéforo (Figuras
6.14 y 6.15). Al comparar con diferentes autores las caracteristicas antes mencionadas,
se encontrd similitud con el género Mucor, para el cual las colonias crecen rapidamente,
se expanden, son peludas y blanquecinas. Los esporangiéforos son hialinos, de hasta 2
mm de alto, de 10-20 um de ancho, ramificados de manera simpodial y monopodial,
derivados de abundantes hifas ramificadas, ramas que terminaban en un esporangio.
Esporangios esféricos, de hasta 100 um de didmetro; membrana difluente; columela
esférica, elipsoidal o cilindrica, de unos 40 um de ancho, con apodfisis. Las
esporangiosporas son hialinas, de paredes lisas, variables, de subesféricas a elipsoidales,

3-11 x 2-7 pm (Lu et al. 2013).

Figura 6.14.- Hongo aislado I3, donde A) Colonias de aspecto velloso color café, observadas a los 7 dias

de crecimiento, B) Esporas ovaladas, hialinas, de gran tamafio, 40x, C) Conidiéforo, 40x.
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Figura 6.15.- Hongo aislado 14, donde A) Colonias de aspecto velloso color café, observadas a los 7 dias

de crecimiento, B) Esporas ovaladas, hialinas, de gran tamafio, 40x, C) Conidiéforo, 40x.

Figura 6.16.- Hongo aislado II5.1, donde A) Colonias de aspecto velloso color café, observadas a los 7

dias de crecimiento, B) Esporas ovaladas, hialinas, de gran tamafio, 40x.

Figura 6.17.- Hongo aislado II7, donde A) Colonias de aspecto velloso color café, observadas a los 7 dias

de crecimiento, B) Esporas ovaladas, hialinas, de gran tamafio, 40x.

Grupo 3. El hongo aislado 17 presentd colonias de aspecto aterciopelado, en tonos
claros, y durante su crecimiento, pasaban a color amarillo y despues tonos café (Fig.
6.18). Dentro de las caracteristicas microscopicas se obsevaron conidios redondos, hifas

septadas y conidioféro (Fig. 6.18).
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Figura 6.18.- A) Colonias de color amarillo con puntos negros, medio pigmentado de color amarillo, a 7

dias de crecimiento, B) Hifas septadas, hialinas, conidiéforos, 40x.

Grupo 4.- El hongo aislado II1 present6 colonias algodonosas, blancas, y durante su
crecimiento, pasaron a color amarillo y negro (Fig. 6.19). En las caracteristicas

microscépicas se observaron conidios redondos, hifas septadas y conidioféro (Fig. 6.19).

Figura 6.19.- A) colonia de color amarillo, con puntos negros, de aspecto algodonosa, 7 dias de

crecimiento, B) Esporas color café, circulares, conidi6éforo, 40x,

De acuerdo a la literatura los hongos aislados 17 y II1 pertenecen al género de
Aspergillus, dentro de éste género, las especies se diferencian en tamafio de las colonias,
tasa de crecimiento, textura (aterciopelada, granular, algodonosa) y color (verde-
amarillento, negro, marrén). La coloracion aparece casi siempre debido a las estructuras
aéreas, tanto en el micelio como en las cabezas conidiales, y justamente estas ultimas

varian entre especies (Seguridad e Higiene Instituto Nacional 2012).

Grupo 5.- El hongo aislado II1.1 present6 colonias de color amarillo, verde, y de aspecto
polvoso (Fig. 6.20). En las caracteristicas microscopicas se observaron esporas

redondas, hifas septadas y conidioféro (Fig. 6.20). Las caracteristicas coinciden con lo
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descrito en la literatura para el género de Trichoderma, del cual la mayoria de sus
cultivos crecen rdpidamente a 25 °C, parches dispersos de verde azulado o amarillo-
verde se hacen observables cuando se forman conidios, generando anillos concéntricos.
El reverso de las colonias es pélido, moreno o amarillento (Hui 2013). Las especies de
Trichoderma suelen formar hifas septadas, hialinas y de pared lisa (Gams and Bissett
2002). Cuentan con conidiéforos ramificados. Normalmente, las ramas se forman en
angulo cerca de 90° con respecto a la rama principal. Las ramas emparejadas asumirdn
una estructura piramidal. El conidiéforo tipico termina en fialides que suelen surgir
directamente desde el eje proximo a la punta(Hui 2013; Samuels 2006). Los conidios
son unicelulares y elipsoidales o globosas. Son tipicamente verdes, a veces incoloros,
grisdceos o parduscos. Sus superficies son tipicamente lisas, pero se pueden encontrar
conidias rugosas (Gams and Bissett 2002; Hui 2013). Las clamidosporas normalmente
se encuentran como células vegetativas de paredes gruesas y agrandadas con el
citoplasma condensado (Lin and Heitman 2005). Estas clamidosporas unicelulares,
globosas a subglobosas se forman dentro de las hifas o en las puntas de las hifas.
Tipicamente, son incoloras, de color amarillo palido o verdoso (Gams and Bissett 2002;

Hui 2013; Samuels 2006).

Figura 6.20.- A) Colonias de aspector polvoso, de color verde y amarillo, a 7 dias de crecimiento, B)

Conididforo ramificado, con fialides en forma de botella, 40x, C) Clamidosporas entre las hifas, 40x.

Grupo 6.- En el hongo aislado II1.2 las colonias fueron blancas, algodonosas, y durante
su crecimiento presentaron gotas de color verde obscuro (Fig 6.21). En las
caracteristicas microscOpicas se observaron esporas cilindricas, hifas septadas y

conidioféros (Fig. 6.21). Estas caracteristicas coinciden con la informaciéon que
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proporcionan diferentes autores para el género Myrothecium, para el cual, las colonias
son de color blanco en el drea periférica y de color amarillento en el 4rea central.
Después de un tiempo de incubacién aparecen algunos puntos de color verde claro,
volviéndose a verde oscuro y negro después de algunos dias. Las fialides miden entre
8,9 - 12 x 1,2 - 2,3 um. Las conidias de 5 ~ 6 x 1 ~ 1,2 um de tamafio y de forma
cilindrica con extremos redondeados, de color variable de hialino a verde (Kwon et al.

2014; Quezado Duval et al. 2010).

i‘.‘ -

Figura 6.21.- A) Colonias de aspecto algodonoso, color blancas, a 7 dias de crecimiento, B) Cumulo de
esporas, formando exudado color verde, C) Conidiéforo hialino, ramificado, esporas cilindricas, hialinas,

40x.

Grupo 7.- En el hongo aislado II4.1 las colonias fueron de aspecto aterciopelado, con
coloraciones café y verde, y durante su crecimiento, se tornaban a colores mas obscuros
(Fig. 6.22). Dentro de las caracteristicas microscOpicas se observaron conidios con
septos transversales y longitudinales, hifas septadas y conidioféros (Fig. 6.22). De
acuerdo con distintos trabajos, se encontré similitud con el género Alternaria, cuyas
colonias son de crecimiento rapido (tres o cuatro dias) y macroscOpicamente presentan
un aspecto velloso, al principio de color gris, después adquieren tonos negros olivaceos
en el centro y reverso y con un borde gris blanquecino que rodea la colonia. La
produccion de conidios grandes, multicelulares, oscuros (melanizados) con septos
longitudinales y transversales, conocidos como dictiosporas. Estos conidios son mas
amplios cerca de la base y se estrechan gradualmente a un pico alargado, se producen en
conidiéforos cortos y erectos, por la brotacion apical de una célula conidiégena o de la
espora anterior formando cadenas simples o ramificadas (Carrillo 2002; instituto

nacional de salud e hgiene en el trabajo 2014; Thomma 2003).
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Figura 6.22.- A) Colonias de aspecto aterciopelado, de color verde, café, a 7 dias de crecimiento, B)
Estructuras pigmentadas, hifas septadas, conidéforos septados, conidios con septos transversales y

longitudinales, 40x

Grupo 8.- En el hongo aislado 1I7.1 las colonias fueron algodonosas y de répido
crecimiento, llenando la superficie del agar hasta alcanzar la tapa de la caja de Petri,
inicialmente de color blanco y durante su crecimiento se tornaron a coloracién oscura
(Fig, 6.23). Dentro de las caracteristicas microscopicas se observaron esporas redondas,
hifas septadas y conidioféros (Fig. 6.23). Las caracteristicas descritas coinciden con lo
reportado en la literatura para el género de Rhizopus, que abarca a hongos filamentosos
con colonias de crecimiento rdpido (en tres dias) de aspecto consistente, con denso
micelio aéreo, algodonosas, al principio blancas, después gris oscuras. Presentan
esporangioforos sin ramificar (de hasta 2 mm x 20 um), de color pardo oscuro que nacen
de un nudo de rizoides bien desarrollados. Presentan esporangios esféricos negros (de
hasta 275 um de diametro) con columela, las esporangiosporas son negras, de 8 a 15 um

(Revista iberoamericana de micologia 2002).

Figura 6.23.- A) Colonias algodonosas, de color blanco, con esporangi6foros negros, a 7 dias de

crecimiento, B) Esporangidforo, 40x, C) Esporangiéforo con rizoides, 40x.
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6.2.3.2 Lipasas
En la determinacién de la actividad lipasas, en la tabla 6.4 se muestran los hongos
aislados que pertenecen al género de Fusarium, los cuales presentaron fluorescencia en
su totalidad. En la tabla 6.5 se presentan los hongos correspondientes a los géneros de
Mucor, Aspergillus, Trichoderma, Myrothecium y Alternaria, siendo este ultimo género

el que no mostré fluorescencia.

Tabla 6.4.- Actividad lipasas de aislados del genero Fusarium.

Fusrium sp.

12

112.1 115 116 116.1

118 118.1 118.2 118.3
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Tabla 6.5.- Actividad lipasas de aislados de diferentes generos de hongos

Diferentes géneros

13 (Mucor sp.) 14 (Mucor sp.) II5.1 (Mucor sp.) 117 (Mucor sp.)

111 (Aspergillus sp.) I1.1 (Trichoderma sp.) 17 (Aspergillus sp.)

I11.2 (Myrothecium sp.) 114.1 (Alternaria sp.) I17.1 (Rhizopus sp.)

Las lipasas se definen como triacilglicerol acil hidrolasas (EC 3.1.1.3), son enzimas que
catalizan la hidrdlisis de triacilglicerol (grasas y aceites) a glicerol y acidos grasos
libres(Gopinath et al. 2013; Singh and Mukhopadhyay 2012). Son ubicuas en la
naturaleza y producidos por varias plantas, animales y microorganismos, tales como
bacterias levaduras, y hongos.(Gopinath et al. 2013; Hasan, Shah, and Hameed 2006;
Mehta, Bodh, and Gupta 2017; Thakur 2012). Las lipasas pueden catalizar una variedad
de reacciones quimicas que incluyen esterificacion, interesterificacion, trans-
esterificacion, alcoholisis, acidolisis y aminolisis (Gopinath et al. 2013; Mehta, Bodh,
and Gupta 2017; Savitha et al. 2007).

A excepcion del resultado obtenido con Alfernaria sp., los hongos aislados concuerdan
con lo reportado para la actividad lipasas, entre los cuales se encuentran: Mucor spp.
(Gopinath et al. 2013; Jensen 1983; Mehta et al. 2017; Singh and Mukhopadhyay 2012;
Wouters 1967), Rhizopus spp. (Gopinath et al. 2013; Jensen 1983; Mehta et al. 2017;
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Prabhakar et al. 2012; Singh and Mukhopadhyay 2012; Sztajer and Maliszewska 1989),
Pencillium spp. (Gopinath et al. 2013; Mehta et al. 2017; Nwuche and Ogbonna 2011;
Petrovi¢ et al. 1990; Salihu et al. 2011; Sztajer and Maliszewska 1989), Acremonium
strictum (Gopinath et al. 2013; Okeke and Okolo 1990), Candida rugosa (Gopinath et
al. 2013; Wu, Guo, and Sih 1990), Aspergillus spp.(Abrunhosa et al. 2013; Gopinath et
al. 2013; Gopinath, Hilda, and Anbu 2000; Singh and Mukhopadhyay 2012),
Trichoderma sp. (Gopinath et al. 2013; Nwuche and Ogbonna 2011), Aspergillus niger,
Rhizopus niger y Fusarium oxysporum (Sumathy, Vijayalakshmi, and Deecaraman
2012), Geotrichum, Beauveria, Humicola, Rhizomucor, Fusarium, Acremonium,
Alternaria Eurotrium y Ophiostoma (Mehta, Bodh, and Gupta 2017; Singh and
Mukhopadhyay 2012).

La actividad enzimadtica fue diferente para cada hongo, en la tabla 6.6, se pueden
observar los diferentes tiempos de actividad lipasas. Destacan los géneros de Mucor (13,
14, 115.1 y I17) y Rhizopus (117.1), con actividad lipasas en un tiempo de 24 horas. En ese
tiempo estan reportados Rhizopus rhizopodiformis (Cordova et al. 1998; Mehta et al.
2017), Penicillium restrictum (Gombert et al. 1999; Mehta et al. 2017) y Geotrichum sp.
(Burkert, Maugeri, and Rodrigues 2004; Mehta, Bodh, and Gupta 2017).

Tabla 6.6.- Tiempo de actividad lipasas

Tiempo (h) Hongos aislados

24 13, 14, 115.1, 117, 117.1

48 I5, 16, 111, 118.3

72 I8, 112, 112.1, IS, 116, 1161, II8, 118.1, 118.2
96 17, 111.1, 116

120 1.2
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6.3 Tolerancia a Cr (VI)

En la tabla 6.7, se puede observar que todos los aislados de hongos exhibieron tolerancia
en las diferentes concentraciones de Cr (VI) tratadas, mostrando crecimiento uniforme a
los 7 dias de incubacién. Destacando los hongos IS5 y II1.2, que presentaron mayor

crecimiento con respecto al control a los 3 dias en presencia del Cr (VI) a 500 mg/L.

Tabla 6.7.- Resistencia de hongos al Cr (VI) durante su crecimiento en placa

, . [K>Cr,0] (mg/L)
Género Aislado

10 50 75 100 125 250 500

I3 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Mucor
14 + ++ ++ ++ ++ + + +
Mucor
. I5 + + + + + ++ ++ ++
Fusarium
. I6 + + + + + + + +
Fusarium
. I7 + + + + + + + +
Aspergillus
. I8 + + + + + + + +
Fusarium
. 111 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Aspergillus
. II1.1 + + + + + + + +
Trichoderma
. 1.2 + + + + + + + ++
Myrothecium
. 12 + + + + + + + +
Fusarium
. I12.1 + + + + + + + +
Fusarium
. 114.1 + + + + + + + +
Alternaria
. 115 ++ + + + + + + +
Fusarium
I15.1 ++ ++ ++ ++ + + + +
Mucor
. 116 + + + + + + + +
Fusarium
. I16.1 + + + + + + + +
Fusarium
17 ++ ++ ++ + + + + +
Mucor
. I17.1 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
Rhizopus
. 118 + + + + + + + +
Fusarium
. I18.1 + + + + + + + +
Fusarium
. I18.2 + + + + + + + +
Fusarium
. I18.3 + + + + + + + +
Fusarium

Crecimiento moderado= +; Crecimiento abundante= ++
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La tolerancia al cromo hexavalente en el medio varia entre los aislados de hongos.
Existen reportes de 500mg/L para Penicillium sp y Paecilomyces sp. y de 300 mg/L para
Cladosporium sp 'y Fusarium sp (Sharma and Malaviya 2016); reportes de
concentraciones de 350-400 mg/L para Aspergillus niger (Arshad and Aishatul 2015); de
800 mg/L para Penicillium sp y 512 mg/L para A. niger (Jayanthi et al. 2014); y el
género Fusarium tiene reportes de 1000, 1300 y 5000 mg/L (Ezzouhri et al. 2009;
Garcia-Hernandez, Villarreal-Chiu, and Garza-Gonzalez 2017; Iram et al. 2012; Zafar,
Aqil, and Ahmad 2007).
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6.4 Cinéticas de remocion de Cr (VI)
6.4.1 Biomasa activa

Se seleccionaron los aislados de los hongos I5 y II1.2, a los cuales se les realiz6 el
ensayo de remocion de Cr (VI) con biomasa activa.

Como se puede observar en la tabla 6.8, I5 inici6 con una concentracién de 49.95+1.44
mg/L de K,Cr,07, y finalizé con una concentracién de 36.90+0.34 mg/L de K,Cr,0O7 en
el medio de cultivo, mientras que el aislado II1.2, inici6 con 42.54+1.31 mg/L de
K>Cr,07, y se obtuvo 1.30+0.05 mg/L de K,Cr,O; como concentracién final en el

medio.

Tabla 6.8.- Concentracion de K,Cr,O en el medio de cultivo

Tiempo [Cr*®] (mg/L)

(h) IS (Fusarium sp.) I11.2 (Myrothecium sp.)
0 49.95+1.44 42.54+1.31

24 43.48+0.87 26.29+£3.43

48 41.30£1.48 18.24+3.21

72 39.06+2.23 4.56+1.67

96 37.58+1.11 1.48+0.00

120 36.78+0.05 1.38+0.09

144 36.90+0.34 1.30+0.05

Respecto a porcentajes de remocion, en la figura 6.24, se evidencia que el hongo I5
alcanz6 un 26.13%, a diferencia del hongo I11.2, el cual removié un 96.94% del de
K,Cr,O7. Reportes de remocion de cromo con biomasa activa mencionan a Aspergillus
niger var tubingensis cepa Ed8 con 94% (Coreno-Alonso et al. 2014), Aspergillus flavus
con 89,76% (Singh and Bishnoi 2015) y Beauveria bassiana con 44% (Gola et al. 2016),
Aspergillus flavus (F4) y Aspergillus terreus (F7) con 99% (Qayyum et al. 2016).
Experimentos con biomasa activa en cultivo liquido ayudan a los hongos en el proceso
de biosorcion. Segun Liao et al. (2007), en condiciones ideales de agitacion se favorece

la formacion de pellets, los cuales consisten en hifas largas y fibrosas, dispuestas de
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manera aleatoria en una red enmarafiada, con alta densidad de biomasa y drea superficial
que mejoran la transferencia de masa y la difusion de la solucién de iones metélicos
circundantes en pellets (Liao et al. 2007; Moreira, Sanromain, and Lema 1996). Por lo
tanto, los iones tienen mads posibilidades de contacto con los sitios activos dentro del
pellet, aumentando la capacidad de biosorcion (Arunakumara and Zhang 2007; Borras et
al. 2008; Fu and Viraraghavan 2002; Morales-Barrera et al. 2008; Mungasavalli,
Viraraghavan, and Jin 2007; Vale et al. 2016).
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Figura 6.24.- Porcentaje de remocidon exhibido por los hongos aislados 15 (Fusarium sp) y 111.2

(Myrothecium sp).

6.4.2 Biomasa inactiva
6.4.2.1 Produccion de biomasa
Para los ensayos de remocion de cromo hexavalente con biomasa inactiva, primero se
realizé la produccion de biomasa de cada aislado, como se puede observar en la tabla

6.9, se obtuvieron rendimientos de 1.77 g/L a 6.72 g/L.
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Tabla 6.9.- Produccién y rendimiento de biomasa por cada hongo

3 . Produccion
Género Aislado (/800 ml)

Mucor I3 5.59
Mucor 14 3.05
Fusarium I5 6.62
Fusarium 16 5.36
Aspergillus 17 3.57
Fusarium I8 1.77
Aspergillus I 5.1

Trichoderma 1.1 3.5

Myrothecium 1.2 5.54
Fusarium 112 4.11
Fusarium 112.1 6.72
Alternaria 114.1 6.21
Fusarium 115 3.65
Mucor 115.1 3.17
Fusarium 116 4.77
Fusarium I16.1 6.4

Mucor 117 1.7

Rhizopus 7.1 4.8

Fusarium 118 3.3

Fusarium 118.1 4.87
Fusarium 118.2 2.86
Fusarium 118.3 5.87

Tomando en cuenta que para que se lleve a cabo el proceso de remocién de cromo
hexavalente, en el presente ensayo se utilizé una relacion 1:100 g biomasa/mL solucién,
se puede analizar entre 200 y 600 mL de solucion con cromo hexavalente por las

biomasas obtenidas a partir de 800 mL de medio de cultivo.

6.4.2.2 Cinéticas de sorcion
Al realizar las cinéticas de sorciéon de cromo hexavalente con biomasa inactiva, se
obtuvieron porcentajes diferentes de remocién, destacando la biomasa de los hongos
aislados II1, II7.1 y I3, con 98% de remocion (Fig. 6.25), mientras que los porcentajes

menores pertenecen a la biomasa de los hongos aislados II 8 y 1I8.1, con 51% y 71% de
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remocion respectivamente (Fig. 6.26). Todas las biomasas excepto 14 y 116 presentaron

un comportamiento similar en el cual alcanzan el equilibrio en la remocion del metal a

partir de los 30 minutos.
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Figura 6.25.- Porcentaje de remocién, de mayor a menor, por los primeros 11 hongos.
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Figura 6.26.- Porcentaje de remocién, de mayor a menor, por los 11 hongos restantes.

En la literatura se reportan varios hongos con diferentes porcentajes de remocion de

cromo con biomasa inactiva, entre los cuales destacan Penicillium griseofulvum MSR1
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con 79.9%, utilizando 2g/L. de biomasa, con una concentracion inicial de Cr (VI) de 67.8
mg/L. en un tiempo de contacto de 37.5min (Abigail M, Samuel, and Chidambaram
2015), Aspergillus niger MSR4 con 63.82%, con 2 g/L. de biomasa, concentracidn inicial
de Cr (VD) de 62.5 mg/L en un tiempo de contacto de 37.5 min (Samuel, Evy Alice
Abigail M, and Chidambaram 2015), Aspergillus niger con 99.9% en pH 2, 2g/L de
biomasa en una temperatura de 30°C (Ren et al. 2015), Ceratocystis paradoxa MSR2
con 68.72%, con 2 g/L. de biomasa, a una concentracién inicial de Cr (VI) de 62.5
mg/L en un tiempo de contacto de 60 min (Samuel, E. A Abigail M, and Chidambaram
2015), Aspergillus niger con 99.1 %, con 10 g/LL de biomasa, a una concentracion inicial
de Cr (VI) de 50 mg/L, pH 2.5, con tiempo de contacto de 24 h, a 28 £ 2 ° (Vale et al.
2016), Mucor racemosus con 98.8%, utilizando 6 g/L. de biomasa, en una concentracion
inicial de Cr (VI) de 20 mg/L (Liu et al. 2007). R. arrhizus que removié 78.0 mg/g de Cr
(VD) en una concentracion inicial de 100 mg/L, en 72 h (Aksu and Balibek 2007), A.
niger con 90.82% de 50 mg/L iniciales de Cr (VI) (Kumar et al. 2012), Aspergillus niger
29.3%, Rhizopus oryzae 23.5% y Penicillium chrysogenum 40.3% (Park, Yun, and Park
2005).

Para explicar el mecanismo de remocién del cromo hexavalente por la biomasa fiingica
se aplicaron tres modelos cinéticos; Pseudo primer orden, pseudo segundo orden y
difusion intraparticular (Tabla 6.10). Con dichos modelos se pueden obtener los

pardmetros de g, k y la R’ (Tabla 6.11)

Tabla 6.10.- Modelos cinéticos de mecanismos de sorcion

Modelo Ecuacion
Pseudo-primer orden Inqs =Inq, — kqt
t 1 1
Pseudo-segundo orden —= >+ —t
ds sze e
Difusion Intraparticular qs = kitl/ 2 4+ q;
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Tabla 6.11.- Parametros obtenidos de los tres modelos cinéticos utilizados

Dif. Pseudo 1° orden Pseudo 2° orden
Género  Asilado o qe k, = qe k o qe ks
(mg/g)  (g/mg/min) (mg/g) (g/mg/min) (mg/g)  (g/mg/min)

Mucor 13 0.80 5.247  0.001 076 5252 2x10° 1.00 5276 0.511
Mucor 14 0.97 2.036  0.087 0.85 2.685 4x10* 0.99 6.274 0.002
Fusarium I5 0.81 3.457 0.034 0.65 3.696 1x10* 0.99 5.096 0.006
Fusarium 16 0.72 3.198  0.009 0.62 3269 4x10° 1.00 3.593 0.043
Aspergillus 17 0.73 5542  0.016 0.61 5672 4x10° 1.00 6.232 0.029
Fusarium I8 046 4.641 -0.001 -043 4.636 2x10° 1.00 4.61 -0.572

Aspergillus 181 -0.37 5285 9x10° -0.34 5285 -3x107 1.00 5.281 5.259
Trichoderma  111.1 0.93 3.467 0.064 0.81 3.944 2x10* 0.99 6.533 0.003
Mpyrothecium 111.2 045 4.235 0.017 034 433 6x10°  1.00 4.924 0.04

Fusarium 12 0.06 4515 9x10° 0.06 4516 4x107 1.00 4.525 0.255
Fusarium Mm.1  -027 4536 -4x10* -0.30 4534 -2x10° 1.00 4.515 -0.37
Alternaria 114.1 095 3.87 0.013 0.88 3972 5x10° 1.00 4.464 0.022
Fusarium I15 0.24 4.449  0.007 0.18 4478 2x10° 1.00 4.69%4 3.422
Mucor ms.1 079 1951 0.039 0.50  2.09 2x10%  0.99 3.788 0.005
Fusarium 116 094 1.195 0.042 0.84 1506 3x10* 0.98 3.382 0.002
Fusarium 6.1 005 4.194 2x10* -0.01 4.198 -9x10® 1.00 4.19 -0.215
Mucor 17 0.94 2.076  0.043 0.80 2394 2x10* 0.99 4.174 0.004
Rhizopus 7.1 0.09 5057 4x10° 0.13 5057 2x107 1.00 5.061 0.809
Fusarium 118 0.27 2244  0.011 020 1.893 2x10* 0.99 2.665 0.016
Fusarium 118.1 038 2769  0.021 022 1923 3x10* 0.88 4.024 0.001
Fusarium mg.2 035 4.633 0.001 028 4.642 3x10° 1.00 4.674 0.644
Fusarium mg.3 0.78 4.353 0.048 0.62 4669 1x10* 099 6.598 0.005

De los tres modelos cinéticos, el modelo de pseudo segundo orden es en el que se
ajustan los datos obtenidos en la remociéon de cromo hexavalante con las diferentes
biomasas fungicas, teniendo valores de R? de 0.97 a 1, excepto la biomasa del hongo
I18.1 con una R’ de 0.88, pero aun asi, siendo mayor que para los otros dos modelos
cinéticos (Dif: 0.37, Pseudo-ler-orden: 0.22) (Tabla 6.11). Los valores de correlacién
altos confirman que los datos de adsorcion estdn bien representados por la cinética de
pseudo-segundo orden y apoya la suposicién detrds del modelo de que la adsorcidn se

debe a una transferencia de masa (Khambhaty et al. 2009b; Mungasavalli et al. 2007;
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Vale et al. 2016). En cuanto a la constante de velocidad de remocién k;, el valor mas alto
pertenecié al hongo aislado II1 (5.25 g/mg/min) coincidiendo con lo reportado para
Aspergillus niger, (R2=().998, k»=5.52 g/mg/min) (Vale et al. 2016). Diversos autores
reportan hongos que se ajustan al modelo de pseudo-segundo-orden como Colorius
versicolor (Aspergillus niger) (R2 = 0.99, k, = 5.3x10’5g/mg/min) (Khambhaty et al.
2009b), Ceratocystis paradoxa MSR2 (R =0.99, k= 1.23 g/mg/min) (Samuel, E. A
Abigail M, and Chidambaram 2015), Aspergillus niger MSR4 (R2 =099, k, = 1.68
g/mg/min) (Samuel, Evy Alice Abigail M, and Chidambaram 2015),

Aln y cuando las cinéticas de sorcion realizadas en el presente estudio no encajan en los
modelos de pseudo primer orden y difusion intraparticular, existen reportes de biomasa
inactiva de hongos que si muestran afinidad con el modelo de pseudo-primer orden
como Aspergillus niger (RZ = 0.95, k; = 190.83 g/mg/min) (Khambhaty et al. 2009b),
Ceratocystis paradoxa MSR2 (R* = 0.97, k; = 0.102 g/mg/min) (Samuel, E. A Abigail
M, and Chidambaram 2015), Aspergillus niger MSR4 (R* = 0.98, k; = 0.11 g/mg/min)
(Samuel, Evy Alice Abigail M, and Chidambaram 2015), Aspergillus niger (R2 =0.95,
k; = 0.0009 g/mg/min) (Vale et al. 2016); y la biomasa activa Aspergillus flavus (R2 =
0.97, k; = 0.23 g/mg/min) (Singh and Bishnoi 2015). Mientras que otros estudios
muestran la difusién intraparticular en Aspergillus niger (R> = 0.666, k; = 0.977
g/mg/min) (Khambhaty et al. 2009b), Ceratocystis paradoxa MSR2 (RZ =0.89, k;=1.39
g/mg/min) (Samuel, E. A Abigail M, and Chidambaram 2015), Aspergillus niger MSR4
(R = 0.80, k; = 1.78 g/mg/min) (Samuel, Evy Alice Abigail M, and Chidambaram

2015), con el coeficiente de regresion lineal R” bajo.

Al aplicar el modelo de pseudo segundo orden, se puede hacer una comparacion grafica
de los datos obtenidos con los datos modelados a partir de la ecuacidn, dichas graficas se

presentan a continuacion para cada una de las biomasas utilizadas.
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6.5 Isotermas

Con la finalidad de caracterizar las condiciones fisicoquimicas en el proceso de

remocién del Cr (VI), se realizaron las isotermas de adsorcion para 6 de las biomasas

fingicas, las cuales se seleccionaron en base a la facilidad de obtencién de la biomasa y

sus resultados de g..

Con los datos de isoterma, se graficé g vs C,, observiandose el comportamiento de los

hongos para alcanzar el equilibrio con el aumento de las concentraciones, y que no todos

los hongos logran tenerlo (Figura 6.49).
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Figura 6.49.- Ensayo isotérmico para 6 diferentes biomasas fungicas. A) Mucor sp., B) Mucor sp., C)

Fusarium sp., D)Aspergillus sp., E) Myrothecium sp., F) Rhizopus sp.
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Los datos se ajustaron a los modelos de las ecuaciones de Langmuir y Freundlich, que se

muestran en la tabla 6.12.

Tabla 6.12.- Ecuaciones de dos modelos de isoterma

Modelo Ecuacion
L ] 1 ( 1 ) 1 N 1
angmuir — = —+—
Qe qum Ce Qm

_ 1
Freundlich Log(q.) = Log(kg) + ELog(Ce)

En el ajuste de los datos al modelo de Langmuir de la tabla 6.13, se observa que los
hongos Aspergillus, Rhizopus, Mucor y Fusarium, se ajustan con R’ cercanas a 1, en la
temperatura de 40°. La g, mayor la muestra Aspergillus en esa misma temperatura.
Rhizpus, Mucor y Fusarium mantienen similares sus ¢, entre las tres temperaturas,
mientras que Myrothecium aunque tiene una R? de 0.91, aumenta su g,, en la temperatura
40°C, pasando de 41 mg/g y 45 mg/g, a 75 mg/g. No asi con la otra cepa de Mucor,
disminuye su g,, en la temperatura de 10°C, bajando de 8.2mg/g y 7.9 mg/g, a 3.8 mg/g.

Tabla 6.13.- Datos obtenidos del modelo de Langmuir

10° 25° 40°
Género Hongo CIm kL RZ Qm kL RZ qm kL 2
(mg/g) (L/mg) (mg/g)  (L/mg) (mg/g) (L/mg)
Aspergillus 111 103.66 0.026 0.987 -49.263 -0.039 0.996 179.114 0.005 0.946

Rhizopus 117.1 23.669 0.147 0919 19.553 0.181 0970 22.197 0.039 0.971
Mpyrothecium 111.2 41.643 0.009 0912 45478 0.010 0914 75.172 0.006 0.918

Mucor 14 10.761 0.276 0910 12.552  0.209 0974 13.050 0.197 0.985
Mucor 13 3.814 0.080 0.363 8.271 0.018 0.820 7.923 0.019 0.737
Fusarium I5 12.017 0.116 0992 12420 0.146 0986 12.594 0.136 0.985

Diferentes autores han reportado el modelo de Langmuir para varios hongos como
Penicillium griseofulvum MSR1 (g,,: 75.1 mg/g, K;: 0.44 L/mg, R?: 0.999) (Abigail M,
Samuel, and Chidambaram 2015), Aspergillus flavus (RZ: 0.892, gn: 16.13 mg/g, K;:
1.43 L/mg) (Singh and Bishnoi 2015), Fusarium solani (g,: 57.1, K;: 0.06 L/mg, R
0.995) (Sen and Cells 2012), Aspergillus niger MSR4 (g,,: 71.9 mg/g, K;: 0.031 L/mg
R’: 0.999) (Samuel, Evy Alice Abigail M, and Chidambaram 2015), M. racemosus (q:

76



46.232 mg/g, K;: 0.0119 L/mg, R”: 0.999) (Liu et al. 2007), Aspergillus niger (R*: 1.0,
qm: 117.647 mg/g, K;: 0.368 L/mg)(Khambhaty et al. 2009b), Aspergillus niger, (qn:
4.997 mg/g, K;: 21.967 L/mg, R’: 0.78) (Vale et al. 2016), Aspergillus niger (q,,: 11.792
mg/g, Ki: 0.175 L/mg, R’: 0.539) (Mondal et al. 2017), Ceratocystis paradoxa MSR2
(gm: 72.46 mg/g, K;. 0.022 L/mg, R* 0.991) (Samuel, E. A Abigail M, and
Chidambaram 2015), Aspergillus niger (q,,: 17.51 mg/g, K;. 0.0025 L/mg, R%: 0.98)
(Kumar et al. 2012), Rhizopus arrhizus (q,: 114.9 mg/g, K;. 0.119 L/mg, R*: 0.995)
(Aksu and Balibek 2007), Aspergillus niger (qm: 11.78 mg/g, K;. 0.978 L/mg, R*:
0.938); Aspergillus terricola, (qn: 0.1428 mg/g, K;. 33.899 L/mg, R 0.915),
Acremonium strictum, (q,,: 25.536, K;. 2.750 L/mg, R 0.975), Paecilomyces variotii
(gm: 0.207 mg/g, K;.16.797 L/mg, R?: 0.956) (Ahluwalia and Goyal 2010).

En la figura xx, se puede observar las gréficas pertenecientes a las biomasas fuingicas
2 .

que presentaron R” cercana a 1 para el modelo de Langmuir. Se puede observar que los

valores de g, se mantienen similares entre las tres temperaturas, excepto en la gréfica

perteneciente al género de Aspergillus, en la cual se presentd variacioén de g, en las tres

temperaturas .
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Figura 6.50.- Modelo Langmiur. A) Aspergillus sp., B) Rhizopus sp., C) Mucor sp., D) Fusarium sp.
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En los datos obtenidos con Freundlich, podemos ver que el proceso de biosorcién es
homogéneo en la temperatura de 25° para 5 de los 6 hongos, teniendo R de 0.90 a 0.96.

Myrothecium, Mucor y Fusarium, logran mejor R’ a temperatura de 25°C y 40 °C.

(Tabla 6.14).

Tabla 6.14.- Datos obtenidos del modelo de Freundlich

; 10° 25° 40°
Género Hongo ) 5 5
kg (mg/g) n R kg (mg/g) n R kr (mg/g) n R
Aspergillus 111 2.094 1207 0.821 0.840 0.625 0968 1.194 0.866 0.817
Rhizopus 7.1 1.742 1347 0.825 1574 1.501 0906 1.565 1366 0.870
Myrothecium 111.2 0.938 1.841 0902 0934 1788 0.927 0.883 1.671 0.940
Mucor 14 1.408 2246 0.866 1245 2.003 0.826 1.393 2.073 0.807
Mucor I3 0.561 2534 0.842 0.501 1.961 0941 0518 1979 0.920
Fusarium 15 1.311 2132 0909 1467 2.151 0926 1423 2.131 0.905

Los reportes de biomasas ftingicas que se ajustan al modelo de Freundlich son de hongos
como Penicillium griseofulvum MSR1 (Kp: 1.597 mg/g, n: 1.345, R?: 0.986) (Abigail M
et al. 2015), Aspergillus flavus (R*: 0.248, K7 0.673 mg/g, n: 19.23) (Singh and Bishnoi
2015), Aspergillus niger MSR4 (Kp: 1.058 mg/g, n: 1.071, R’ 0.967) (Samuel, Evy Alice
Abigail M, et al. 2015), M. racemosus (Kr: 1.103 mg/g, n: 1.482, R*: 0.998) (Liu et al.
2007), Aspergillus niger, (R*: 0.945, n: 2.448, Kr: 0.646 mg/g) (Khambhaty et al.
2009b), Aspergillus niger, (Kr: 23.927x10* mg/g, n: 0.110, R*: 0.675) (Mondal et al.
2017), Ceratocystis paradoxa MSR2 (Kr: 1.05 mg/g, n: 1.08, R?: 0.97) (Samuel, E. A
Abigail M, et al. 2015), Aspergillus niger, (Kp: 17.92 mg/g, n: 1.18, R?: 0.99) (Kumar et
al. 2012), Rhizopus arrhizus, (Kr: 22.67 mg/g, n: 2.91, R’: 0.983) (Aksu and Balibek
2007), Aspergillus foetidus, (Kp: 3.365 mg/g, n: 6.443, R 0.965), Aureobasidium
pullulans (Kp:1.613 mg/g, n: 3.105, R 0.974), Aspergillus terricola (Kr: 3.191 mg/g, n:
1.929, R*: 0.979), Cladosporium resinae, (Kr: 3.730 mg/g, n: 3217, R*: 0.964),
Phanerochaete chrysosporium, (Kp: 2.845 mg/g, n: 3.565, R*: 0.979) (Ahluwalia and
Goyal 2010)

En la figura 6.51, se muestran las graficas de Freundlich, en las cuales se puede ver que
los datos reales se ajustan a los datos modelados, y se comportan similares en las tres

. Lo 2
temperaturas, para las tres biomasas flingicas con R” cercana a 1.
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Figura 6.51.- Modelo Freundlich. A) Myrothecium sp., B) Mucor sp., C) Fusarium sp.
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6.6 Analisis de la composicion quimica de los hongos FT-IR

Se utiliz6 el FT-IR para determinar la presencia y ausencia de grupos funcionales en la

biomasa flngica, antes y después de la remocién de Cr (VI).
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Figura 6.52.- Espectro FT-IR de biomasa perteneciente al género de Mucor (I3), donde se observa antes

del contacto con Cr(VI) (linea azil), y después del contacto (linea roja).
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Figura 6.53.- Espectro FT-IR de biomasa perteneciente al género de Mucor (14), donde se observa antes

del contacto con Cr(VI) (linea azul), y después del contacto (linea roja).
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Figura 6.54.- Espectro FT-IR de biomasa perteneciente al género de Fusarium (IS), donde se observa antes

del contacto con Cr(VI) (linea azul), y después del contacto (linea roja).
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Figura 6.55.- Espectro FT-IR de biomasa perteneciente al género de Aspergillus (II1), donde se observa

antes del contacto con Cr(VI) (linea azul), y después del contacto (linea roja).
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Figura 6.56.- Espectro FT-IR de biomasa perteneciente al género de Myrothecium (111.2), donde se

observa antes del contacto con Cr(VI) (linea zaul), y después del contacto (linea roja).
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Figura 6.57.- Espectro FT-IR de biomasa perteneciente al género de Rhizopus (I17.1), donde se observa

antes del contacto con Cr(VI) (linea azul), y después del contacto (linea roja).

Los espectros de FT-IR presentados en las figuras 6.52 a 6.57 se analizaron con la
herramienta de Full Scale utilizando el software OMNIC® del equipo de FT-IR con ATR
110 Nicolet de Thermo Scientific.

Las figuras 6.52 y 6.53 muestran los espectros de dos cepas pertenecientes al género
Mucor. Se puede observar que la cepa I4 presenta una gran cantidad de bandas de baja
intensidad que se ven afectadas por la presencia de Cr(VI), dichas bandas pertenecen a

estiramientos de enlaces C-H desde 950 cm™ a 775 cm'], observandose también que una
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vez que ya estuvo en contacto con Cr (VI) se presenta una banda de alta intensidad por
estiramiento C-H/CO en 2850 cm™ y otra mds a 1550 cm™ debida a una deformacién
angular de una amida secundaria -NH. La cepa I3 solo mostro el enmascaramiento de
una banda de baja intensidad en 925 cm'l, debida a un estiramiento del enlace C-H.
Dicho comportamiento también lo presento la cepa IS5 (figura 6.54). En la figura 6.55 se
muestran las diferencias entre los espectros de las biomasas tratadas y no tratadas con
Cr(VI), las sefiales que se diferencian son bandas de baja intensidad en 1210 cm'l, 930
cm’ y 725 cm™, estas bandas corresponden a un grupo —C(CH3s)3, sefial que después de
ser tratada con Cr(VI) desaparece. El resto del espectro muestra sefiales que ya han sido
reportadas para diferentes especies de Aspregillus. Para Aspergillus niger MSR4, se
tiene el reporte de los espectros antes del contacto con cromo y después de la remocion,
obteniendo cambios en diferentes picos: de 3095 cm™ a 3452 cm™ (indica unién de Cr
(VI) a los grupos —OH y -NH), los 1641 cm™ y 1402 cm™ se mantuvieron iguales antes
y después de la biosorcién, los picos 2964 cm™ y 2827 cm™ de la biomasa adsorbida
indican vibraciones en los estiramientos C-H/CO, los picos 1641-1629 cm'l, 1281-
1261 cm™ y 1082-1078 cm” revelan cambios en la frecuencia del estiramiento del
grupo carboxyl sobre la molecula del Cr (VI) (Samuel, Evy Alice Abigail M, et al.
2015). Aspergillus niger mostr6 picos antes y después de la biosorcioén de Cr (VI), donde
destacaron los picos 3406 cm’ (grupos -NH y —OH), 2927 cm’! (grupo C—H alifético),
2135 cm™! (grupo C:C), 1647 cm’! (estiramiento de —C=0 de amida primaria), 1558 cm’
! (deformaciéon angular de -NH de amidas secundarias), 1406 cm’! (deformacion
angular del C-H del grupo metilo), 1080 cm™ (orthofosfate PO,”), 1035 cm’
(orthofosfate PO4”), 601 cm™ deformacién angular del grupo N-H fuera de plano) (Vale
et al. 2016).

En la figura 6.56 se muestran los espectros de la biomasa de Myrothecium (11.1.2)
tratada y sin tratar con Cr(VI), la cual una vez tratada presenta bandas de baja intensidad
en 1210 cm'], 930 cm’! y 725 cm'], estas bandas corresponden a un grupo —C(CHs);.

La cepa I1.7.1 (figura 6.57) perteneciente al género de Rhizopus sp. una vez tratada con
Cr(VI) present6 bandas intensas a 2910 cm’l, 2845 cm'l; de mediana intensidad a 1250
cm’ y 1075 cm™ y de baja intensidad a 800 cm™, que indican una interaccién fuerte

con grupos CH/ CO.
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De forma general se puede decir que todas las biomasas analizadas por esta técnica
presentan bandas caracteristicas de biomasas fungicas, tales como en 3407.0 cm’
(Representa grupos de unién -COOH y -OH, aminas primarias y secundarias, amidas, N-
H stretching); 2924.7 cm” y 28547 cm™ (C-H stretching); 1742.7 cm™ (C=0
stretching); 1643.6 cm’! (amida I, band mainly C=0 stretching); 1408.3 cm’! (C-H
bending, CHs3); 1041.0 cm’! (C-O-C of polysaccharides) (Gola et al. 2016; Kaushik et al.
2010).
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CAPITULO VII
CONCLUSIONES

La pruebas preliminares demostraron que las cepas de laboratorio, Beauveria sp y
Aspergillus sp, son resistentes a la presencia del Cr (VI) en el medio de cultivo durante
su crecimiento.

En el aislamiento realizado a partir de muestras de suelo de San Nicolds de los Garza,
Guadalupe, Ciudad General Escobedo y Monterrey,bse obtuvieron 12 hongos
pertenecientes al género Fusarium, 4 a Mucor, 2 a Asperegillus, 1 a Trichoderma, 1
Myrothecium, 1 Alternaria y 1 Rhizopus.

Todos los hongos aislados tienen actividad lipasa, excepto el aislado perteneciente al
género de Alternaria.

A través del ensayo de tolerancia al Cr (VI) se demostré que todos los hongos aislados
son resistentes a la presencia del metal en el medio de cultivo.

El ensayo de remocién de Cr (VI) con biomasa activa mostrd porcentajes de remocién
de 26% y 97% en un tiempo prolongado de contacto.

El ensayo de remocién de Cr (VI) con las biomasas inactivas de los hongos aislados
presentd de 55% a 98% de remocion en menor tiempo de contacto. Siendo las biomasas
de Aspergillus sp. (II1) y Rhizopus sp. (I7.1) las que exhiben mayor remocion.

El proceso de remocién del Cr (VI) se explica con el modelo de pseudo-segundo orden,
con ello se prueba que es un proceso en el que lleva a cabo una transferencia de masa
liquido-sdlido.

El andlisis isotérmico demuestra que el proceso de adsorcién forma una monocapa en
superficie del biosorbente y que la temperatura de 40°C favorece el incremento del valor
de g,, de acuerdo al modelo de Langmuir.

En tanto que el ajuste al modelo de Freundlich asegura que dicho proceso a diferentes
concentraciones de Cr(VI) es favorable.

Los resultados obtenidos demuestran que las biomasas de Aspergillus sp. y Rhizopus sp.
son capaces de remover cromo hexavalente en disoluciones acuosas y con ello se

establecen las bases para su potencial uso como una alternativa econémica y amigable

con el ambiente en procesos de descontaminacion.

85



CAPITULO VIII
PERSPECTIVAS

Durante la realizaciéon del proyecto surgieron diversas dreas de oportunidad sobre las
cuales se puede continuar trabajando en la linea de investigacion.

Se recomienda implementar estrategias que permitan aumentar y escalar la produccién
de biomasa. También es importante encontrar técnicas para esterilizar la misma, debido
a que se trabaja con géneros de hongos reportados como alérgenos, y el proceso de
inactivacion de la biomasa es reversible.

En el presente trabajo se utilizaron condiciones de laboratorio, es recomendable pasar a
condiciones mads realistas. Primero buscando el método de aplicacion, probablemente se
pueda crear un filtro con biomasa adherida o inmovilizada. Después usar aguas
modeladas simulando condiciones reales, y finalmente, remediar aguas provenientes de

efluentes industriales.
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