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RESUMEN

El tratamiento de biosolidos municipales actualmente representa un gran desafio. Los biosolidos se
obtienen de plantas de tratamiento de aguas residuales y se consideran residuos organicos con altos
porcentajes de fenoles, metales pesados, compuestos farmacéuticos y otros contaminantes emergentes.
Los microorganismos representan una alternativa para los tratamientos ambientales. En particular, los
hongos son microorganismos ubicuos con una vasta maquinaria para degradar, adsorber y/o eliminar
xenobioticos como compuestos farmacéuticos, hidrocarburos y pesticidas, entre otros. Las enzimas
extracelulares (lacasa, peroxidasa) producidas por hongos ligninoliticos podrian desempefiar un papel
importante durante los tratamientos de biosélidos. Sin embargo, los estudios que describen esta utilidad
son escasos. Ademas, los biosolidos también podrian emplearse como sustrato para producir enzimas
fangicas. El objetivo del presente trabajo es: Evaluar el potencial de hongos filamentosos en el tratamiento
y valorizacion de bioso6lidos municipales. En esta investigacion se caracterizaron las actividades
enzimaticas aril alcohol oxidasa, amilasa, celulasa, esterasa, lacasa, lignina peroxidasa, lipasas,
manganeso peroxidasa, peroxidasas totales y xilanasa durante el tratamiento de biosolidos municipales
con las cepas Aspergillus sydowii-like H1 y Aspergillus destruens EXF-10411. Se evalué la remocion de
fenoles, metales pesados y compuestos farmacéuticos de los mejores tratamientos seleccionados a partir
del andlisis estadistico realizado. Las pruebas toxicoldgicas post-tratamiento se realizaron mediante
pruebas de germinacion de plantulas de lechuga (Lactuca Sativa). Ambas cepas demostraron ser eficaces
en la remocién de fenoles, metales pesados y compuestos farmacéuticos. También fueron capaces de
expresar enzimas extracelulares (aril alcohol oxidasa, amilasa, celulasa, esterasa, lacasa, lignina
peroxidasa, lipasas, manganeso peroxidasa, peroxidasas totales y xilanasa) durante el tratamiento de
biosolidos municipales en procesos fermentativos sélidos y liquidos. En este estudio, se desarrollé una
estrategia de reduccién de costos, que se refirio a la capacidad presentada por las cepas de estudio para
producir cOcteles enzimaticos utilizando biosélidos municipales como sustrato, lo que redujo

considerablemente el costo de produccion de enzimas.
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ABSTRACT

The treatment of biosolids currently represents a great challenge. Biosolids are obtained from wastewater
treatment plants and are considered emerging wastes with high percentages of phenols, heavy metals,
pharmaceutical compounds and other emerging contaminants. In recent decades, biosolids treatments
have gained great attention. Microbes represent a unique opportunity for environmental treatments. In
particular, fungi are ubiquitous microorganisms with a vast machinery to degrade, adsorb an/ or eliminate
xenobiotics such as pharmaceutical compounds, hydrocarbons and pesticides, among others. Extracellular
enzymes (lacasse, peroxidases, produced by ligninolytic fungi could play an important role during
biosolids treatments. However, studies describing this utility are scarce. In addition, biosolids could also
be used as a substrate to produce fungal enzymes. The aim of the present work is: To evaluate the potential
of filamentous fungi in the treatment and valorization of municipal biosolids. In this work the enzymatic
activities were characterized aryl -alcohol oxidase, amylase, cellulase, esterase, laccase, lignin peroxidase,
lipases, manganese peroxidase, total peroxidase and xylanase during the treatment of municipal biosolids
with Aspergillus sydowii-like H1 and Aspergillus destruens EXF-10411. The removal of phenols, heavy
metals and pharmaceutical compounds from the best treatments selected from the statistical analysis was
evaluated. Post-treatment was evaluated through germination trials lettuce (Lactuca Sativa). Both strains
proved to be effective in removing phenols, heavy metals and pharmaceutical compounds. They were also
able to express extracellular enzymes (aryl -alcohol oxidase, amylase, cellulase, esterase, laccase, lignin
peroxidase, lipases, manganese peroxidase, total peroxidase and Xxylanase) during the treatment of
municipal biosolids in solid and liquid fermentation processes. In this study, a cost reduction strategy was
also developed, which referred to the capacity presented by the study strains to produce enzymatic
cocktails using municipal biosolids as a substrate, which considerably reduced the cost of production of

enzymes.
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INTRODUCCION

La generacion de aguas residuales se ha incrementado notablemente en los ultimos afios (ONU, 2015). La
actividad industrial en el marco de esquemas de desarrollo poco comprometidos con la sustentabilidad y
el medio ambiente, el incremento de la poblacion mundial, la vulnerabilidad de las leyes ambientales en
los paises en vias de desarrollo, entre otros elementos, han permitido lamentablemente el aumento
acelerado de los volimenes de aguas residuales provenientes de las actividades urbanas e industriales, sin

una gestion integral adecuada para su manejo en términos de tratamientos (De la Pefia, 2013).

Las aguas residuales pueden ser una fuente rentable y sostenible de energia, nutrientes y materia organica,
entre otros subproductos Utiles. Los potenciales beneficios de la extracciéon de dichos recursos no solo
repercuten en la salud humana y el medio ambiente, sino también en la seguridad alimentaria y energética,
asi como en la mitigacion del cambio climatico. En el contexto de una economia circular, donde se busca
un equilibrio entre el desarrollo econémico, la proteccion de los recursos naturales y la sostenibilidad

ambiental, las aguas residuales constituyen un recurso abundante y valioso (ONU, 2015).

Los biosélidos municipales (BSM) los cuales se generan de las aguas residuales, presentan diversidad de
componentes entre ellos contaminantes y compuestos recalcitrantes (Hyland et al., 2012), que incluyen,
compuestos organicos, organismos patdégenos y metales pesados (Rodriguez-Rodriguez et al., 2010, 2012;
Verlicchi et al., 2012). Una vez diseminados en el suelo, podrian contaminar el agua subterranea; afectar
la biota, la calidad y el uso de la tierra; y esto puede contribuir a su acumulacién en cadenas troficas,

afectando la salud y el medio ambiente (Stuart et al., 2012).

Los métodos tradicionales para manejar estos residuales son relleno sanitario e incineracién, los cuales
han sido sometidos a fuertes regulaciones por el impacto ambiental negativo que pueden generar (Cieslik
et al., 2015; Joo et al., 2015).

Una alternativa viable es el empleo de meétodos bioldgicos los cuales se caracterizan por su facil
manipulacion, amigable con el medio ambiente, presion y temperatura moderadas de trabajo lo que incide
en menor gasto de energia que las tecnologias convencionales (Pramila & Bhawana, 2012; Wu et al.,
2011). Aunque también presenta limitaciones como la viabilidad de los microorganismos en el tiempo

bajo las condiciones de operacion y largos tiempos de procesos (Mohapatra et al., 2014), campos de
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estudio en la actualidad. Dentro de los microorganismos con mayor potencial en la remocion de

contaminantes y recuperacion de subproductos se encuentran los hongos.

Los hongos en cualquier ecosistema son los mayores descomponedores de polimeros de plantas como la
celobiosa, lignina, capaces de colonizar todas las matrices (suelo, agua, aire) en ambientes naturales.
También tienen la capacidad de mineralizar y acumular materiales toxicos y han sido empleados en la
remocion de contaminantes en el suelo y en biosélidos municipales (BSM) (Bergauer et al., 2005). Su
maquinaria enzimatica permite atacar compuestos recalcitrantes de diversas indoles debido a su baja
especificidad (Anastasi et al., 2012; Catherine et al., 2016). Sin embargo, a pesar del gran potencial en la
degradacion de compuestos emergentes, fenoles, hidrocarburos policiclicos aromaticos (Aranda, 2016;
Badia-Fabregat et al., 2015), se desconoce los mecanismos de accion e interaccién del hongo en el
tratamiento de BSM.

Una ventaja de usar estos microorganismos en tratamientos de residuales es la extraccion de recursos que
pueden ser una fuente de energia renovable y sostenible, asi como la obtencion de nutrientes y materia
organica, entre otros subproductos Utiles, que pueden ser aplicados en la produccion de fertilizantes,
construccion y productos de alto valor agregado como enzimas (Chen et al., 2016; Cieslik et al., 2015).
Sin embargo, el costo de produccion de las enzimas, ademas de ciertos aspectos de extraccion, purificacion
y aplicacion constituyen un reto actualmente. La produccion de enzimas esta influenciada principalmente
por el tipo y la concentracién de la fuente de carbono, la relacion carbono/nitrégeno y otros parametros
como la velocidad de agitacion, la temperatura, el pH, el volumen de in6culo (Irshad et al., 2012; Liu et
al., 2014; Caceres et al., 2015). A pesar del gran interés por las enzimas en diversas industrias, los altos
costos de produccidn a veces restringen su uso (Aguieiras et al., 2015). La busqueda de hongos hal6filos
y halotolerantes que sean capaces de remover compuestos farmacéuticos, metales pesados y fenoles, asi
como producir enzimas utilizando como sustrato BSM y de esta forma otorgarle un valor agregado a este

residuo constituye un tema de interés.

En estudios realizados por Batista-Garcia y colaboradores se lograron aislar cepas filamentosas, las cuales
fueron identificadas como Aspergillus sydowii-like H1, Cadophora sp. TS2, Emericellopsis sp. TS11 y
Pseudogymnoascus sp. TS12 atendiendo a criterios taxonomicos, micromorfolégicos y moleculares.

Experimentos realizados mostraron un crecimiento de estas cepas y de Aspergillus destruens EXF- 10411 en
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presencia de elevadas concentraciones de NaCl y su capacidad para producir enzimas extracelulares como
peroxidasas, celulasas, esterasas y lacasas (Batista-Garcia et al., 2014). Adicionalmente estas cepas haléfilas
crecen en medios hipersalinos con benzo (a) pireno o fenantreno como Unica fuente de carbono (concentracion
final 10 ppm) (Batista-Garcia et al., 2017). Cabe destacar que estas caracteristicas son de gran importancia

para el uso de estas cepas en procesos de biorremediacion de ambientes contaminados.

Para el caso especifico de Aspergillus sydowii-like H1, se puede agregar que fue aislado de la fermentacion
de un lote de bagazo de cafia de azucar. Estudios realizados ante la presencia de diferentes concentraciones
de NaCl mostraron, que las actividades enzimaticas no variaban y se evidenciaron actividades de
celulasas, esterasas, peroxidasas y lacasas. Batista y colaboradores en 2017 evidenciaron que A. sydowii-
like H1 es capaz de crecer en presencia de xenobidticos presentes en aguas residuales. A. destruens por su
parte, cuenta hasta la fecha con poca informacion. Se conoce que necesita para su crecimiento
concentraciones de NaCl de 1.9 M, que fue aislado de la superficie de una pintura de caballete (cuadro) y
que tiene la capacidad de soportar estrés a bajas o0 ninguna concentracion de agua, por lo que se considera

un bi-extremofilo (xeréfilo y hal6filo)

Actualmente existen proyectos de investigacion en los laboratorios de Fisiologia Molecular de Hongos
Extremofilos del Centro de Investigacion en Dinamica Celular de la UAEM (México) y el Departamento
de Ingenieria Civil de la Universidad de Sherbrooke (Canada), enfocados en determinar las
potencialidades de las cepas mencionadas para el tratamiento de BSM. Lo expuesto anteriormente muestra
una trayectoria recorrida y la que queda aun por transitar en la bisqueda de alternativas para la

valorizacion de estos residuos organicos mediante el empleo de hongos extremofilos filamentosos.
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CAPITULO 1. FUNDAMENTOS TEORICOS

1.1. Antecedentes

1.1.1. Bioso6lidos

Las plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR) son instalaciones que tienen como objetivo
remover los contaminantes presentes en las aguas residuales, tanto domiciliarias como industriales, con el
fin de hacerlas aptas para otros usos en actividades de la vida cotidiana con excepcién del consumo
humano, es decir, no se puede ingerir o emplear para el aseo personal; o bien para evitar riesgos en la
salud humana y dafios al ambiente a menos que sean sometidas a un proceso adicional que les permita
cumplir con las regulaciones para su retso (Oropeza, 2006), y/o también disponerlas a un cuerpo receptor

natural (mar, rios o lagos).

El tratamiento del agua trae siempre como consecuencia la formacion de lodos residuales, subproductos
indeseables dificiles de tratar y que implican un costo extra en su manejo y disposicion (Bussi, 2015).
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Figura 1. Diagrama de flujo de una planta de tratamiento de aguas residuales (Elaboracion propia).
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El proceso de lodos es la tecnologia de tratamiento de aguas residuales mas empleada (Figura 1). Se
caracteriza por consumir grandes cantidades de energia y generar grandes cantidades de biosolidos,
ademas de mejorar la calidad de los efluentes (Bussi, 2015).

Los contaminantes que se encuentran en las aguas residuales pasan a las PTAR donde se eliminan en gran
medida por el proceso de tratamiento y forman parte de la composicion de los subproductos que se generan
como los lodos o de acuerdo a la definicion de la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos,
biosolidos. Los biosdlidos, o como también se le conoce lodo activo, son definidos también como
“residuos solidos, semisolidos o liquidos generados durante el tratamiento de aguas servidas domiciliarias.
Los biosolidos incluyen los sélidos removidos durante el tratamiento primario, secundario o avanzado del
proceso de tratamiento de aguas servidas y cualquier material derivado de los lodos, excepto las gravillas
o cenizas generadas durante el proceso de incineracion”; son compuestos Viscosos con particulas
suspendidas, de color muy oscuro. Otra definicion relacionada con los procesos de germinacion lo
denomina como solidos organicos o lodos generados en el tratamiento del agua residual doméstica y/o
industrial que han sufrido un proceso de tratamiento y estabilizacion, los cuales permiten su utilizacion
benéfica, reduccién de nivel de patogenicidad, aumento de poder de fermentacién y disminucion de

capacidad de atraccién de vectores.

1.1.2. Alternativas para el uso de biosolidos

El manejo y disposicion final de los biosélidos se ha convertido en un problema para la salud y el medio
ambiente (Gonzélez et al., 2014). Como respuesta a la situacion planteada, se han realizado diversos
estudios sobre el uso de biosélidos en la agricultura (Cicek, 2003; Guzman & Campos, 2004; Utria-Borges
et al., 2008; Eissa et al., 2014), debido a su elevado contenido de materia organica y de otros elementos
esenciales para el desarrollo 6ptimo de los cultivos (Gonzélez et al., 2014). En otras investigaciones
(Andrade et al., 2000, Hernandez-Herrera et al., 2005) se afirma que los biosélidos mejoran las
caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas del suelo y pueden aumentar el rendimiento de los cultivos,

aunque, segun He et al., (2005) existen riesgos por el probable contenido en exceso de metales pesados.

Varios estudios que se han realizado sobre el uso de biosolidos en suelos agricolas se enfocan en el impacto
ambiental que puede ser provocado en el suelo, debido al contenido de elementos potencialmente toxicos

gue se encuentran en los biosdlidos y al riesgo de su potencial ingreso a las redes troficas (Gonzalez et
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al., 2014), lo que pone en peligro la salud humana y animal (He et al., 2005; Torri & Lavado, 2009;
Gonzaélez et al., 2014). Entre estos elementos encontramos el zinc (Zn), cobre (Cu), niquel (Ni), cadmio
(Cd), plomo (Pb), mercurio (Hg) y cromo (Cr), teniendo todos ellos un gran potencial de acumulacién en
los tejidos humanos, generando su bio-magnificacién en la cadena alimentaria, 1o que ha conllevado a

preocupaciones medioambientales y sanitarias (Bautista, 2005).

En diversas investigaciones cientificas (Banuelos et al., 2007, Odlare et al., 2008) se han realizado
estudios referentes a los efectos del uso de biosolidos en suelos agricolas, donde se mide el impacto de las
caracteristicas que determinan la fertilidad del suelo, el desarrollo de los cultivos y los rendimientos en
diferentes tipos de plantas y suelos. Asimismo, se han realizado estudios sobre el cultivo del maiz
(Robledo, 2012). En el caso especifico del uso de biosolidos en el cultivo de maiz, diferentes cientificos
(Zamora et al., 1999; Uribe et al., 2002; Montes et al., 2003; Bautista, 2005; Flores-Pardavé et al., 2011;
Robledo, 2012; Gonzalez et al., 2014) han estudiado los biosélidos como material para mejorar el
desarrollo del cultivo.

Para Zamora et al., (1999), en su trabajo realizado adicionando lodos residuales de una planta de
tratamiento urbana, en el cultivo de maiz, menciona incrementos de un 35% en rendimiento con respecto
a la fertilizacion quimica convencional, atribuyendo dichos resultados a los nutrimentos basicos de N
(nitr6geno), P (fosforo) y K (potasio) que contenian el biosolido. Siguiendo a Uribe et al., (2002), en la
region agricola de Delicias (México) se observaron incrementos en rendimiento de forraje verde con la
aplicacion de biosélidos que fluctuaron entre 11 y 18% en comparacion al testigo fertilizado y 27 a 35%
en comparacién al testigo absoluto. Estos autores concluyeron que en maiz forrajero la dosis méas adecuada
de bioso6lidos digeridos anaerdbicamente, desde el punto de vista agrondmico y econémico, resulté ser 10

toneladas por hectarea de biosolidos en base seca.

Segun Montes et al., (2003) realizaron su estudio en Chihuahua (México), analizando los metales toxicos
provenientes de los biosélidos y la contaminacion de estos en cultivos de maiz. En este aspecto, Montes
et al., (2003) hicieron un analisis comparativo entre un cultivo de maiz tratado a través de biosélidos y un
cultivo de maiz tratado con componentes quimicos. Los autores concluyeron que los resultados fueron
similares, si bien, el porcentaje de mineralizacion de nitrégeno tendié a reducirse a medida que se

incrementd la dosis de biosolidos aplicada, lo que gener6é un mejor indice de rentabilidad del suelo.
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Bautista (2005) en su estudio tenia como objetivos analizar el crecimiento con base en los indices fisico
técnicos para evaluar el efecto de la aplicacion de biosolidos en el cultivo de maiz, determinar el
comportamiento del cultivo de maiz aplicando cinco tratamientos de mezclas de biosélidos y musgos de
turbera (peat moss) y determinar los indices fisicotécnicos y evaluar el efecto que tuvieron los biosélidos
en ellos. Los principales resultados obtenidos una vez realizados los ensayos en el cultivo de maiz con
respecto a los diferentes tratamientos de biosdlidos mas musgos de turbera, al considerar la materia seca,
el area foliar, la tasa de crecimiento de cultivo y la tasa relativa de crecimiento foliar, concluy6 que es
posible producir trasplantes de maiz al utilizar el biosélido en cantidades menores al 25%.

Por su parte, Flores-Pardaveé et al., (2011) realizaron su estudio sobre la evaluacion de colémbolos de
suelos agricolas en cultivos de alfalfa y de maiz adicionados con biosélidos en Aguascalientes (México).
Asi, mediante trampas pitfall usadas en 2004 y 2005 se recolectaron ocho especies, de las que Ballistura
schoetti, Entomobrya ca. triangularis y Seira purpurea fueron las méas abundantes. La adicion de materia
organica presente en los biosélidos propicié un gran desarrollo poblacional de B. schoetti en ambos
cultivos. La precipitacion fue la variable ambiental mejor relacionada con la abundancia de colémbolos,
la diversidad de especies fue baja en todas las condiciones experimentales y la composicion de especies

fue menor en el cultivo de maiz.

Siguiendo a Gonzélez et al., (2014), la aplicacién de biosdlidos, como mejoradores de suelos agricolas de
cultivo de maiz en la localidad de La Paz Tlaxcolpan (México), aumenta los rendimientos de las tierras
que los productores destinan para esta practica. De esta forma, el rendimiento total y las ganancias
econdmicas que obtienen los productores guardan relacion directa con la cantidad de superficie de cultivo
que poseen. Asi, aquellos que tienen mayor cantidad de superficie cultivable pueden aplicar biosélidos a
una superficie mas amplia, obtener altos rendimientos, destinar mayor cantidad de cosecha a la venta 'y
obtener ingresos econémicos, permitiendo un aumento de la calidad de vida de los productores y sus
familias. Aunque, el autor también afirma que existe un manejo inadecuado, ineficiente y practicamente

improvisado de los biosolidos por parte de los productores.
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1.1.3. Microorganismos extremofilos

Los microorganismos extremofilos tienen como habitat natural ambientes que antiguamente se
consideraban demasiado hostiles para permitir la supervivencia de organismos vivos. Se clasifican con
base en la condicidn fisica o quimica extrema del ambiente donde se desarrollan: termdfilos (temperatura
Optima de crecimiento superior a 45 °C); dentro de éstos se encuentran los hipertermdfilos (temperatura
Optima de crecimiento superior a 80 °C); psicrofilos (temperatura 6ptima de crecimiento inferior a 10 °C);
acidofilos (pH 6ptimo de crecimiento menor de 5); alcalofilos (pH 6ptimo de crecimiento mayor de 8);
haléfilos (habitan en medios hipersalinos, de 5% a 30% de sal); osmdfilos (viven a altas presiones
osmoticas); radiofilos (resisten altos niveles de radiacion); metalofilos (toleran altas concentraciones de
metales pesados); piezéfilos (antes llamados barofilos, requieren o toleran presién hidrostatica de 40 atm
a 60 atm) (Antranikian et. al., 2005; Ferrer et. al., 2007; Jia et. al., 2013; Reed et. al., 2013)

Un prometedor panorama en la biotecnologia se ha abierto debido a la gran biodiversidad existente entre
los microorganismos extremofilos y su capacidad para sintetizar proteinas y enzimas (extremoenzimas),
capaces de funcionar bajo condiciones extremas, ya que gran parte de los procesos industriales ocurren
bajo condiciones maximas de temperatura, presion, fuerza iénica, pH y solventes organicos. Ademas, las
extremoenzimas pueden ser usadas como un modelo para disefiar y construir proteinas con nuevas
propiedades de interés para determinadas aplicaciones industriales, a través de la manipulacién genética
de microorganismos (Haki & Rakshit, 2003; Eijsink et al., 2004; Jia et al., 2013; Reed et al., 2013)

Desde el punto de vista ambiental, los hongos extremofilos son importantes debido a su capacidad para
producir diferentes extremoenzimas, caracterizadas por su termotolerancia, resistencia a cambios de pH,
a altas concentraciones de sales, etc (Neifar et al., 2015) (Nigam, 2013). Las propiedades anteriores los
convierten en candidatos ideales para el procesamiento y la bioconversion de materias primas como las
presentes en las industrias alimentarias, textiles, y en procesos como la biorremediacion (Sinha et al.,
2014, Singh et al., 2013).

Muchas enzimas hidroliticas que muestran actividad bajo condiciones extremas han sido reportadas como
implicadas en procesos de remediacidn tales como la contaminacién por crudo en condiciones hipersalinas

(Naranjo et al., 2013). Diversas especies de hongos han sido caracterizadas como resistentes a ese tipo de
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condiciones extremas, entre las que se encuentran Pestalotiopsis palmarum, Lecanicillium muscarium,
Phanerocheate chrysosporium y Aspergillus niger (Betancor et al., 2013) (Li et al., 2013), capaces de
producir extremoenzimas para descomponer hidrocarburos policiclicos aromaticos como sustratos, por lo
que podrian ser utilizadas eficazmente como agentes biodegradativos en el proceso de reciclaje de residuos
(Narayanan et al., 2013, Maruthi et al., 2013).

1.2. Marco teérico

1.2.1. Situacion internacional y tratamientos de biosélidos municipales

Cada afio, grandes volumenes de desechos y aguas residuales son generados a nivel mundial. Se estima
que entre 1.7-1.9 billones de toneladas métricas se generan de desechos solidos municipales anualmente
(EPA, 2015). EIl tratamiento de estos produce grandes cantidades de biosélidos, aparejado a ello se han
incrementado las regulaciones y preocupacién a nivel global por los efectos de su ubicacion final en
fuentes de agua, terrestre y su reiso en otras aplicaciones (Aldin et al., 2011; Mulchandani & Westerhoff,
2016).

La Figura 2 muestra que cinco paises superan los cuarenta millones de toneladas métricas por afio de
desechos sélidos generados. Estos paises corresponden a tres paises desarrollados como Estados Unidos,
Japdn y Alemania, que corresponden al alto nivel de vida en estos paises. En contraste, China y Brasil,
paises con ingresos medianos a bajos en la poblacion ocupan un lugar prominente en la generacién de

BSM. En el caso de China, esta altamente correlacionado porque es la poblacién mundial méas grande.
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Figura 2. Generacion total de biosélidos municipales por pais (Elaboracién propia).

Brasil, a pesar de ser un pais emergente, alcanza niveles de generacion BSM per capita similares a los
paises desarrollados, lo cual es interesante debido a que posee una poblacidn urbana dos veces menor que
los cuatro paises con la mayor generacion de BSM. En general, como se muestra en la Figura 2, la mayoria
de los paises del mundo generan mas de quinientas mil toneladas métricas por afio de BSM (Hoornweg &
Bhada-Tata, 2012).

Para resolver estas problematicas, es necesario encontrar alternativas para la disposicion final de los
biosolidos. Estrategias como recuperacion y disposicion, reduccion, redso y reciclamiento de los
biosélidos se han llevado a cabo.
1.2.2. Métodos de disposicion
Rellenos sanitarios es la practica mas generalizada para la disposicion de BSM en el mundo (Gersel,
2011), debido a aspectos econémicos Yy facilidades pues no requiere de habilidades de operadores. Sin

embargo, esta sujeto a varias regulaciones ya que los biosélidos pueden ejercer un efecto adverso en la
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flora y fauna del lugar (Parkin, 1993), ademéas en caso de que ocurra inundacion por tormentas los
biosolidos no deben escurrir del relleno sanitario (EPA, 1994; EPA, 1995). Otros de los requisitos del
relleno sanitario es que presente consistencia geoldgica de forma que no se encuentre en zonas sismicas,
areas de deslaves y deslizamientos de tierras, evitar también la lixiviacién de contaminantes de los
biosolidos en el manto freatico y de la tierra, ademas de controlar la concentracion de metano por riesgo
a explosion (Volpe & Kelley, 1985; EPA, 1994; EPA, 1995). Estos factores hacen que el relleno sanitario
sea un método altamente cuestionado. La tendencia a nivel mundial es a disminuir este proceso (Chen et
al., 2016). Por otra parte, un aprovechamiento de este proceso es el empleo de celdas de combustible
usando microorganismos como bacterias para generar electricidad a partir de lixiviados de vertedero.

En un estudio realizado esta tecnologia permitié generar electrones a partir de la oxidacion de la materia
orgénica realizada por las bacterias, sin embargo, la produccion de energia a una escala mayor fue
insignificante comparandola a escala laboratorio, ademas el tiempo de produccion de energia fue de 52

dias muy superior al tiempo de la escala de laboratorio que fue de 12 a 20 dias (Damiano et al., 2014).

En el caso de la incineracion es un proceso de disposicién y reduccién de biosélidos empleando altas
temperaturas (800-900 °C). El calor generado es usado para convertir el agua en vapor, el cual se podria
aprovechar para otros procesos, o para producir electricidad. EI problema mas serio es concerniente a los
problemas ambientales que genera. La incineracion de biosélidos produce significantes cantidades de
dioxinas, furanos, cenizas, elementos nocivos para la salud humana y animal (Sakamoto, 2001). Se han
explorado estrategias para emplear temperaturas superiores, pero esto trae consigo el incremento del costo
de operacién. Esta tecnologia reduce considerablemente el volumen de bioso6lidos aproximadamente en
un 90 %y su peso en un 70%, pero el alto contenido de humedad de los biosélidos y su bajo calor especifico
requerird combustible y etapas adicionales (Wang et al., 2008). Una ventaja que tiene este proceso
respecto a los rellenos sanitarios es que causa menos contaminacion a las aguas subterraneas y al aire
(Chen et al, 2016).

En cuanto a la disposicién de BSM en los océanos podria traer graves consecuencias en la contaminacion

de la flora y fauna del mar, el fendmeno de biomagnificacion podria traer un serio problema en la salud

humana si los metales toxicos llegan a ser bioacumulados por el cuerpo humano.
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El reciclamiento de los lodos se ha reportado en la produccion de ladrillos, pavimentos para las carreteras,
cementos, para ello el lodo debe poseer ciertas propiedades para su uso como material de construccién
(Chen et al., 2013; Wu et al., 2011). Una revision de estas propiedades se puede encontrar en el trabajo
de Show & Tay (1999). Otra forma de reciclamiento es la produccion de combustible. Hara & Mino
(2008), realizaron un estudio de cuatro alternativas de reciclamiento, enfocados en el gasto energético de
los procesos, siendo las opciones de reciclamiento de muy bajo consumo. En el estudio se analiza también
la emision de gases invernaderos como el NOx incrementando el mismo. No hay una clara comparacion
entre las opciones de reciclamiento en el estudio. La EPA en el afio 2014 ya habia reportado también la
emision de grandes cantidades de CH4 y N2O por los biosélidos, aspecto negativo socialmente y
econdmico, lo que trae en si un reto significante en la investigacion de BSM. En Estados Unidos,
solamente 250 millones de toneladas de BSM fueron generadas en el 2013, reciclando solo el 34% de esta
cifra (EPA, 2015).

Otro reto al que se enfrenta el reciclamiento es la concentracién de metales pesados, compuestos
organoclorados, emergentes y patdgenos en los BSM que son perjudiciales a la salud humana. Lo que
hace necesario realizar un pre-tratamiento a los BSM antes de ser reciclados. Este aspecto hace del
reciclamiento un cuello de botella. La tendencia en la investigacion estd encaminada en este tema en la
remocién de contaminantes (Li et al., 2016). A la misma vez que es un problema, se convierte también en
una oportunidad de obtener 790000 toneladas métricas de metales los cuales podrian ser recuperados de
BSM (Lee Bray, 2017). En este aspecto George (2014), reportd que de oro se podia obtener 2.77 millones
de toneladas, también se puede recuperar fosforo, nitrégeno, potasio. La cantidad de biosolidos que se
genera anualmente, satisface la demanda de fosforo, nitrogeno y potasio en 5, 1.7 y 0.64% lo cual cubrid
la demanda global de fertilizantes en el afio 2016 (FAO, 2012; Shammas & Wang, 2007). En la Tabla 1
se representa las distintas tecnologias que se pueden emplear para la extraccion de estos compuestos.
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Tabla 1. Ventajas y desventajas de tecnologias para la recuperacion de metales.

Tecnologia Caracteristica Ventajas Desventajas Resultados Referencias
Hidrotermal Opera entre 5-30% Evita los costos Temperaturas Concentracion de (Leng et al.,
licuefaccion solidos por deshidratacion superiores a los metales en un 60- 2014, 2016).
y secado, remueve 200°C y altas 80%
patégenos y presiones de trabajo
contaminantes 10-15MPa
Coincineracién En el proceso los Reduccién del Altas temperaturas Dependiendo de la (Chen & Yan,
metales se volumen del sludge de operacion, temperatura y el 2012)
concentran y se en un 90%, superiores a los tiempo de reaccién,
estabilizan en el remueve patégenos  700°C, emite gases metal
lodo y destruye nocivos para la salud la fijacion del metal
contaminantes humana a la ceniza de lodo
orgénicos puede variar entre
50y 97%
35-70 % de los (Marsden &

Oxidacion
quimica

Extraccion
liquida

Tratamiento con
hongos

Forma radicales
hidréxidos y
peréxidos los

cuales transforman
compuestos
organicos
complejos en
compuestos de
bajo peso
molecular

Mezcla de
solventes &cidos ,
agentes oxidantes,
agentes quelantes

La liberacion de
enzimas

extracelulares, las
cuales a través de

No produce gases
y elementos
toxicos, no
necesita etapas de
secado y
deshidratacion ya
que puede operar
la biomasa en fase
acuosa Elimina
patdgenos

Disuelven una
amplia gama de
metales,
descomposicion de
compuestos
organicos
complejos, se
puede extraer
lipidos de esta

forma al acoplar el

proceso del
biodiesel
Reduce el uso de
quimicos,
subprodutos no

toxicos, bajo costo

El proceso se limita
en presencia de
hierro

Los desechos acidos

metales en el lodo
son oxidables

Extraccién de 12%

House, 2009)

(Boocock et al.,

se incrementan, la de lipidos. 1992)
reusabilidad del lodo
disminuye debidoa  Remocion completa (Yuan et al.,
la aplicacion de del contenido 2011)
cidos orgénico
Largos tiempos de Cepas de (Dos Santos et
operacion, poco Acidomyces al., 2013)
conocimiento de las acidophilus

removi6 70.3% de

interacciones de los
As de lodo sludge

microorganismos

distintos de operacion,
mecanismos toleran altos nativos del sludge en minas
oxidan a niveles de
compuestos toxicidad de
organicos metales pesados
complejos
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En la Tabla 1 se puede observar que un tratamiento promisorio para recuperar metales, asi como
contaminantes es el tratamiento con hongos, debido a las ventajas que posee, sobretodo comparando con

el resto de las tecnologias donde la operacion es simple y sencilla, ademas del bajo costo de operacion.

El empleo de plantas que puedan también acumular metales es otra area de desarrollo en la investigacion.
Asi como la unién simbi6tica con hongos, proceso llamado fitorremediacion (Gohre & Paszkowski, 2006).
Fomina and Gadd, 2014 reportaron la unién simbidtica de plantas y hongos logrando solubilizar Zn, Cd,
fosfatos de Cu. En las ramas de este campo se encuentra la fitofiltracion, método donde la planta acumula
metales pesados, la fitodegradacion donde los contaminantes son metabolizados por la planta, aunque
presenta un inconveniente la posible formacion de intermediarios toxicos y la fitovolatizacion donde las
plantas consumen los contaminantes, los cuales son transpirados y liberados a la atmésfera (Ali et al.,
2013; Jadia & Fulekar, 2009; Srivastava et al., 2011).

Para la disposicion de los biosolidos en la tierra estos necesitan ser estabilizados. Entre las tecnologias
que se han empleado para la estabilizacion se encuentran la digestién anaerobia, estabilizacion con cal,
compost.

Los contaminantes encontrados en las aguas residuales son eliminados y estabilizados por el proceso de
digestion anaerobia y se vuelven parte de la composicion de los subproductos que se generan como lodo
0 biosolidos. Este proceso ocurre en cinco etapas (Amador et al., 2015) (clarificacién, estabilizacion,
condicionamiento, deshidratacion y secado). En el caso de la estabilizacion es un proceso fisico-quimico
para destruir patégenos y minimizar el mal olor, asi como la reduccion de vectores potencialmente
peligrosos para la salud humana. Dentro de la estabilizacion se encuentra la aerobia, alcalina,
pasteurizacion, compost y digestion anaerobia, esta Gltima la mas empleada.

Varios reportes indican que la digestién anaerobia es limitada, por su pobre biodegradabilidad (Appels et
al., 2008; Wang et al., 2013). En base a esto se han desarrollado distintos pre-tratamientos con el objetivo
de reducir el tamafio de particula, solubilizar, mejorar la biodegradabilidad y la pérdida de materia
organica (Cano et al., 2015) del lodo antes de la digestion anaerobia para lograr una reduccion ain superior
en el volumen de biosélidos. Pre-tratamientos como fisicos, quimicos y bioldgicos se muestran en la Tabla
2 (Abelleira-Pereira et al., 2015; Bolzonella et al., 2012; Ge et al., 2011).
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1.2.3. Pre-tratamientos utilizados en biosdlidos municipales

Los pre-tratamientos ademas de que mejoran la disponibilidad de los biosolidos, a la misma vez pueden
eliminar contaminantes, desde el punto de vista también de subproductos que contengan alto valor
agregado, en la Figura 3 se muestra diferentes tratamientos y oportunidades de productos que se puedan

establecer de estas tecnologias.

Biofuels Bio- Electricidad | Materiales | Fertilizantes | Syngas | Recuperacion | Enzimas

carbonos de de metales

construccion

Incineracion

Vertedero

BIOSOLIDOS

Compost

Digestién
anaeroébica

Tratamiento de
microorganismos

- Productos que se podrian obtener de cada tecnologia
Figura 3. Productos que se obtienen de las distintas tecnologias empleadas en BSM (Elaboracion propia).

En la Tabla 2 y Figura 3 se muestra que el empleo de microorganismos es un pre-tratamiento con
factibilidad de usarse a escala industrial, no sélo por su bajo costo de operacion que implicaria esta
tecnologia, sino por los productos de alto valor agregado que se podria obtener, como enzimas, las cuales

son liberadas por los microorganismos en su accion contra los contaminantes presentes en los biosélidos.
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Tabla 2. Pre-tratamientos usados en BSM.

Pre- Tecnologia Tiempo de Costo Escala Ventajas Desventajas
tratamiento exposicion
Incrementa la Erosion de los
velocidad de sonétrodos,
Ultrasonido? 1-150 min Alto Lab/Pilot/ degradacion del Incremento de la
Indust lodo, se hausadoa  demanda quimica
escala industrial de oxigeno
Fisico (DQO) enel
efluente
Mejora la
sedimentacion Altos costos de
operacion,
Térmico® 30-60 min Alto Lab/Pilot/ Incremento del
Indust DQOencel
efluente,
formacion de
olores
Mejora la
sedimentacion Corrosion de los
Inactivacion de equipos, altos
Alcalino® 1h-8d Alto Lab patdgenos costos de
operacion, efecto
adverso en la
digestion
Quimico anaerobia
Mejora la
sedimentacion Altos costos de
Ozonacién® 5-10 h Alto Lab/ operacion,
Indust incremento del
DQOenel
efluente
Mejora la Formacion de
Biologico Microorganismos® 9-48h Bajo Lab/Pilot/  deshidratacion, bajo olores, poco
Indust costo de operacion, control de la
mejora la sinergia de los

sedimentacion

microorganismos

Lab: laboratorio
Pilot: piloto
Indust: Industrial

a: Salsabil et al., 2010; Saha et al., 2011; Kim & Lee, 2012; Zawieja & Wolny, 2013; Martinez-Guerra & Gude, 2015; Trzcinski et al., 2015.

b: Abelleira-Pereira et al., 2015; Fdz-Polanco et al., 2008; Pérez-Elvira & Fdz-Polanco, 2012.
c: KIM et al., 2003; Valo et al., 2004; Zhang et al., 2010.
d: Bougrier et al., 2007; Erden & Filibeli, 2011; Goel et al., 2003; Sievers et al., 2004; Silvestre et al., 2015.

e: Hasegawa et al., 2000; Mannan et al., 2005; Sabah & Erkan, 2006; Subramanian et al., 2008.

30



1.2.4. Potencial de los hongos en el tratamiento de biosolidos municipales

Los tratamientos bioldgicos han demostrado su eficacia en el reciclamiento y recuperacion de

componentes de alto valor agregado (Demirel et al., 2005; Forster-Carneiro et al., 2008).

Una variedad de microorganismos se ha encontrado en biosélidos, entre ellos bacterias, hongos,

lombrices, virus, protozoos, algas (Khursheed & Kazmi, 2011)

En la Tabla 3 se muestra una comparacion entre los microorganismos encontrados en los biosélidos.

Tabla 3. Ventajas y desventajas de microorganismos encontrados en biosélidos municipales.

Microorganismos Especies encontradas Ventajas Desventajas Referencias
Trichoderma -Facilita la formacion de (Fitzmaurice & Gray,
viride,Trichoderma reesei, lodos floculados y/o lodo 1989)
Mucor hiemalis, Mucor sp,  granular.
Mucor fuscus, -Disminuye DQO. (McSwain et al., 2005)
Galactomyces geotrichum,  -Disminuye la -La velocidad de
Phanerochaete deshidratabilidad. crecimiento es lenta.  Fleury, 2007
chysosporium, Bjerkandera -No presentan inhibicion -Se limita su accion
adjusta, Trichosporun sp,  marcada antes antibidticos. a pH alcalinos. (Djelal &  Amrane,
Hongos Aspergillus niger, -Probado su tratamiento a 2013)
Aspergilllus terreus, escala industrial.
Fusarium equisetii, -Participa en la remocion y (Deshmukh et al.,
Talaromyces spiculisoprus, absorcién de metales, tintas y 2016)
Penicillium granulatum compuestos quimicos
Penicillium sp 0rganicos e inorganicos. (Maza-Marquez et al.,
2016)
Pseudomonas aeruginosa,  -Crecen mas rapido que los
Chloracido-bacteria, hongos. (Goel & Noguera,
Rhodobacter, -Probado su tratamiento a -Bajo catabolismo 2006)
Saprospiraceae, escala industrial. de  contaminantes
Bacterias Acidobacteria, -Participan en la orgénicos y a pH Fleury, 2007
Caldaliresceae, descomposicion de fléculos 4&cidos.
Flavobacteriaceac en el lodo. -Son inhibidas en (lsazadeh et al., 2016)
-Participa en la remocion de  presencia de
metales, tintas y compuestos antibidticos.
guimicos  organicos e
inorganicos.
Chlorella vulgaris, -Presentan alta velocidad de
Scenedesmus spp, Chlorella  crecimiento.
protothecoides -Fijan alto contenido de -Su crecimiento
Cyanophyta anabaena carbono. depende de la
Algas Chrysophyta navicula, -Liberan oxigeno intensidad y (Muradov et al., 2015)

Chlorophyta eudorina
Chlophyta pandorina
Euglerosphyta euglena

simbidticamente usado por
otros microorganismos.
-Participa en la remocién de
metales.

duracién de la luz.
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Eisenia fétida, Eisenia
andrei, Eudrilus eugeniae,
Perionyx excavatus,

-Carbono
Rojoucido.
-Disminuye  los
suspendidos totales.

organico es

s6lidos

Tiempos muy largos
de  estabilizacion
>100 dias.

(Song & Chen, 2009)
Hughes et al., 2009

lwai et al., 2013

Lombrices lumbricus rubellus -Mejora la aireacion del Baja tolerancia en
suelo. condiciones salinas (Lietal., 2014)
-Disminuye el DQO y DBOs. Yy de altas
-Participa en la remocién de temperaturas. Cieslik et al., 2014
metales.
-Elimina bacterias patogenas. Curds & Fey, 1969.
Giardia lambeli -Degradacion de materiales -Pueden Rojoucir la
Amoeba sp organicos como la celulasa.  poblacién de
Protozoos Vorticella microstoma - Participa en la disminucion bacterias. (Fayer et al., 2004)
Aspidisca costata de BOD y de la turbidez, -Algunas especies
Vorticella alba clarificando los efluentes por son  perjudiciales
remover materiales para la  salud (Niyyati et al., 2009)
suspendidos. humana y animal.
Produce fiebre,
Virus Poliovirus poliomielitis
Echovirus Diarreas, hepatitis
Adenovirus Fiebre, infeccion (Gerbaetal., 2011)
Reovirus respiratoria,

conjuntivitis
Diarrea, hepatitis

Los hongos son microorganismos heterotrofos, no fotosintéticos, obligados aerobios que requieren de
oxigeno disuelto y compuestos organicos solubles para su metabolismo. Una de las ventajas que presenta
su metabolismo es que requiere la mitad del nitr6geno que requieren las bacterias, y en este caso las aguas
residuales son deficientes en este compuesto (More et al., 2010). Otras de sus caracteristicas es su bajo
contenido proteico (20-25%), lo cual los hace mas tolerante a pH acidos que las bacterias y a diferencia
de las bacterias pueden crecer a cantidades limitadas de agua. Por su parte las bacterias, participan en la
hidrélisis de complejos proteicos y polisacaridos (Isazadesh et al., 2016). En el caso de las algas son
microorganismos fotosintéticos, la cual presenta un impacto positivo debido a que produce oxigeno para
el crecimiento de nuevas células, sin embargo, genera el mal olor en las aguas residuales (Bitton, 2011).
Otro microorganismo que se encuentra en aguas residuales son las lombrices, las cuales pueden sobrevivir
a condiciones extremas como alta toxicidad y/o ecosistemas pobres en oxigeno (Paniagua et al., 2016).
Dentro de los organismos con una fisiologia y morfologia diversa se encuentra los protozoos, la mayoria
son quimoheterotrofos y generalmente consumen bacterias. Medios de pH acidos y alcalinos suelen ser
condiciones toxicas para ellos. Otros de los microorganismos que no se pueden catalogar como
procariontes o eucariontes son los virus, los cuales pueden infectar a hongos, bacterias, plantas, algas
(Bitton, 2011).
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Un tema de investigacion en el que se debe profundizar es en la interaccion simbiética entre estos
microorganismos, poco se conoce de este tema. El nivel tréfico de este complejo forma en si mismo un
ecosistema diverso, y multidimensional, donde cada microorganismo compite por su fuente alimenticia.
¢Coémo poder llegar a un balance, donde se pueda optimizar la accion y la sinergia de cada

microorganismo?, es un tema en el que la ciencia se debe enfocar.

Mientras que las bacterias representan los microorganismos mas abundantes, los hongos son el mayor
grupo de eucariontes. Se estima que hay alrededor de 5.1 millones de especies fungicas (Blackwell, 2011).
Los hongos se encuentran en diversos ambientes, fundamentalmente en el suelo, donde puede adaptarse a
una variedad de condiciones y han jugado un papel importante en la descomposicion de materia organica.
Metabdlicamente, como se observa en la Tabla 3, existe una gran variedad de hongos reportados en
biosolidos. En especies como Penicillium communae, P. lividum, P. vulpinum, P. janczewskii, P.

spinulosum and P. ranulatum se han reportado 43 x 10%a 182 x 103 cfu/g (More et al., 2010).

Los hongos han sido empleados en la remocion de contaminantes de diversas industrias, y en el
mejoramiento de parametros de operacion en biosolidos como la deshidratacion, turbidez entre otros. En
la Tabla 4 se representa reportes del empleo de hongos y su accion en diferentes efluentes de diversas

industrias.
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Tabla 4. Accion de hongos en diversos efluentes de distintas industrias en la remocién de distintos contaminantes en BSM.

Concentracion Tiempo de Observacion Referencias

Inicial(mg/L) duracién

Aplicacion Elementos Resultados

Industrial

Hongos

Reactive Black-5 88% Remocion 100 60h El crecimiento del (Taskin & Erdal, 2010)

Colorantes A.niger

Trametes

pubescens

Phanerochaete
chrysosporium

Penicillium
janthinellum P1

Penicillium
citrinum

Ganoderma
lucidum

Congo Rojo

Amido Black 10B

Rojo Congo

Zr

98% Remocion

98% Remocion

>90%
Remocion

127.3 mg/g
biomasa
adsorbida

142.5 mg/g
biomasa
adsorbida

100

1000

150

0.05

400

60 min

3d

24h

5h

ad

hongo en forma de
pellet mejoré la
bioacumulacion de
tintas
Se favorecio la
adsorcion a pH 2.

Estudio a escala

laboratorio (250 mL)
La adicion de
inductores como
almidoén y lignina
incrementd la
velocidad de
decolorizacion.
Estudio a escala de
laboratorio (250 mL)
El pH juega un papel
fundamental en la
decoloracion, siendo
pH 5 el de mejor
resultado,
experimentos a escala
laboratorio (150 mL)
Mayor capacidad de
adsorcion fue a pH 6.
Escala laboratorio
(100 mL)

Se inmovilizo6 el
hongo, Se trabajé con
biomasa muerta a pH

acidos y 30-70 °C.
Escala Laboratorio
(100 mL)

(Sietal., 2015)

(Senthilkumar et al., 2014)

(Wang et al., 2015a)

(Pang etal., 2011)

(Hanif etal., 2015)
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Penicillium
citrinum

Metales pesados

Pleuorotus
ostreatus

Auricularia
polytricha

Fenoles Trametes
versicolor y
Pleuorotus sajor

caju

Schizophillum
commune

A.niger, Mucor
hiemalis and
Galactomyces
geotrichum
Peniciliium
corylophilum and
A. niger
Parametros

operacionales en
biosélidos

Mucor sp. GY-1

Cr

Pb

Cd

Fenoles totales

Fenol
o-cclorofenol
p-clorofenol

DQO

DQO y turbidez

Deshidratabilidad

127.3 mg/g
biomasa
adsorbida

10.75 mg/g
biomasa
adsorbida

221
63.3

72.9%
Remocién

50
86

112
mg/g biomasa
adsorbida
Disminucién
75%

Disminucién
94% y 98.95%

Disminucién
82.1%

0.05 5h
93.54 720 min
1000 120min

150uM 7d
200 2h
24h

2d

6d

Mayor capacidad de
adsorcion fue a pH 6.
Escala laboratorio
(100 mL)
Mejor adsorcién a pH
2.5, Escala laboratorio
(250 mL), 120 min
tiempo ideal de
adsorcion
Mejores Valores de
adsorcion fue a pH 5,
Escala laboratorio(25
mL)

El tratamiento con
lacasa y hongos
mostré la mayor

remocion con
Guayacol y Tyrosol.
Escala Laboratorio
(100 mL, reactores
bacth)
Experimento llevado
acabo e escala
laboratorio(125 mL),
los mejores valores
adsorbidos adsorbida
fueronapH 5
Experimento llevado
a escala piloto (110 L)
y a escala industrial
1000 L
Experimentos
conducidos a escala
laboratorio (250 mL),
se adiciond al medio
harina de trigo y los
mejores resultados se
obtuvieron a pH
acidos
Experimento a escala
laboratorio (1 L-2 L)

(Pang etal., 2011)

(Javaid et al., 2011)

(Huang etal., 2012)

(Justino et al., 2010)

(Kumar & Min, 2011)

Djelal & Amrare (2013)

(Mannan et al., 2005)

(Wang et al., 2015b)
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Compuestos
farmacéuticos

Mucor hiemalis

Trametes
versicolor

Trametes
versicolor

DQO and SST

Naproxeno

Carbamazepina
Benzofenona
Octocrylene
Dihidroxibenzo
fenona
Citalopram
Olanzapina
Carbamazepina
Amlodipina
Diltiazem
Norverapamil
DQOeina
Albendazol
Levamisol
Romidazol
Lopromide
Gibenclamida

Disminucién
87% y 98%

100% 0.077-0.096mg/g
biosolido seco

48% Remocion
>80 %
Remocion

1600 ng/g

383125
700.42

309.52
19.58
5.13
13.66
13.01
65.09
9.28
142.02
4.26
71.22
13.12
5.33

6d

72h

42d

Experimento llevado
a cabo a escala
laboratorio (250 mL),
la adicion de harina
de trigo mejoré DQO
y solidos suspendidos
totales
Se realizd a escala de
laboratorio (120 mL)

Escala laboratorio, se
empled la
reinoculacion del
hongo, mostrando a
los 22 d del
experimento un 80%
de remocién de los
contaminantes
emergentes del
estudio.

(Fakhru’l-Razi & Molla, 2007)

(Rodriguez-Rodriguez et al.,
2010)

(Rodriguez-Rodriguez et al.,
2014)
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El tratamiento con hongos se ha empleado en residuales de colorantes el cual es uno de los
mas dificiles residuales de tratar (Akar et al., 2013; Rangabhashiyam et al., 2014). Se estima
que la descarga anual de colorantes en el mundo es de 1.5 x 108 m3 (Ip et al., 2010), estas
tintas pueden ser mutagénicas o carcinogenicas (Shen et al., 2009). Otros de los residuales
proveniente de la industria de impresion, fotografica, baterias, minas, electronica son los
metales pesados. Estos pueden causar dafios severos a la salud si se acumulan en la cadena
alimenticia (Fu & Wang, 2011). La gran capacidad de los hongos de adsorber metales
pesados ha sido documentado en la literatura (Harms et al., 2011; Rangabhashiyam et al.,
2014). En el caso de los compuestos fendlicos son elementos toxicos (Hank et al., 2014). La
fuente de origen de estos compuestos proviene de la industria petroquimica
fundamentalmente, la accion de hongos en la remocion de estos compuestos se ha reflejado
en el trabajo de Santos & Linardi (2004) donde las cepas de Graphium sp y Fusarium sp,
mostraron altas velocidades degradacion de fenoles. En cuanto a parametros operacionales
como la deshidratacién, estudios recientes han revelado que este proceso esta regulado por
diversos factores como el pH del lodo, carga superficial de las particulas del lodo, tamafio,
forma de las particulas y secrecion extracelular de sustancias poliméricas (Sheng et al., 2010;
Subramanian et al., 2010; Zhou et al., 2014).

La eficiencia de los tratamientos flngicos en la remocion de compuestos emergentes de la
industria farmacéutica como antibioticos, antiinflamatorios, citostaticos, desinfectantes,
bloqueadores (Luo et al., 2014) y también en los compuestos que interrumpen el sistema
endocrino, los cuales afecta la salud de la flora, la fauna y el ser humano; entre los que se
encuentran las hormonas naturales estronas y 17 B estadriol, estrogenos sintéticos, aditivos
industriales como el bifenol A (Cajthaml et al., 2009), que se detectan en concentraciones
del orden de ng/ml, ha sido ampliamente abordado en la literatura (Cabana et al., 2007,
Marco-Urrea et al., 2010a, 2010b, 2010c).

Como se observa en la Tabla 4, la mayoria de las investigaciones de aplicacion de hongos en
BSM ha sido a escala laboratorio, por lo que es necesario estudiar a escala piloto e industrial,
el comportamiento de la biomasa fungica en la degradacion de xenobioticos (Park et al.,
2011; Rodarte-Morales et al., 2012).
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1.2.4.1. Mecanismos de accion de los hongos

El mecanismo de accion de los hongos sobre contaminantes, de diversas indoles como
metales pesados, fenoles, pesticidas, compuestos organicos emergentes €S un proceso
complejo. Las estructuras quimicas de estos compuestos son muy diversas, esto significa que
los mecanismos imperantes en la accion de los hongos dependen del tamafio molecular,
carga, solubilidad, hidrofobicidad y reactividad del contaminante, asi como de la
composicion del agua residual. La bioadsorcion y biodegradacion se reportan como los

procesos fundamentales en la interaccion de los hongos con los contaminantes.

En la primera etapa de estos procesos interviene la "pared celular la cual interacciona con el
medio exterior, definiendo la interfase entre el microorganismo y su entorno. La pared celular
constituye mas del 30% del peso del hongo (Dhankhar and Hooda, 2011). Su composicion
varia marcadamente entre varias especies fungicas. Estudios realizados demuestran que la
pared celular del micelio fangico contiene principalmente quitina; polimero de n-
acetilglucosamina entre un 25-30% de peso seco celular, ademas contiene 29% glucano, 31%
manosa, 13% proteina, 8.5% lipidos. Estos polimeros contienen varios grupos metalicos
unidos a aminas, imidazol, fosfatos, sulfatos, sulfihidrilos e hidroxilos (Gadd, 2009). Grupos
aminos, amida e hidroxilos se han encontrado en la superficie celular. Es por esta razén que
los hongos presentan la propiedad Unica de enlazar tanto cationes como aniones a su pared

celular. Dentro de los fendmenos que pueden ocurrir en estos procesos, se encuentran:

La adsorcion fisica: los intercambios entre moléculas del contaminante y la superficie
celular o las paredes celulares de las células a través de intercambios electrostaticos pueden
ocurrir. Varias resistencias existen en este proceso, en primera instancia la resistencia de la
pelicula del medio donde se encuentre el contaminante y la resistencia a la difusion en el seno
de la pared celular donde existe una reaccion superficial.

Un estudio interesante en esta parte seria realizar estudios de fenémenos de transporte, de

forma que se podria modelar este comportamiento.
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Intercambio idnico: la pared celular de los hongos presenta grupos funcionales cargados e
intercambian iones con los grupos funcionales de los contaminantes. Colorantes, compuestos
aromaticos, presentan diversos grupos funcionales y enlaces insaturados, los cuales presentan
potenciales de ionizacion diferentes a distintos pH. Con el incremento del pH, la
electronegatividad neta puede incrementarse debido a la desprotonacion de distintos grupos

funcionales (Maurya et al., 2006).

Coordinacion: la formacion de complejos sobre la superficie celular puede ocurrir, después
de la interaccion entre los grupos activos y metales. Enlaces de coordinacion entre metales y

grupos aminos, carboxilicos de la pared celular pueden ocurrir.

Precipitacidn: puede ocurrir por afinidad bioespecifica, un ligando determinado se une con
los grupos funcionales de los contaminantes formando agregados. Otro mecanismo podria
ser la liberacion de polimeros, los cuales ejercen la disminucién de la solvatacion de los
compuestos contaminantes, de esta forma cambiaria su patron de cargas afectando su
solubilidad. Microorganismos pueden excretar varios tipos de metabolitos que interacciona

con metales y grupos funcionales del contaminante (Gadd, 2009).

En este tipo de procesos, donde existe tanta variabilidad de contaminantes en los biosélidos,
los hongos deberian ser resistentes a altas cargas de contaminantes y no tener mecanismos
que protejan una acumulacion excesiva dentro de las células, de forma que los mecanismos
intracelulares de transporte, excluyan a estos del proceso metabolico normal de la célula
(Deng & Wilson, 2001; Kogberber & Doénmez, 2007). En base a esto dos aspectos la
interaccion de hongos extremdfilos y la ingenieria genética, jugaran un papel importante.
Enzimas extracelulares termoestables, psicrofilas, halofilas que secreten los hongos se
utilizarian para incrementar la estabilidad a pH, salinidad y temperatura. En cuanto a la
ingenieria genética una estrategia seria la regulacion de genes que codifican a proteinas

transportadoras, sitios de unién, la regulacién de vias especificas también seria otra opcion.
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Un resumen de los posibles mecanismos de accion de los hongos en contaminantes, se
muestra en la Figura 4. En esta figura se muestran los dos principales mecanismos de accion

de los hongos sobre contaminantes: Bioadsorcion y Biodegradacion.

La capacidad de bioadsorcion depende de varios factores como el tipo de biomasa (especie
de donde proviene, edad), si la biomasa es muerta o viva, las condiciones de cultivo para la
obtencion de la biomasa(tamafio de indculo, volumen de in6culo, tiempo de incubacion,
medio de cultivo); dentro de los factores fisicos quimicos se encuentran el pH, variable que
mas incide en este mecanismo, la cual influye en la composicién quimica de los
contaminantes, asi como, en la actividad funcional de grupos en los bioadsorbentes y
competicion con iones presentes en la solucién (Vijayaraghavan & Yun, 2008). La fuerza
i0nica es otra variable, la cual ejerce una reduccidén de la bioadsorcién de los contaminantes
cuando esta se incrementa, debido a la competencia de las sales con el adsorbato en los sitios
de enlace del bioadsorbente (Fomina & Gadd, 2014). La temperatura por su parte mejora la
remocion de contaminantes adsorbidos cuando se incrementa, aunque debe ser a una
temperatura limitada, ya que puede dafiar la estructura del bioadsorbente. La velocidad de
agitacion cuando se incrementa, mejora la velocidad de remocion de los contaminantes
adsorbidos, disminuyendo la resistencia a la transferencia de masa, pero también tiene un
limite ya que a altas velocidades podria dafar la estructura fisica del bioadsorbente (Park et
al., 2010).
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Figura 4. Mecanismos de accién de los hongos en biosélidos (Elaboracion propia).
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En el caso de la biodegradacion los hongos emplean su sistema enzimatico, secretando
enzimas extracelulares para descomponer polimeros complejos a compuestos de carbono mas
simples para la biodisponibilidad de la célula. Dentro de los factores que inciden en la
biodegradacion estan la temperatura, factor que coincide generalmente en la maxima
degradacion con la temperatura 6ptima de crecimiento del hongo (Wells et al., 2006), el pH
relacionado con el transporte del contaminante a través de la membrana celular, el cual es la
etapa limitante de la biocatélisis (Kodam et al., 2005); en el caso de la nutricion hay ciertos
tipos de efluentes residuales como las tintas que presentan escaso nutrientes, requiriéndolos
para mejorar la eficiencia de degradacion del hongo, fuentes adicionales como carbono,
nitrégeno han sido empleadas (Khan et al., 2013). Otro aspecto es el empleo de mediadores
para ciertas actividades de enzimas como lacasas y otras oxidasas que son capaces de oxidar
compuestos quimicos para formar radicales (Cafias & Camarero, 2010). Los radicales pueden

actuar oxidando compuestos que de otra manera las enzimas no podrian oxidarlos.

1.2.4.2. Enzimas con potencial para oxidar contaminantes recalcitrantes

Peroxidasas: Citocromo C(CitC), Manganeso Peroxidasa(MnP), Cloroperoxidasa(CPO)

Monooxigenasa: Citocromo P 450 (variante Cit P450 BM3)
Estas enzimas se caracterizan por tener un grupo hemo en su sitio activo. A pesar de las
diferencias en las estructuras de las proteinas y en sus sitios activos, el mecanismo catalitico

de todas las peroxidasas es similar (Battistuzzi et al., 2010), siendo la reaccion global:

2RH+H,0; — 2Re+H,0

Donde la oxidacion del sustrato (RH) esta acoplada con la reduccion del H202 al H20.

Cit C (Citocromo C): Es una enzima que presenta actividad en un amplio intervalo de pH
(2-12). Se utiliza como catalizador biologico en diversas reacciones de oxidacion de
compuestos toxicos. Su actividad catalitica es similar a la de las hemoperoxidasas, en tanto
que requiere de la presencia de perdxido de hidrogeno, contiene también un grupo hemo en

su estructura como sitio catalitico, se inactiva por perdxido en ausencia de un sustrato
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reductor y, finalmente, su ciclo catalitico esta basado en los estados de oxidacién del atomo
de hierro del grupo prostético hemo.

Aunque no se ha descrito una actividad cataliticadel citocromo c en los organismos vivos, se
ha reportado su participacion en la peroxidacion de lipidos y en el rompimiento de
hidroperdxidos. Esto sugiere la participacion de estas proteinas en procesos celulares
involucrados con el estrés oxidativo, en los cuales la oxidacion de biomoléculas en presencia
de perdxido de hidrégeno puede realizarse mediante un mecanismo de radicales libres,
similar al que llevan a cabo los sistemas enzimaticos del citocromo P450.

Especificamente el citocromo ¢ de corazon de caballo ha sido modificada quimicamente con
polietilenglico | (PEG), mostrando estabilidad y actividad catalitica a temperaturas tan altas
como 120 °C, siendo la méxima actividad a 70 y 80 °C (Garcia-Arellano et al., 2002). Estas
propiedades hacen del Cit C un buen candidato para catalizar la oxidacién de contaminantes

recalcitrantes.

MnP (Manganeso Peroxidasa): Esta enzima la produce el hongo Phanerochaete
chrysosporium en tres variedades de aproximadamente 380 aminoacidos cada una. La enzima
requiere Mn(Il) para su actividad, el mismo es oxidado a Mn(ll1l), el cual difunde fuera del
sitio activo como complejo quelado actuando como mediador difusible altamente reactivo,
reaccionando con biopolimeros insolubles de alto peso molecular, como la lignina e iniciando

su proceso de oxidacion (Hofrichter et al., 2010).

CPO (Cloroperoxidasa): Proviene del hongo Caldariomyces fumago, es de las peroxidasas
mas versatiles que se conocen ya que no solo cataliza las reacciones de halogenacién sino
también reacciones de transferencia de oxigeno, y peroxidasas via radicales libres, usando
peréxido de hidrégeno como agente oxidante en las reacciones (Ruiz, 1998). Esta enzima
presenta un alto nimero de recambio de alrededor de 10° (Manoj & Hager, 2001). La CPO
es dos veces mas rapidas que la lignina peroxidasa y la versatil peroxidasa (Longoria et al.,
2008). En cuanto a su especificidad, en ausencia de haluros puede oxidar directamente
fenoles y anilinas a través del mecanismo clasico de peroxidasas. También oxida alcoholes

y aldehidos (Hofrichter & Ullrich, 2006). Esta enzima gracias a su alto potencial redox asi

43


https://es.wikipedia.org/wiki/Hongo
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Phanerochaete_chrysosporium&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Phanerochaete_chrysosporium&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/wiki/Amino%C3%A1cido

como por su baja especificidad es candidata para ser usada en la oxidacion de contaminantes
recalcitrantes (Ayala & Vazquez-Duhalt, 2004).

LiP (Lignina peroxidasa): Fue descubierta por primera vez en el hongo de podredumbre
blanca Phanerochaete chrysosporium (Janusz et al., 2013). Son consideradas como
verdaderas ligninasas, catalizando la oxidacion de la lignina. LiPs son consideradas como
glicoproteinas, dependiente del H2O oxida una amplia variedad de compuestos (Vazquez-
Duhalt et al., 1994).

VP (Versétil peroxidasa): enzima hibrida que posee propiedades de la MnP y de la LiP. Se
ha obtenido de hongos del género Pleuorotus, Bjerkandera. Ha sido capaz de oxidar Naranja
I1 (Oll) y Negro Reactivo 5 (RB5) (Knop et al., 2016).

Oxidasas: Son enzimas que catalizan reacciones de oxidacion usando oxigeno molecular
como el aceptor de electrones y reduciéndolo a H202 0 a H20, sin la incorporacion de &tomos

de oxigeno en el sustrato. Dentro de esta familia tenemos a la lacasa.

Lacasa: La lacasa es una enzima multicobre oxidasa que presenta dos sitios importantes para
la catalisis. En el sitio T1 se realiza la sustraccion de un electron del sustrato; en este sitio se
encuentra un atomo de cobre coordinado a la proteina a través de residuos de histidina y
cisteina. En el sitio T2/T3 se realiza la transferencia de electrones y protones a una molécula
de oxigeno, formando agua como producto; en este sitio se encuentran tres atomos de cobre
que interacttan entre ellos y que son coordinados a la proteina a través de residuos His-Cys-
His. La lacasa cataliza reacciones de oxidacion en una gran variedad de compuestos
xenobidticos, incluyendo fenoles clorados, pesticidas e hidrocarburos aromaticos policiclicos
(Baldrian, 2006). La especificidad de esta enzima puede disminuirse al ser empleada con
mediadores, la ventaja de usar los mismos es que pueden oxidar compuestos no
enzimaticamente oxidables por la lacasa debido a su alto potencial redox; por tanto, estos
mediadores constituyen un vehiculo de transporte de electrones ya que una vez oxidado por

la enzima y estabilizados en forma de radicales, difunden lejos del centro activo oxidando a

44



sustratos que por su tamafio o reactividad no son sustratos de la enzima. EI HBT (1-

hidroxibenzotriazol) es uno de los més eficaces (Bourbonnais et al., 1997).

Cit P450 (Monooxigenasa Citocromo p450): cataliza la hidroxilaciéon de cadenas largas de
acidos grasos saturados e insaturados proximos a los carbonos de la cadena terminal (Jung,
2011). Es una proteina que juega un papel importante en la oxidacion de compuestos
xenobidticos lipofilicos y por tanto puede nominar a los sistemas enziméaticos OFM, que
también se les llama enzimas P-450. El citocromo P-450 es una hemoproteina, contiene un
grupo hemo (Fe-protoporfirina 1X) como grupo prostético, igual que la hemoglobina. En el
grupo hemo, el Fe forma un complejo con los 4 4tomos de N de un anillo tetrapirrélico, los
otros dos enlaces de coordinacién los establece con el S de una CYS de la cadena peptidica
y con una molécula de agua. Esta molécula es facilmente sustituible por Oz o por un sustrato
(RH). EI atomo de Fe puede estar oxidado Fe3* o reducido Fe?*. El nombre de cit P-450
deriva de su habilidad para unir CO cuando esta en la forma reducida (Fe?*)), formando asi
un complejo con un maximo de absorbancia a 450 nm.

Un estudio realizado por Cirino & Arnold, 2003 report6 que la mutacion por sitio dirigido de
la enzima escindiendo el dominio reductasa de la misma implicé la erradicacion del uso de
cofactores como NADPH; esto permitié que la enzima en vitro usara H20- en lugar de
oxigeno y cofactores para hidroxilar sustratos en los extremos de las cadenas (C12-C1s) de
acidos grasos con una velocidad de 3000 min*, esta actividad fue correspondiente a la
mutacion F87A en el sitio activo. En la quinta generacién se obtuvo una mutante, la 21B3,
que es 20 veces mas activa cataliticamente que la mutante F87A empleando concentraciones
de 10 mM de perdxido de hidrégeno y logrando un nimero de recambio 24 veces mayor para
el estireno y 4 veces mayor para el acido laurico como sustratos, por lo que constituye una
candidata para la oxidacién de compuestos recalcitrantes en BSM por su especificidad hacia

compuestos de cadena alifatica larga.

Como se puede apreciar cada una de las enzimas responden a un objetivo particular sobre la
accion de compuestos contaminantes recalcitrantes o sea generando grupos radicales,
insercion de grupos funcionales como hidroxilos y formacion de aductos, de manera que el

contaminante sea mas sensible al atague de hongos. La tabla 5 resume lo antes expuesto y la
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posible accidn que se espera de la enzima sobre los compuestos contaminantes. Aungue las
peroxidasas y lacasas presentan limitaciones considerando altas concentraciones de solventes
orgénicos o de contaminantes que podrian inactivar las enzimas. La principal limitacién de
todas las hemoperoxidasas es su baja estabilidad operacional, principalmente por su rapida
desactivacion por el peroxido de hidrogeno u otros hidroperéxidos organicos (Nagababu &
Rifkind, 1998; Timofeevski et al., 1998; Van Deurzen et al., 1997; Vazquez-Duhalt et al.,
1993). En base a esto se han llevado estrategias para incrementar la estabilidad de las enzimas
frente al perdxido de hidrogeno, una es la de mantener el control de la concentracion de este
compuesto en el medio de reaccion, la segunda es la mutagénesis sitio-dirigida (Villegas et
al., 2000).

En la Tabla 5, se muestra que el mecanismo mayoritario en estas enzimas es la formacion de
radicales libres. El oxigeno cuando actla como agente oxidante acepta electrones de otros
compuestos, lo que puede generar especies reactivas de oxigeno (ROS), cuya reactividad es
elevada. La molécula de oxigeno puede transformarse en otras especies mas reactivas como
peroxido de hidrogeno (H202) y radical hidroxilo. Estas especies son muy inestables,
conllevando a reacciones en cadenas, logrando asi la descomposicion del compuesto
recalcitrante. Los radicales hidroxilo son electrofilos que reaccionan muy rapidamente con
compuestos organicos ricos en electrones. Estos radicales exhiben velocidades superiores a
oxidantes como H202 0 KMnO4 (Gogate and Pandit, 2004). Estos radicales son producidos
por oxidantes primarios (O3, O2, H20), fuentes de energia (luz uv) o por catélisis (TiOz), 0

incluso por reacciones muy especificas como la reaccion de Fenton (Carrillo et al., 2016).
En la Tabla 5 se muestra que el potencial redox de las peroxidasas es mayor que las lacasas,

ofreciendo ventajas sobre éstas. Es de destacar que las cepas fungicas, aunque presentan

varias de estas enzimas, no todas son secretadas al mismo tiempo.
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Tabla 5. Posible accion de las enzimas en contaminantes recalcitrantes en BSM.

Enzimas Reaccion Posible Observaciones Sustrato Punto Peso Potencial Localizacién
que accion sobre Mediador Isoeléctrico  Molecular redox
cataliza el compuesto (kDa) (ev)
recalcitrante
Lacasa Oxidacion, Formacion de Mediadores Fenoles, 3-4 54-80 0.4-0.8 Extracelular,
(EC usando Oz radicales o para formar mediador Del 2-5%
1.10.3.2) como Formacion de  aductos con el utilizado intracelular
aceptor de aductos polimero ABTS
electrones,
genera
radicales
libres
Cit P450 Acidos grasos, Intracelular
(EC Insercién  Hidroxilacion Alta amidas
1.14.14.1) deun de moléculas  especificidad
atomo de alifaticas por la region
Ozen alifatica de
sustratos acidos
organicos insaturados
usando
NADH
CitC Oxidacion ~ Formacion de Puede Compuestos 12.6 Intracelular
(EC1.11.1.5) usando radicales funcionar a aromaticos y
H202, libres altas organozufrados
genera temperaturas
radicales
libres
Mn, &cidos 29-71 38-62.5 0.8 Extracelular
Puede utilizar organicos,
Mn(l11) como acidos grasos
MnP Oxidacion ~ Formacion de agente insaturados
usando radicales o oxidante
H202 Formacion de difusible y
aductos puede utilizar
mediadores de
alto potencial
redox
Compuestos 4.0 42 Extracelular
CPO Oxidacion ~ Formacion de Peroxidasa clorinados,
(EC usando radicales mas versatil, 4cido
1.11.1.10) H202, libres alta capacidad hipocloroso
compuestos oxidante
clorados,
fenoles,
anilinas
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Oxida
anillos
aromaticos
empleando
el Veratryl
alcohol

LiP

VP Oxida
Mn(ll) a
Mn(Il11),

oxida
compuestos

fendlicos

Formacién de Puede Veratryl 3.1-47 35-48
radicales completar el alcohol
cationicos ciclo catalitico
con dadores de
electrones
aromaticos no
fenolicos
oxida Comparte Mn, veranyl 3.4-39 40-45
compuestos caracteristica  alcohol, lignina
fendlicos y de LiP y MnP
no fendlicos
por radicales
libres

1.2

1.4-15

Extracelular

Extracelular

En la Tabla 6 se muestra aplicaciones de enzimas secretadas por distintas cepas fungicas en

la remocién de contaminantes en biosolidos.

Tabla 6. Remocion de distintos contaminantes de varias industrias por enzimas de cepas fungicas.

Industria Cepa Enzima Sustrato Observacion % Referencias
Remocion
Colorante Schyzophyllum MnP. Solar Golden pH 4.5, 6d, 35°C 100 (Asgher et al.,
commune Lacasa, Yellow R Adicion6 glucosa 1% 2008)
Trametes LiP Remazol Brilliant Empleo de Veranyl 70-100 (Christian et al.,
versicolor Blue R alcohol 2005)
Compuestos Coroliopsis Lacasa Bisfenol A Se empled lacasa inmovilizada, >85 (Nair et al.,
emergentes gallica Diclofenaco reactor de membrana agitado. 30 2013)
17-B Estradiol La enzima poseia 383U/g. >85
Myceliophthora Lacasa Estrone Se us6 reactor de membrana de 2 98 (Lloretetal.,
thermophila 17-B Estradiol L por 100h >97 2013)
17-o Ethiny De trabajo. Concentracion de >99
lestradiol esrrogenos
De 0.29-1.52 mg/L. 100U/L de
lacasa
Trametes Cit P 450 Ibupofeno 10 mg/L de cada sustrato, durante 100 (Marco-Urrea et
versicolor MnP Acido clofibrico 7d a 91 al., 2009)
Lupex lacteous Laccase Carbamazepina 25°C 58
Ganoderma MnP: 300U/L
Lucidum Lacasa: 3000 U/L
Phanerocheate
chrysosporium
Petroleo Caldaryomices CPO Thlantreno El experimento dur6 1h, con 20, >83 (Ayalaet al.,
fumago Pireno 30, 100 uM de los sustratos segun 2000)

Monoclordiendona

su orden
de abajo hacia arriba
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1.2.5. Tendencias, retos y perspectivas del empleo de hongos en el tratamiento de

biosdlidos municipales

Aunque el tratamiento de biosélidos ha sido desarrollado y estudiado por muchos afios, el

empleo de hongos en el tratamiento del mismo es limitado.

En la Tabla 7 se muestran distintas patentes donde se han empleado hongos en el tratamiento

de biosolidos y aguas residuales.

Tabla 7. Patentes registradas empleando hongos en BSM.

# Patente Razon de ser Observaciones Referencia
CN 2918405 (Y) Hongo de podredumbre Remueve el clorofenol en una gran Li, 2007.
blanca proporcién bajo condiciones aerobias.
inmovilizado en un Se describe el disefio geométrico del
biorreactor para bioreactor
procesar aguas residuales
de clorofenol
industrial
CN 101264972 Método de fijacion de Los hongos empleados permiten Xiaochang,
hongos en el proceso de adsorber metales, nitrificar y 2008
tratamientos de aguas desnitrificar eliminando nitrégeno.
residuales Llevado a cabo entre 5-15 d, en reactor
de 130 L
CN 101811781A Meétodos para producir El método trata con una gran variedad Hongsheng,
agentes de putrefaccién de de desechos, es de bajo costo, facil de 2010
contaminantes organicos operar.
mediante el uso de hongos No se emplea a nivel industrial.
de podredumbre blanca pH 4.5-6.5, 28-33 °C
CN 102268394A Expansién de tratamiento ~ Mezcla de hongo (Pleuorotus ostreatus),  Jie, 2011
de aguas residuales por bacterias del género Bacillus,
tratamiento con Pseudomonas, enzimas (Proteasa,
microorganismos amilasa, celulasa, lipasa, pectinasa,
glucanasa, MnP, LiP
En la fase exponencial de crecimiento al
afiadir el hongo con las enzimas se
acorto la fase lag o de aclimatizacion.
Se comprobo la degradacién de
compuestos poliaromaticos, lignina.
CN 102442726A Inmovilizacién de Hongos empleados (Rhizopus oryzae, Liuetal.,
microalgas mediado por Pleurotus ostreatus, Morchella sp, 2011

hongos en tratamiento de
aguas residuales

Penicilium chrysogenum, Agaricus
bisporus, Mortierella isabellina,
Aspergillus phonecis, Trichoderma
reesei, Phanerochaete chrysosporium.
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CN 10270146413 Proceso ecolégico de
tratamiento de aguas
residuales de lecho funguso
Biodeshidratacién por un
proceso de bioconversién
en estado liquido de una
planta de lodos bajo

condiciones naturales

P12010006186

us Proceso de fermentacion
2012/0178144A1 usando Trichoderma reesei,
conteniendo como medio
lodos para producir

celulasas
uUs Bioreactores con cepas
2012/00343444 flngicas
Al

CN 103663724A  Meétodo para degradar tinta
de impresiones en agua
residuales y disminucion de
la DQO através de la flora
mixta de P. chrysosporium
y Gloeophyllum trabeum
Meétodo de cultivo de lodo
granular filamentoso
aerobio

CN 10378749

CN
2016/102513453

Fertilizante organico
obtenido de Biosolidos

pH 7, 20-4 5°C, 120-200 h de
crecimiento.

El proceso es simple, eficiente y de bajo
costoEl proceso es simple, eficiente y de
bajo costo
Remocion de DQO, en un 60%, no
libera H3S, en reactor de 2000L, pH 7,
30-43 °C.

Emplea hongos filamentosos en un
biorreactor en condiciones naturales.
El proceso mejora la sedimentacion,
bioseparacion y acumulacién de
biosolidos del lecho.

Los biosélidos producidos pueden ser
usados como materiales pretratados para
un rapido composteo en procesos de
bioconversion en estado solido
Se obtuvo celulasa alcanzando 17 U/mL,
en 5 d de fermentacién en 300 L, a 31-
33°C, 0.3 vvm, pH 5,

36 rpm.

Conversion de biomasa en biofuels.
Aprovechando los lipidos y compuestos
aromaticos como materia prima.
C/N: 20/1-100/1, 28-43 °C, pH 5.5 en
100 L
La remocién de color y DQO fue de 92
y 95%, respectivamente.
Tamafio de indculo empleado fue del
20%, 30°C, en 6 d, pH 7, 150 rpm

Separa mas rapido y con més eficiencia
la separacién del lodo.

El método incrementa la velocidad de
crecimiento del cultivo.
Realizado a escala de banco, 20 L, 13 d,
pH 4.5, temperatura ambiente
Se describe la composicion en partes de
los componentes del fertilizante: lodo,
polvo de paja, hongos, harina de arroz,
aserrin, cenizas, CaCOs.

40-80 °C, 15-32 d de operacion

Yunfeng,
2012

Fakhrul-
Razi et al.,
2012

Alam et al.,

2012

Menon et
al., 2012

Xiaoling et
al., 2013

Chunli et
al., 2014

Jianguu,
2016

En la investigacion realizada a las patentes registradas en el campo de estudio se tomé en

cuenta un periodo menor a 20 afios hasta la fecha. Las palabras claves en la busqueda fueron

Biosolidos, tratamiento con hongos. En Google patents se encontraron dos, en patentscope

se obtuvieron 19 patentes, aunque cuando se cambid la palabra clave por Biosolidos

municipales ascendi6 a 82 patentes. En el estudio se pudo comprobar que hay 4 sectores que
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dominan los registros, siendo el area de produccion de biofuels la de mayor registro con un

35%, seguido de métodos, equipos en Biosdlidos con un 28%, la produccion de

biofertilizantes y tratamiento fisico-quimico, con 22 y 15%, respectivamente. Lo0s

tratamientos fisicos quimicos es el sector donde existen mas patentes registradas desde el

2015 hasta la fecha. Una muestra de los resultados se observa en la tabla 7. Es de destacar

que el nimero de patentes empleando hongos es muy reducida, dos factores podrian deberse

a la deficiencia en:

1.
2.

Desconocimiento de los mecanismos implicados en el proceso.

Costo de operacién de BSM.

En ese sentido es necesario explorar los nichos de investigacion, respecto al punto 1:

Competencia e interacciones entre sustratos y microorganismos, sinergia entre
microorganismos: es necesario el estudio empleando técnicas moleculares,
microscopia para elucidar los mecanismos de interaccion.

Mecanismos de regulacion enzimatica de floculacion y formacion de floculos: la
manipulacion genética en este proceso conllevara a mayores rendimientos y facilidad
de las operaciones en el tratamiento de BSM. Estudiar los factores que afectan la
formacion de pellets y la formacion de los mismos daria un mayor entendimiento a
este fendmeno de floculacion.

Estudios cinéticos y termodindmicos de los fendmenos de bioadsorcion y
biodegradacion: se deben realizar estudios que correlacione la transferencia de
oxigeno, velocidad de agitacion, fraccion de micelio en la biomasa, fuente de carbono
con el crecimiento del hongo en estos procesos. La informacion cinética es necesaria
para optimizar condiciones en procesos a escala industrial.

Estudios de fendmenos de transporte, difusion, resistencia en reactores: el desarrollo
de modelos dindmicos que simulen la difusion, resistencia transporte en la
bioadsorcion y biodegradacion debe recibir una mayor atencion.

Estudio de reologia en reactores: su estudio aportara conocimiento para el manejo del
lodo, transporte, almacenamiento. Modelos matematicos donde relacione el pH,
temperatura, velocidad de agitacidn, concentracion de sélidos suspendidos totales

deben ser correlacionados con la viscosidad.
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Estudiar los mecanismos que gobiernan la remocion de metales pesados, compuestos
emergentes, hidrocarburos policiclicos aromaticos y simular sus interacciones:
modelos matemaéticos aunado a la biologia molecular son poderosas herramientas
para conocer estos mecanismos. Los genes de los hongos pueden ser clonados para
desarrollar modelaciones matematicas en el control de vias metabodlicas y asi predecir
como responde las vias metabdlicas antes la manipulacion. Estudiar vias catabdlicas
de degradacion de compuestos recalcitrantes.

Desarrollar expresiones de velocidad basadas en los mecanismos de reacciones
enzimaticas: para conocer factores que favorecen o que limitan el crecimiento del
hongo.

Estudiar por ingenieria de proteinas enzimas oxidoreductasas con una mayor
estabilidad en ambientes extremos: estudios que mejoren la estabilidad enzimatica,
modificacion de especificidad por sustrato, propiedades cinéticas, el requerimiento
de cumplir con estos objetivos, es la necesidad de conocer la estructura tridimensional
de la enzima.

Empleo de hongos extremofilos, estudiar su fisiologia en el proceso de BSM: la
optimizacion de vias metabolicas para el analisis del estado metabdlico es necesario
estudiarlo, el andlisis metabolémico, transcriptdmico bajo condiciones de stress, asi
como el desarrollo de nuevas cepas tolerantes al stress, se debe desarrollar.
Aplicacion de técnicas de microscopia, moleculares, transcriptomicas en el analisis
del proceso en BSM: con el objetivo de elucidar las vias biosintéticas y catabdlicas
de los hongos, el estudio del mecanismo de secrecion de enzimas, funcion de enzimas
intracelulares, manipulacion genética de vias homdlogas para lograr mayores

eficiencias de metabolitos de interés.

Respecto al punto 2, es necesario profundizar en:

Estudios de pre-tratamiento combinados con el tratamiento con hongos, para asi
mejorar la accion del microorganismo: disefio de nuevos pre-tratamientos de forma
que sea de bajo costo, eficiente y sustentable medioambientalmente.

Métodos de recuperacion de enzimas y otros productos de alto valor agregado: se

debe estudiar la recuperacion de enzimas (proteasas, amilasas, lipasas, esterasas,
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xilanasas, oxidoreductasas, pectinasas), hormonas de plantas, quitosanos,
biopolimeros, carotenoides, glicerol.

Optimizacion de parametros: pH, T, velocidad de sedimentacion, Oxigenos disuelto,
velocidad de agitacion, concentracion de solidos suspendidos, condiciones de
operacion, tiempo de incubacién, concentracion de esporas, tiempo de inoculo,
bioaugmentacion de distintas fuentes flngicas).

Desarrollo de sensores enzimaticos para monitorear operaciones unitarias
involucradas en el tratamiento con hongos en BSM: sed debe profundizar en métodos
para detectar degradacion de hongos, ensayos moleculares para determinar la
variabilidad interna de regiones transcritas en los hongos.

Inmovilizacion de hongos en bioreactores: optimizar parametros como carga, relacion
en peso de hongo/soporte, ciclos de vida, volumen de operacion, temperatura, costo
de material, estabilidad quimica y mecanica, tipo de soportes. Tipos de bioreactores
a emplear (cama fluidizada, cama empacada, burbujas, tanque agitado)

Llevar a cabo distintas estrategias de escalado en diferentes bioreactores:
desafortunadamente la mayoria de los estudios en este campo son a escala laboratorio
por lo que se debe estudiar las limitaciones de la transferencia de masa causado por
el probable crecimiento excesivo de los hongos dentro del biorreactor, la
contaminacion bacteriana y lograr la accion prolongada de las enzimas producidos
por el hongo, una estrategia para esto es la inmovilizacion, se debe estudiar el efecto
del esfuerzo mecéanico sobre la biomasa fungica, formas de disefio de impelentes,
metodologias de operacion, relacion agitacion/aireacion, todos estos factores se
deben evaluar bajo la evaluacion econdmica del proceso.

Mejorar parametros de operacion: lograr la extension de la actividad de la biomasa
por largos periodos de tiempo, minimizar el consumo de nutrientes, lograr cortos
periodos de cultivo, métodos faciles de cultivo y minimo riesgo de contaminacion.
Desarrollo de un banco de datos para BSM: se debe recopilar bases de datos técnicos,
economicos, ambientales e informacion social. Se puede emplear analisis espacial
como GPS para el manejo de BSM.

Simulacién de procesos: esta es una herramienta que puede simplificar la complejidad

del proceso, con variables como balances de masa, de energia, velocidades, relacion
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entre DQO, DBO, Fdsforo, nitrgeno, realizar modelaciones matematicas y optimizar
estas variables.

Simular los procesos involucrados en BSM: la optimizacién de sedimentacion,
activacion, filtracion, deshidratacion con las variables sensibles en estas etapas
(densidad, tiempo de retencién, velocidad de flujo, carga residual), asi como el disefio
de bombas, zarandas, transportadores.

Combinar la nanotecnologia mediante reactores en miniatura: de forma que sea mas
especifico y local la interaccion enzima-contaminante, esta nueva tecnologia presenta
ventajas como su gran area superficial, alta reactividad, fuerte sorcion y disolucién
rapida, aspectos necesarios para la remocion de contaminantes en BSM.

Analisis de costo: basado en la sensibilidad de distintos escenarios.
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CAPITULO 2. PLANTEAMIENTO GENERAL DE LA INVESTIGACION

2.1. Planteamiento del problema de la investigacion

Las plantas de tratamiento de aguas residuales municipales, en los ultimos afios, son mas
eficientes a nivel internacional y han reducido el contenido de contaminantes descargados al
ambiente. Esta mejora obedece esencialmente a la implementacion global de procesos
bioldgicos de tratamiento de aguas residuales municipales. En consecuencia, en los préximos
afios, el volumen de biosdlidos municipales producidos por las plantas de tratamiento de
aguas residuales municipales continuara aumentando (Yu et al., 2013; Maeda et al., 2011).
Los BSM estan constituidos principalmente por materia organica (30-95%) (Hattori &
Mukai, 1986; Shier & Purwono, 1994), y contienen proteinas (20-60%), lipidos (7-20%),
azucares (3-4%), hemicelulosa (7-10%), celulosa (0.2-4%) vy lignina (10-30%), entre otros
(Hattori & Mukai, 1986; Shier & Purwono, 1994). Su composicion quimica los convierte en
una materia prima excelente para la obtencion de productos de valor afiadido (Brar et al.
2008). Muchos paises tienen como objetivo eliminar la deposicién en vertederos y la quema
de BSM, ya que se consideran maneras hostiles de manejo ambiental. La valorizacion de los
BSM incluye produccion de cementos, compostaje, entre otros. Su uso en la restauracion de
suelos agricolas, forestales y de colas mineras, recibe especial interés ya que limitaria la
adicion de fertilizantes sintéticos (Hebert, 2015), otro desafio ambiental.

En Canada y Francia, por ejemplo, se prohibira en el 2020 el vertimiento de BSM. Como
resultado, se espera que el uso de BSM como fertilizante agricolas y forestales se triplique
(de ~ 200,000 a ~ 600,000 ton/afio). En México, la mayoria de las PTARM no tratan los BSM
y disponen de ellos a través de los alcantarillados. Esta situacion es muy alarmante porque
se generan 230 m%/seg de aguas residuales y solo el 45.6% es tratado. Para los BSM la
situacion es alin mas preocupante, 2,456 municipios reportaron en 2013 la existencia de
PTARM; sin embargo, s6lo el 5% tratan sus BSM (SERMANAT, 2015).

Los BSM contienen contaminantes regulados y no regulados (Hyland et al., 2012),
incluyendo, por ejemplo, contaminantes organicos, organismos patdgenos y metales pesados
(Rodriguez — Rodriguez et al., 2012; Verlicchi et al., 2012; Rodriguez — Rodriguez, 2010).

Una vez diseminados en el suelo los contaminantes inducen la contaminacion de aguas
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subterraneas; afectan la biota, calidad y uso del suelo; y contribuyen a su acumulacion en las
cadenas troficas. El uso como fertilizantes de BSM no tratados (Hart, 2011), puede implicar
un riesgo ambiental y de salud cuando estan contaminados con xenobidticos y patdgenos
(Goldfarb & Hopkins, 1999). Por consiguiente, las autoridades se enfrentan a crecientes

presiones relacionadas con los costos del manejo, tratamiento y eliminacion de los BSM.

Actualmente, entre el 25-60% de los costos operativos de las PTARM estan relacionados con
la eliminacion o valorizacion de los BSM. Por tanto, se deben desarrollar tratamientos
econdémicamente viables que incluyan: 1) la reduccion del volumen de BSM vy el costo de
eliminacién (Li et al., 2009; Tang et al., 2012) y 2) la obtencion de productos de valor
agregado (fertilizantes, enzimas, etc.) (Maeda et al., 2011; Brar et al., 2008) o energia (Yu et
al., 2013), para mejorar el balance economico del proceso. Uno de los productos
econdémicamente atractivos es la produccion de biocatalizadores utilizando los BSM como
medio de crecimiento para microorganismos productores de enzimas, las cuales pueden
reinyectarse al TARM (Ba et al., 2013; Domarche et al., 2012). La utilizacion de BSM
mejoraria significativamente los precios de la produccion enzimatica, un cuello de botella en
la aplicacion de los tratamientos de aguas residuales municipales (TARM) respetuosos del

medio ambiente (Domarche, 2014).

También es critico que estas tecnologias puedan eliminar diferentes tipos de contaminantes
en un enfoque simple para cumplir con las regulaciones actuales y futuras. Las aguas
residuales son la principal fuente de contaminantes [(HPA), compuestos farmacéuticos (CF),
productos de higiene personal, metales] para los ambientes acuéticos, sin embargo, las
PTARM actuales no estan disefiadas para remover algunos de estos. Para superar esta
ineficiencia se necesitan con urgencia nuevos procesos de tratamiento y eliminacion de estos

contaminantes, que al final se concentran en los BSM.

Los tratamientos bioldgicos reciben un gran interés, ya que ofrecen el equilibrio adecuado
entre versatilidad y renovabilidad. Uno de los procesos biologicos mas prometedores para la
remocion de COE es el uso de hongos ligninoliticos. Estos hongos producen una gran
variedad de enzimas que modifican la lignina [incluyendo lignina peroxidasas (EC
1.11.1.14), manganeso peroxidasas (EC 1.11.1.13) y lacasas (EC 1.10.3.2)] pero que no s6lo

descomponen lignocelulosa, sino también una amplia gama de compuestos organicos,
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incluyendo COE recalcitrantes (Verlicchi et al., 2012), tanto en aguas residuales como en
BSM. Esta capacidad también esta asociada con enzimas intracelulares como: citocromos
P450 (el sistema intracelular mejor estudiado), sulfotransferasas, quinona-reductasas,
epoxido hidrolasas y tirosinasas. Ademas, el micelio de los hongos ha mostrado grandes
propiedades de adsorcion que los hace adsorbentes rentables para la eliminacion de metales
traza y COE en soluciones acuosas (Rodriguez-Rodriguez, 2010). Los BSM en muchas
ocasiones presentan caracteristicas de ambientes extremos: pH éacidos, alto contenido de
contaminantes, se almacenan a elevadas temperaturas, alto contenido de sales, etc, es por ello
qgue en este proyecto se propone evaluar las potencialidades de hongos extremofilos
filamentosos, los cuales pueden crecer en las condiciones anteriores, para el tratamiento de

BSM vy la valorizacion de estos residuos mediante la produccion de enzimas.

2.2. Justificacién

La liberacion de contaminantes al ambiente es una de las principales causas de la
contaminacion global; por lo que se ha convertido en un tema prioritario para todos los paises.
El prondstico para los siguientes afios define un aumento considerable de los volimenes
generados de biosélidos municipales y de aguas residuales industriales, de manera que es
necesario desarrollar, evaluar e implementar tecnologias limpias para atender los problemas

de contaminacion ambiental y garantizar esquemas de desarrollo sostenible.

Existe un creciente interés en reutilizar las aguas industriales y los bios6lidos municipales
para el riego y como biofertilizantes en la agricultura. Sin embargo, estos usos estan limitados
por no disponer de tratamientos efectivos que permitan remover los grupos de contaminantes

ambientales que lo impiden.

Los tratamientos quimicos y fisicos, mayormente usados, si bien logran disminuir la carga
de contaminantes, también ocasionan contaminaciones colaterales. Los microorganismos, y
en especial los hongos, son una alternativa ecoldgica y econémica para ser integrados a estos
procesos de remocién ambiental. Los hongos ligninoliticos producen fenol oxidasas

(peroxidasa y lacasas) y citocromos Utiles en la remocion de HPA, compuestos organicos
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persistentes (COP) y plaguicidas. También son una alternativa muy atractiva, Yy
practicamente sin explorar, para la disminucién del volumen de biosélidos. En especial los
hongos extremdfilos, permiten realizar tratamientos ambientales en condiciones extremas de
alta salinidad y altas o bajas temperaturas, entre otras. EI micelio fangico también se realza

como un buen adsorbente para contaminantes inorganicos como los metales pesados.
Hipotesis

El uso de hongos extremdfilos filamentosos representa una alternativa ecoldgica y econémica
que permitird implementar un tratamiento de bajo costo para la descontaminacion de aguas
residuales y biosélidos municipales, asi como para la produccion de enzimas.

2.3. Objetivos

2.3.1. Objetivo general

Evaluar la potencialidad de hongos extremdfilos filamentosos en el tratamiento vy

valorizacion de bioso6lidos municipales.

2.3.2. Objetivos especificos

1. Obtener enzimas de interés industrial a partir de biosolidos municipales.

2. Evaluar lareduccion de carga contaminante presente en biosélidos municipales mediante

el empleo de hongos extremdfilos filamentosos.

3. Evaluar la remocion de compuestos fendlicos presentes en biosélidos municipales

mediante el empleo de hongos extremofilos filamentosos.

4. Evaluar la remocion de metales pesados presentes en biosélidos municipales mediante el

empleo de hongos extremofilos filamentosos.

58



Evaluar la remocion de compuestos farmacéuticos presentes en biosolidos municipales

mediante el empleo de hongos extremofilos filamentosos.

Evaluar la toxicidad de los mejores tratamientos en estudio.

Analizar el costo econdmico de la produccién de enzimas a escala de laboratorio.

59



CAPITULO 3. DISENO Y ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

3.1. Disefio experimental

El disefio de experimentos es una técnica que puede ayudar a conocer un proceso. Permite
averiguar la forma en la que diversos factores presentes en €l influyen sobre la variable
respuesta y ajustarlos en los niveles que optimicen los resultados (lzquierda et al., 2007). El
disefio de Plackett-Burman, es un disefio factorial fraccionado, de ‘screening’ (barrido), que
permite establecer la relacion entre variables de estudio y la variable respuesta. Es un disefio
completamente ortogonal que reduce substancialmente el numero de experimentos a
realizarse con un elevado nimero de variables (Izquiero et al., 2007). En este disefio cada
factor se coloca a 2 niveles y el nimero de experimentos es multiplo de 4. Las variables
pueden ser de tipo cualitativa o cuantitativa. Los niveles se denotan como -1y +1; pudiendo
escribirse en forma simple como (-) y (+). Es muy simple de construir una matriz para este
tipo de disefio. La ventaja que presenta los disefios de Plackett-Burman respecto a otros
disefios de ‘screening’ (factoriales completos, factoriales fraccionarios y Taguchi), son su
condicion de completa ortogonalidad entre las variables y el ndmero reducido de

experimentos cuando se trabaja con muchos factores (Montgomery, 2005).

Para la realizacién de los experimentos en este estudio se utilizara un disefio Plackett-Burman
con 4 factores y 12 corridas experimentales. En este disefio, se evaluarén los factores
volumen de indculo, peso de lodo, sustrato paja de trigo y pre-tratamiento (130 °C por 2h),
los cuales se seleccionaron segun lo reportado en la literatura.

De acuerdo con el trabajo de Lépez-Miranda et al. (2009) y Prinsen (2010), la paja de trigo
(16.85%) posee menos lignina que otros sustratos agroindustriales y esto posibilita una
mayor accesibilidad a la celulosa, fuente de carbono para el crecimiento fangico y sintesis
enzimatica (Chan et al., 2016). El factor pre-tratamiento térmico aplicado en el lodo puede
mejorar el rendimiento (en términos de degradacion) del sistema y el crecimiento del hongo
(More et al., 2010), mientras que la influencia de los factores peso de biosolido y volumen
de indculo sobre la produccién de enzimas y tratamiento de biosélidos resulta un aspecto de

interés a investigar.
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La Tabla 8 muestra los valores de los niveles alto y bajo para cada uno de los factores en

estudio.

Tabla 8. Valor de los niveles de los factores empleados en el disefio Plackett-Burman para el

tratamiento de biosolidos.

Tratamiento X1 X2 X3 Xa
(Volumen de in6culo, mL)  (Sustrato) (Pre- (Peso de biosolido, g)

tratamiento)

1 15 No No 30
2 3.0 Si No 30
3 15 No Si 20
4 3.0 No Si 30
5 3.0 No No 20
6 15 Si No 30
7 3.0 Si Si 20
8 3.0 No Si 30
9 3.0 Si No 20
10 15 Si Si 20
11 15 Si Si 30
12 15 No No 20

Para el analisis de los datos obtenidos, se realizara un anélisis de optimizacion de maltiples
variables respuestas, que permite determinar las configuraciones de los factores
experimentales que cubren las caracteristicas deseadas para una 0 mAas respuesta

simultaneamente. Este andlisis se realiza mediante la Funcion de Deseabilidad, que se basa
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en los valores de las variables respuesta, la cual se maximiza. Para utilizar el procedimiento,

primero se deberan construir modelos para cada respuesta por separado (Dominguez, 2006).

Todos los andlisis estadisticos se realizaran utilizando Statgraphics Centurion (software

estadistico para el procesamiento de datos), version XVI.I.

3.2. Estrategia experimental

La estrategia experimental propuesta fue modificada durante el desarrollo del proyecto, de
acuerdo a los resultados obtenidos en cada una de las etapas. La estrategia experimental
definitiva que se llevd al cabo para la realizacion del presente estudio, se presenta en la Figura
5.

Estrategia Experimepial

' |
‘ ) Aspergillus sydowii- like H1

| Aspergillus destruens EXF10411

Fermentacion Sélida Fermentacién Liquida Fermentacién Sélida Fermentacién Liquida
Pun195 de muestreo Celulosa Celulasa Lignina Peroxidasas
0 d[cs Xilanase Xilanasa Manganeso peroxidasa
7 d[cs Locasa Lacasa Lipasas
10 d;’cs ‘ Peroxidasa Peroxidosa Avril alcohol oxidasa
14 d:'c:s Esterasas Esterosas Proteinas Totales
21 d:’cs Amilasas Amilasas Az(icares reductores
28 dias Lignina peroxidasas
35 dias Proteinas totales

Azicares reductores

|

mejores fratamientos (Andlisis estadistico)

Fenoles totales DQO Andliss econsmeco
Degradacion de colorantes Ensayos toxicolégicos
Metales pesados Compuestos farmacéuticos

Figura 5. Diagrama de estrategia experimental.
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3.3. Materiales y Métodos

3.3.1. Material fungico

Las cepas fungicas utilizadas en este trabajo fueron Aspergillus sydowii- like H1 vy
Aspergillus destruens EXF-10411, las cuales pertenecen al phylum Ascomycota y fueron
aisladas de una fermentacién en estado sélido de bagazo de cafia de azlcar y de una pintura
de caballete en Eslovenia, respectivamente. Estas cepas fueron conservadas en placas Petri
sobre Agar Extracto de Malta (AEM) a 4 °C.

Para todos los experimentos se utiliz6 1.0 y 1.9 M de NaCl, concentracion optima para el

crecimiento de A. sydowii y A. destrudens, respectivamente.

3.3.2. Tratamiento de bios6lidos municipales

A partir de cultivos de los hongos conservados en cajas de Petri con agar extracto de malta a
4°C, se obtuvieron cultivos de 7 dias también en cajas Petri con medio agar extracto de malta.
Los cultivos se incubaron a 28 °C durante 10 dias. A partir de los nuevos cultivos, para la
obtencion del preindculo, se inocularon 4 discos de 7 mm de didmetro en matraces
Erlenmeyer de 500 mL que contenian 100 mL de medio extracto de malta, los cuales fueron
agitados a 150 rpm durante 5 dias a 28 °C. El medio de cultivo extracto de malta fue
suplementado con 1 y 1.9 M de NaCl para el cultivo de A. sydowii-like y A. destruens,
respectivamente, atendiendo a las concentraciones de NaCl para su crecimiento 6ptimo. De
esta manera se obtuvieron los preindculos que fueron inmediatamente utilizados como a

continuacion se describe.

Los in6culos obtenidos, se licuaron y seguidamente se transfirieron 50 mL a matraces
Erlenmeyer de 250 mL que contenian 50 mL de medio extracto de malta suplementado con
las concentraciones de NaCl para el desarrollo 6ptimo de cada una de las cepas en estudio,

para un volumen efectivo de 100 mL. Se incubaron a 28°C durante 7 dias, en agitacion, a
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150 rpm. Asi se obtuvo finalmente el in6culo, mismo que fue inmediatamente utilizado para

los experimentos de biotratamientos.

Los biosélidos fueron obtenidos de plantas de tratamiento de aguas residuales de Magog,
Canada y Morelos, México, después de ser sometidos a un proceso de estabilizacion mediante
una degradacion bioldgica de caracter anaerobio. Para el tratamiento de estos residuos
orgénicos se transfirieron, seguidamente, 1.5y 3.0 mL respectivamente del indculo obtenido,
a placas de Petri, para la fermentacion sélida, mientras que en el caso del proceso
fermentativo liquido se afiadieron a Erlenmeyer de 250 mL que contenian 100 mL de aguas
residuales. Cada placa de Petri y Erlenmeyer representan, respectivamente, cada tratamiento
descrito en el disefio factorial presentado en el acépite 3.1. Se incubaron estaticamente
durante 35 dias a 28 °C.

Semanalmente 36 placas y Erlenmeyer fueron sacrificados. También se usaron controles en
cada uno de los experimentos conteniendo biosélidos sin inocular con hongos. En todos los

casos se utilizé biosolido no estéril.

Todos los experimentos fueron realizados por triplicados. Una vez sacrificados las placas y
Erlenmeyers, se recuperd el biosélido y se determinaron las siguientes variables.

3.3.3. Cuantificacion de la actividad de enzimas extracelulares en tratamientos de

biosélidos municipales

Las actividades enzimaticas se determinaron a partir de la pasta de sobrenadante extraido.
Para los experimentos donde se desarroll6 fermentacion liquida, el sobrenadante colectado
se centrifugo en tubos de 15ml a una velocidad de 4000 rpm durante 15 minutos a 4 °C; en
el caso de los procesos de fermentacion sélida, se obtuvo a partir de la adicion de 10 mL de
Buffer fosfato pH 6, y posteriormente se centrifugd en tubos de 50 mL a una velocidad de
4000 rpm durante 10 minutos a 4 °C. En ambos casos se descart6 cualquier resto de micelio
gue pudiese contener. Para la determinacion de las actividades se emplearon microplacas de

96 pocillos, y se utilizd un espectrofotometro automatizado modelo Epoch.
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3.3.3.1. Cuantificacion de la actividad aril alcohol oxidasa

La reaccién de la actividad aril alcohol oxidasa se determind por la oxidacion de alcohol
veratrilico a veratraldehido. El coeficiente de extincion molar para el veratraldehido es de
9300 Mt cm™. La absorbancia se determiné a 310 nm.

Reaccion:

-115 pl de Buffer fosfato (pH=6), 0.1M

-35 ul de sobrenadante

-50 ul de alcohol veratrilico

El blanco consta de 115 pL de Buffer fosfato, 50 pL de alcohol veratrilico y 35 pL de agua
destilada.

Las lecturas se iniciaron en el momento de adicionar el sustrato y se registraron cada 1 minuto

durante 30 minutos.

3.3.3.2. Cuantificacion de la actividad esterasa

La reaccion enzimatica consisti6 en 200 pL de sustrato para esterasa, y 100 pL de
sobrenadante para un volumen final de 300 pL. Las reacciones se realizaron en placas de 96
pocillos. Una vez que se afiadio el sustrato para esterasa a la reaccion se monitorearon las
absorbancias por triplicado a una longitud de onda de 538 nm durante 30 minutos y en
intervalos de 1 minuto. El coeficiente de extincion molar utilizado fue de 23 598 M*cm™
(Batista-Garcia et al. 2014).

Reaccion

-200 pl de sobrenadante

-100 pl de sustrato acetato de 2-naftilo

El blanco utilizado incluyé 200 uL de sustrato para esterasa y 100 uL de buffer PBS 1X-
Triton (0.1%).

Las lecturas se iniciaron en el momento de adicionar el sustrato y se registraron cada 1 minuto

durante 30 minutos.
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3.3.3.3. Cuantificacion de la actividad lacasa

La determinacion de la actividad lacasa se monitoreo6 por la reaccion del 2,2"-azino-bis (3-
ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) en Buffer fosfato PBS 1X-Triton 0.1%. En
presencia de enzimas oxidativas como las lacasas, el ABTS se oxida dando una coloracion
verde. El coeficiente de extincion molar para el ABTS es de 36 000 M cm™. La absorbancia
se determind a 420 nm (Batista et al., 2014).

Reaccion:

-200 pl de sobrenadante

-90 ul de Buffer fosfato (PBS 1X) - Tritén 0.1%

-10 ul de ABTS a 30mM

El blanco utilizado incluyé 290 uL de Buffer fosfato (PBS 1X) - Triton 0.1% y 10 uL de
ABTS.

3.3.3.4. Cuantificacion de la actividad lipasa

Para la determinacion de lipasa se afiadio en cada tubo de ensayo 800 pL de Buffer fosfato,
100 uL de sobrenadante y 100 uL de p-nitrofenil palmitato (PNPP). Posteriormente los tubos
de ensayo se incuban, en la oscuridad, en bafio de Maria, a una temperatura de 40°C durante
5 minutos y transcurrido el tiempo de incubacion se afiade 3 mL de Na,COs.

Reaccion:

-800 ul de Buffer fosfato (pH=8)

-100 pl de sobrenadante

-100 pl de PNPP

Para el control se utilizé 800 uL de Buffer fosfato, 100 uL. de PNPP de la solucion stock,
3mL de Na,CO3 y 100 uL de agua destilada. El coeficiente de extincion molar para el PNPP
es de 17500 Mt cm™,

Todas las muestras se aplicaron por triplicado y se realizo la lectura con una longitud de onda
de 410 nm.
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3.3.3.5. Cuantificacion de la actividad peroxidasa

La reaccion enzimatica consistio en 80 pL de Buffer fosfato (PBS 1X) - Triton 0.1%, 10 puL
de ABTS, 10 pL de perdxido de hidrdgeno al 0.005% y 200 pL de sobrenadante, para un
volumen final de 300 uL. Una vez que se afiadié el ABTS a la reaccion, se monitorearon las
absorbancias por triplicado a una longitud de onda de 420 nm durante 30 minutos y en
intervalos de 1 minuto. El coeficiente de extincion molar del ABTS fue de 36, 000 M cm™?
(Haroune et al. 2014; Touahar et al. 2014).

Reaccion:

-200 pl de sobrenadante

-80 pl de Buffer fosfato (PBS 1X) - Triton 0.1%

-10 pl de perdxido de hidrogeno al 0.005%

-10 pl de ABTS a 30mM

El blanco utilizado incluy6 280 pL de Buffer fosfato (PBS 1X) - Tritdn 0.1%, 10 pL de
ABTS y 10 pL de peroxido de hidrégeno.

3.3.3.6. Cuantificacion de la actividad lignina peroxidasa

La reaccidn de la actividad de lignina peroxidasa se monitore6 por la reaccion de oxidacion
del 1,2-bis(3,4-dimetoxyfenil)propano-1,3-diol a 3,4-dimetoxibenzaldehido y 1-(3,4-
dimetoxifenil)etano-1,2-diol en presencia de perdxido de hidrégeno. La absorbancia se
determin6 a 310 nm.

Reaccion:

-100 pl de Buffer tartrato (pH=3)

-30 ul de sobrenadante

-35 pl de perdxido de hidrégeno

-35 pl de veranyl alcohol

El blanco contiene 100 pL de Buffer tartrato, 35 puL de perdxido de hidrégeno, 35 pL de
veranyl alcohol y 30 pL de agua destilada.

Las lecturas se iniciaron en el momento de adicionar el sustrato y se registraron cada 1 minuto

durante 30 minutos.
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3.3.3.7. Cuantificacion de la actividad manganeso peroxidasa

La reaccion enzimatica consistié en 100 pL de Buffer tartrato (pH=5), 35 pL de sulfato de
manganeso (40mM), 30 pL de sobrenadante y 35 pL de perdxido de hidrégeno (0.29 mM),
para un volumen final de 200 uL. Una vez que se afadio el perdxido de hidrégeno a la
reaccion, se monitorearon las absorbancias por triplicado a una longitud de onda de 238 nm
durante 30 minutos y en intervalos de 1 minuto. El coeficiente de extincion molar del
peroxido de hidrogeno fue de 6500M* cm™.

Reaccion:

-30 ul de sobrenadante

-100 pl de Buffer tartrato (pH=5), 200mM

-35 pl de sulfato de manganeso, 40mM

-35 pl de peroxido de hidrégeno, 0.29mM

El blanco utilizado incluy6 130 pL de Buffer tartrato, 35 uL de sulfato de manganeso y 35
uL de peroxido de hidrogeno.

3.3.3.8. Cuantificacion de la actividad amilasa, celulasa y xilanasa

Para la determinacion de amilasa, celulasa y xilanasa se utiliz6 el método de azucares
reductores a partir de sustratos poliméricos como lo son almidoén, carboximetilcelulosa y
xilano de avena respectivamente. Se utiliz6 ademas el acido 3, 5- dinitrosalicilico, el cual
permitié determinar la presencia de grupos carbonilos libres (C=0) y reaccioné con ellos
para producir la oxidacion de los azucares.

Se utilizaron almidon, carboximetilcelulosa (CMC) y xilano diluido al 2% en 50mM de
Buffer citrato (pH 5) como sustratos para la medicion de las actividades amilasas, celulasas
y Xilanasas respectivamente. Se realiz0 una reaccion enzimatica en una microplaca con 96
pocillos, que contenia 50 ul de fraccion proteinica (muestra), 100 ul de Buffer citrato y 150
pl de almidén, CMC y xilano respectivamente para un total de 300 ul, esta mezcla fue
incubada a 50°C. Luego, se tom6 una alicuota de 25 pl cada 5 minutos durante 30 minutos.

A estas alicuotas se les adicionaron 25 pl de una soluciéon de DNS, se calentaron durante 5
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minutos a 90°C y se afiadieron 200 pl de agua. Inmediatamente, se midié su absorbancia a
540 nm (Batista et al., 2014).

Los experimentos se realizaron por triplicado, con tres mediciones independientes en cada
caso. Las mediciones se expresaron como actividad volumétrica (U/L), para los resultados
obtenidos en los experimentos de fermentacion liquida, la cual se define como la cantidad de
enzima que produce 1umol de producto en la unidad de volumen (L); en el caso de los
obtenidos en los procesos fermentativos solido se expresaron en U/kg de lodo, cantidad de

enzima que cataliza la conversion de 1umol de sustrato en 1 minuto en unidad de masa.

Se graficaron los valores de absorbancia obtenidos en el equipo (eje y) contra la unidad de
tiempo (eje x). Los datos se ajustaron a una linea recta garantizando un R? > 0.99. Se
determind la pendiente en cada caso y se utilizaron las siguientes formulas para determinar

las actividades enzimaticas:

Fermentacion Liquida

AAbsorbancia
—————Vp

Actividad (U/L) = —minuto_____ (3)

exlxVE

Fermentacion solida

AAbsorbancia

Actividad (U/kg de lodo ) = —inute « —/Extraccién (4)

exlxVg peso de lodo

*Vr

donde:

&: coeficiente de extincion molar de la absorbancia que absorbe a la A del analisis
[: trayectoria Optica = 1cm
V2 volumen total de la reaccion

Vg volumen de reaccidn enzimatica
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3.3.3.9. Cuantificacion de proteinas totales

Las proteinas totales se determinaron utilizando una placa de 96 pocillos, en cada pocillo se
aplicaron 200 pL de reactivo Acido bicinconinico (BCA) y 25 uL de las enzimas presentes
en el sobrenadante. Posteriormente se incubo6 la placa a 60°C durante 15 minutos en la
oscuridad.

Para el control se utiliz6 200 pL. de BCA y 25 L de agua destilada.

Todas las muestras se aplicaron por triplicado y se realizo la lectura con una longitud de onda
de 562 nm.

3.3.3.10. Cuantificacion de azlcares reductores

En tubos de ensayo se aplicaron 1.25 mL de agua destilada, 250 uL de sobrenadante y 1.5
mL de DNS. Posteriormente los tubos de ensayo se incubaron a una temperatura de 90 °C
durante 15 minutos, inmediatamente después de terminar el periodo de incubacion se le
afiadié 1 mL de tartrato de sodio potasio al 40%.

El control contiene 1.5 mL de DNS de la solucién stock y 1.5 mL de agua destilada.

Todas las muestras se aplicaron por triplicado y se realizé la lectura a una longitud de onda
de 575 nm.

3.3.4. Degradacion de colorantes Rojo Congo y Naranja Il

Los cultivos se mantuvieron a 30 °C en una sala termostatica aproximadamente 48 horas a
150 rpm. La degradacion de los colorantes en el medio liquido se registr6 midiendo la
absorbancia de las muestras de cultivo filtradas o de la mezcla de enzimas, resultante de los

mejores tratamientos en la produccion de oxidoreductasas.

La disminucion de la absorbancia a 500 nm (longitud de onda de absorcion maxima) se utilizd
para establecer la capacidad de decoloracion de las enzimas para el Rojo Congo, en el caso
de Naranja Il la longitud de onda fue de 485 nm. Las muestras se diluyeron hasta alcanzar

un valor de % de decoloracién inferior a 100. Los resultados se refieren al % de disminucién
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de la absorbancia o la concentracion de colorante residual (mg/L) (Bosco et al., 2016). Todos
los experimentos se realizaron por triplicado. La concentracion inicial de Congo Rojo y
Naranja Il a 30 °C fue de 100 mg/L.

3.3.5. Reduccion de demanda quimica de oxigeno (DQO) en biosélidos municipales

Los anélisis de DQO se realizaron mediante un kit comercial (14555, Merck, Alemania).
Para realizar el procedimiento primeramente se retird el tapon de rosca revestido de teflon
del vial, se agregaron 2 mL de muestra, se volvid a colocar el tapén de rosca y se agité el
vial. Posteriormente se colocaron los viales en un digestor de bloque DigiPREP CUBE a
150°C durante 2 horas. Una vez terminado el proceso las muestras se enfriaron a temperatura
ambiente y se procedi6 a determinar la DQO en un fotometro COD de analito (CHEMetrics).
El rango analitico para el método espectrofotométrico es de 20-1500 ppm (medido a 620

nm). Todas las muestras se aplicaron por triplicado.

El porcentaje de reduccion de DQO se calculé mediante la formula:

DQol_DQOT (5)
DQO,

Donde DQO,: concentracion de DQO en tiempo cero de fermentacién.

% de reduccion =

DQO,.: concentracion de DQO en el mejor tiempo de fermentacion de produccidn de enzimas.

3.3.6. Remocidn de fenoles en biosolidos municipales

La cuantificacién de la remocion de compuestos fenolicos se basé en el método colorimétrico
de la 4-aminoantipirina (4-APP). Este método es muy sensible y estd particularmente bien
adaptado para contenidos entre 0.1 mg/L y 5 mg/L. Permite la determinacion de fenoles y de
los compuestos sustituidos en orto y meta, pero no la de los compuestos sustituidos en para
(por ejemplo, los p-cresoles).

La técnica consiste en que los materiales fendlicos reaccionan con 4-aminoantipirina en

presencia de ferrocianuro de potasio a un pH de 10 para formar un tinte antipirina de color
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marron rojizo estable. La cantidad de color producida es una funcion de la concentracion de

material fenolico.

En tubos de ensayo se afadieron 2 mL de sobrenadante, de los mejores tratamientos que
resultaron de los procesos fermentativos, posteriormente se ajusta el pH de la muestra a 10
utilizando NH4OH (0.5 N), luego se afiade 20 uL de 4-APP al 2% y 20 uL de ferrocianuro
de potasio al 8%. Se agita y se deja incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente.

El control consta de 2 mL de agua destilada, se ajusta el pH a 10 con NH4OH de la solucion
stock, 20 pL de 4-APP (2%) y 20 uL de ferrocianuro de potasio al 8%.

Todas las muestras se aplicaron por triplicado y se realizé la lectura con una longitud de onda
de 510 nm.

El porcentaje de remocion de compuestos fenolicos se calculé mediante la formula:

CF,—CF; ©)

% de remocion = o
1

Donde CF;: concentracion de fenoles en tiempo cero de fermentacion.

CE,: concentracién de fenoles en el mejor tiempo de fermentacion de produccion de enzimas.
3.3.7. Remocidén de metales pesados en biosélidos municipales

La determinacion de metales pesados presentes en los biosélidos municipales se baso en la
espectrometria masas por plasma acoplado inductivamente ICPMS. Esta técnica es altamente
sensible y capaz de determinar de forma cuantitativa casi todos los elementos presentes en la
tabla periédica que tengan un potencial de ionizacién menor que el potencial de ionizacién
del argon a concentraciones muy bajas (nanogramo/litro o parte por trillén, ppt). Se basa en
el acoplamiento de un método para generar iones (plasma acoplado inductivamente) y un

método para separar y detectar los iones (espectrometro de masas).

Para realizar el procedimiento se pesaron entre 150 y 200 mg de muestras, las cuales se
sometieron previamente a un proceso de liofilizacién durante 48 horas. Posteriormente se

adicionaron en tubos de teflon, se afiadieron 10mL de acido nitrico y se sometieron a un
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proceso de digestion durante 1 hora. Finalmente se colectd el extracto en falcons de 15 mL y

se afor6 a 10 mL con agua destilada. Todas las muestras se aplicaron por triplicado.

El porcentaje de remocion de metales pesados se calculé mediante la formula:

CMp ~CMyp_

(7)

% de remocion = o
Pq

Donde CMy.: concentracion de metales pesados en tiempo cero de fermentacion.
CM, : concentracion de metales pesados en el mejor tiempo de fermentacién de produccion de

enzimas.

3.3.8. Remocidn de compuestos farmacéuticos en biosolidos municipales

Se extrajeron alicuotas (1 g) de muestras de biosélidos, las cuales se liofilizaron,
previamente, durante 48 horas utilizando una solucion mixta de metanol, &cido acético 0.1
M y Na2-EDTA al 5% (2: 1: 1). Los extractos se limpiaron y se concentraron mediante
extraccion en fase solida empleando cartuchos Strata-X (Phenomenex Inc., Tor-rance, CA)
(200 mg, 6 ml). (Chenxi et al., 2008).

Los andlisis de concentracion de compuestos farmacéuticos se realizaron utilizando una
fuente de ionizacién por electrospray positiva (ESI +) en modo Multi-Reaction-Monitoring
en un espectrometro de masas Acquity UPLC XEVO TQ (Waters Corporation, Milford, MA)
equipado con una columna Acquity UPLC HSS-T3 (100 mm x 2.1 mm, 1.8 um). No se
observé ningun efecto significativo de la matriz y la LOQ determinada se situé por encima
de 2 ng*L™.

El porcentaje de remocion de compuestos farmacéuticos se calculé mediante la formula:

CCf1_CCfr

(8)

% de remocion = o
f1

Donde CCflz concentracion de compuestos farmacéuticos en tiempo cero de fermentacion.
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CCfT: concentracion de compuestos farmacéuticos en el mejor tiempo de fermentacion de produccion

de enzimas.

3.3.9. Ensayos toxicoldgicos

Para evaluar la toxicidad se realizaron bioensayos de acuerdo a Zucconi et al. (1981) y Torres
et al. (2015) en semillas de lechuga (Lactuca sativa). Los ensayos de germinacion de semillas
de lechuga y de longitud de la radicula se realizaron en cajas de Petri las cuales contenian los
sobrenadantes de los mejores tratamientos de biosolidos que resultaron del analisis

estadistico. A continuacidn, se muestra en detalle cdbmo se realizaron estos experimentos.

Bajo un disefio completamente al azar con tres réplicas se colocaron en cada caja de Petri
con papel de filtro 20 semillas de lechuga y se humedecieron con 8 mL de los sobrenadantes
obtenidos a los 35 dias de proceso fermentativo de los experimentos de biotratamientos, en
relacion 1:5 (biosolidos, agua destilada). Seguidamente se cubrieron las cajas de Petri con
papel metélico y se incubaron en la oscuridad a una temperatura de 22+2 °C durante 120
horas. Posteriormente se contaron las semillas germinadas en cada caja Petri para determinar

el porcentaje de germinacion.

Para determinar la longitud de la radicula de las plantulas se realiz6 un experimento previo,
similar al planteado anteriormente, pero solamente afiadiendo 6.67 mL de agua destilada, es
decir en ausencia de sobrenadante, con el objetivo de seleccionar las plantulas que
presentaron un crecimiento notable y lo mas similar posible. Transcurrido el tiempo de
incubacion se seleccionaron las mejores semillas y se humedecieron con 1.33 mL de
sobrenandante de biosolido. Se cubrieron con papel metalico y se incubaron en la oscuridad
durante 120 horas a una temperatura de 22+2 °C. Posteriormente se midid la longitud de la
radicula con un instrumento de medicion. Los controles utilizados en este experimento fueron
los siguientes: control testigo (agua destilada) y control negativo (sobrenadantes de

biosélidos sin inocular).
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3.3.10. Analisis econdmico

3.3.10.1. Costo de produccion de enzimas a escala de laboratorio

Con el fin de conocer la factibilidad de implementar la tecnologia de obtencion de cdcteles
enzimaticos en métodos de bioprocesos no esterilizados, mediante fermentacion en estado
solido y en estado liquido de Aspergillus sydowii - like y Aspergillus destruens
respectivamente utilizando como sustrato biosélidos municipales, se realiz6 un analisis
econdmico sobre el costo de produccion de enzimas, a escala de laboratorio.

A continuacion, se detalla el anélisis de costos sobre una base de 1 kg de lodo 6 1 L en
dependencia del tipo de fermentacion. Todos los precios se encuentran en doblares

estadounidenses ($).

El costo total de produccion de enzimas se determiné a partir del costo de medio de cultivo
(Cwmc), costo de equipamiento (Ceq), costo de operacion (Cop), actividad méxima de la enzima

producida y peso de biosolido empleado.

Para evaluar el costo de los medios de cultivo, el costo de produccion de biosélidos

municipales se consideré insignificante y por tanto este término se asumid que era nulo.

El costo de equipamiento se representé como la suma de los costos de los equipos empleados
(Ecuacion 9), en este caso flujo laminar modelo ECOSHEL-1300, centrifuga modelo
HERMLE Z 300K, horno modelo FUMACE 30400 e incubadora modelo INNOVA-44, para
la produccion de cocteles de enzimas.

Ceq = Legflujo laminar + Ceqcentrifuga + Ceqhorno + Ceqincubadora (9)

Para obtener el costo de cada equipo fue necesario conocer su capacidad maxima, su periodo
de garantia (PG) o tiempo de vida 0til, datos otorgados por el proveedor, y su precio. La
capacidad maxima de cada equipo se tuvo en cuenta para determinar el nimero maximo de

cultivos que pueden tener lugar en cada ciclo durante un periodo de un afio.

Tomando en consideracion las suposiciones anteriores, se calculo el costo de cada equipo por

cultivo mediante la ecuacién 10.
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P
Coq = (10)
365 » PG x Cg

Dmax

Donde Dy, €l tiempo necesario para obtener la maxima actividad enzimatica en un cultivo especifico.

El costo de mano de obra del proceso dado no se considerd teniendo en cuenta que el proceso

es automatico y no requiere mano de obra calificada.

Similar al costo de equipamiento el costo de operacion tiene que representar las condiciones
reales de obtencion de enzimas con el objetivo de simplificar el calculo (Ecuacion 11).

Cop = Lopflujo laminar + Copcentrifuga + Cophorno + Copincubadora (11)

Este término relaciona el tiempo diario de operacion y el consumo de electricidad de cada
equipo, asi como el tiempo requerido para obtener la maxima expresion de actividad

enzimatica (Ecuacion 12).

_ E X (24 X Dypax)

12)
op (
Cap

Donde E representa el costo de la electricidad (Ecuacion 9)

E = Precio de la energia eléctrica ($/kW x h) x Potencia(kW) X tiempo de operaciéon(h) (13)

El costo de produccién de enzimas se representd mediante la suma del costo de medios de
cultivo, costo de equipamiento y costo de operacion dividido por el producto de actividad
enzimatica méxima y peso o volumen de biosolido en dependencia del proceso fermentativo

(Ecuacion 14).

CrmctCeqtCop

Costo i ; = (14)
roducciéon de enzimas i
p Actividadmsxima de la enzima producidaXPeS0 piosélido
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Tratamiento de biosélidos municipales. Fermentacién en estado solido Aspergillus

sydowii-like
4.1.1. Cuantificacion de enzimas extracelulares

Los hongos capaces de biodegradar utilizan su sistema enzimatico, el cual secreta enzimas
extracelulares, para descomponer polimeros complejos en compuestos de carbono mas
simples para la biodisponibilidad de la célula. Esto resulta de gran interés para obtener
subproductos valiosos, con un alto valor agregado a partir de aguas residuales o biosolidos,
por las ganancias econdmicas que se pueden obtener y la mitigacion de residuos que
contaminen el medio ambiente (Ang et al., 2013). En la Figura 6 se muestran los mejores
resultados de produccion de cada enzima en estudio, teniendo en cuenta los tratamientos

experimentales y los dias donde se obtuvo la mayor actividad enzimatica por kg de lodo.
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Figura 6. Maxima produccion enzimética de diferentes tratamientos de biosolidos utilizando

fermentacion en estado sélido y la cepa Aspergillus sydowii - like.

En la Figura 6 se observa que los tratamientos T4, T6 obtuvieron los mejores valores de
actividad enzimatica por kg de lodo de celulasa y xilanasa. Para lacasa, esterasa, lignina
peroxidasa (LiP), peroxidasa total fue el tratamiento 10. Los valores mayores de actividad se
alcanzan con xilanasa y celulasa (150.40 y 174.00 U/kg de lodo) a los 7 y 10 dias,
respectivamente. EI menor tiempo de méxima produccién fue para la xilanasa y esterasa
siendo de 7 dias. Para lacasa, LiP y peroxidasa total fue a los 21 dias. En el caso de la

actividad amilasa en ninguno de los tratamientos se obtuvo produccion de esta enzima.

Uno de los retos fundamentales en la produccién y aplicacion de enzimas a nivel industrial
es su alto costo de produccién, donde la materia prima incide directamente en este. La
obtencion de enzimas comerciales del lodo en este trabajo infiere como una posible fuente
de materia prima barata para la obtencion de productos de alto valor agregado. Los resultados
obtenidos demuestran que bajo las condiciones de estudio las producciones de xilanasa y
celulasa son respectivamente 96 y 111 veces superiores a la produccion obtenida en el resto
de las enzimas. Los tratamientos T2, T4, T6, T7, T9, T10, T11, produjeron en su mayoria
estas enzimas. No fue el caso para los tratamientos T1, T3, T5, T8, T12 donde se obtuvieron
actividades de algunas enzimas y en cantidades insignificantes. Es interesante que estos
tratamientos no presentaron sustrato en su disefio experimental, aunque este aspecto no es

concluyente ya que el T4 no presenta sustrato y obtuvo altos valores de actividad enzimética.

78



Para estudiar el efecto de las variables sobre la actividad enzimatica se realizé un diagrama
de Pareto representado en la Figura 7. A excepcion de xilanasa el resto de las enzimas
muestran al factor sustrato como el de mayor incidencia en la produccién enzimatica. El pre-
tratamiento y el sustrato actan de forma proporcional a la produccidn enzimaética, en cambio,
el volumen de in6culo y peso de lodo ejercen un efecto negativo en la produccion, excepto
en celulasa donde el volumen de in6culo ejerce un efecto positivo. La desproporcion del
efecto del sustrato es notable con respecto a las otras variables, en xilanasa, celulasa y
esterasa sobrepasa el 50% de incidencia en la produccién. Para peroxidasa total es mas

equitativa la incidencia de cada factor.
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Peroxidasa total
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Figura 7. Diagrama de Pareto para todos los factores en la produccién de enzima para a = 5%.

La combinacidn sustrato y pre-tratamiento representa alrededor del 80 % en la produccion
enzimatica a excepcion de las peroxidasas totales. Estos dos factores inciden en la secrecién
de enzimas extracelulares, el pre-tratamiento puede hidrolizar regiones en el material
lignocelulésico haciendo mas facil el ataque enzimatico, por otra parte, el sustrato puede
actuar como inductor y fuente de carbono para el crecimiento del hongo, ventaja que
presentan estos con respecto a las bacterias de crecer en condiciones adversas (More et al.,
2010).

Dos parametros importantes en la produccion se muestran en la Figura 8 la productividad y

la actividad especifica de cada enzima en funcion de los dias donde se obtiene la mayor

actividad enzimética.
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Los resultados que se muestran son los mejores resultados de los tratamientos los dias correspondientes a su

mayor actividad de cada enzima.
E 7 dias 10 dias 21 dias (Productividad) Actividad especifica

Figura 8. Productividad y actividad especifica de las enzimas de estudio.

Los mejores resultados de productividad se obtuvieron con celulasa y xilanasa siendo de 6,07
y 1,45 U*kg de lodo**dia™. El resto de las enzimas de estudio su productividad fue menor a
0,1 U*kg de lodo**dia. Una tendencia similar mostré la actividad especifica donde las
celulasas y xilanasas obtuvieron las mayores actividades especificas (28,13 y 1,28 U/mg de

proteina).

En la literatura se reporta que las lacasas y peroxidasas poseen baja especificidad lo que
puede provocar ataques oxidativos en una amplia gama de contaminantes. Es interesante
observar que el incremento del peso de lodo para todas las producciones enzimaticas ejerce
un efecto negativo. Factor a tener en cuenta debido a que, si analizamos la actividad es

reflejada en base al peso de lodo, por lo que podria haber un compromiso de optimizacién en
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esta variable. Las actividades especificas de esterasa, lacasa, LiP y peroxidasas son bajas
mientras que los valores de actividad especifica de celulasa y xilanasas son altos (Figura 8).
Resultados que podrian incidir en una mayor recuperacion y un procedimiento mas facil que
para las otras enzimas de estudio. La productividad de celulasas y xilanasas fue superior al
resto de las enzimas (6,07 y 1,45 U*kg de lodo'*dia?, respectivamente), valores
significativos que requieren un analisis econdmico, para estudiar la factibilidad de obtencion
de estas enzimas. Para esterasa, lacasa, LiP y peroxidasas la productividad fue menor a 0,1
U*kg de lodo™**dia*, valores que podria comprometer su obtencion. Estos valores bajos de

productividad son debido a su baja actividad enzimatica en el lodo.

Los resultados infieren que el sistema expresa su maquinaria enzimatica para degradar el
material lignoceluldsico como celulasa y xilanasa desde los primeros dias del cultivo. Desde
los 4 dias de tratamiento de biosolidos se obtiene actividad celulasa, alcanzando su mayor
produccion a los 10 dias, por su parte, la actividad xilanasa se obtiene desde los 7 dias,
actuando posteriormente las oxidoreductasas (21 dias), esto puede explicarse por el acceso
que podrian tener las oxidoreductasas una vez que las paredes del material lignocelulésico es

parcialmente hidrolizado por la accion de las celulasas y xilanasas.

Los resultados obtenidos confirman trabajos preliminares de otros autores como Smit et al.
(1980), donde demostré que el lodo es capaz de producir altas actividades enzimaticas.
Verma et al. (2005), estudio la produccion de proteinas y enzimas empleando Trichoderma
sp. llegando a concluir que es factible producir productos de alto valor agregado con lodos.
Alam et al. (2003b) empleando Peniciliium corylophilum y Aspergillus niger durante 4 dias
concluyd que el lodo conteniendo un sustrato como fuente de carbono fue mejor que sin usar
sustrato para la produccién enzimatica. El sustrato de mejor resultado fue con paja de trigo.
Michelin et al. (2017) reportd un incremento en un 20% en la produccion de celulasas con

previo tratamiento que sin pretratar.

4.1.2. Optimizacion de multiples respuestas
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La Figura 9 muestra la optimizacién de multiples respuestas para cada uno de los grupos de
enzimas. Se aprecia que el mayor valor de deseabilidad lo presenta T10, para enzimas
ligninoliticas. Esto significa que la combinacién volumen de indculo de 1.5 mL y un peso de
lodo de 20 g pre-tratados con la adicion de sustrato paja de trigo es la idonea para obtener la
maxima produccion de lacasa, lignina peroxidasa y peroxidasas totales (Figura 9 (A)). Para
la obtencidn de enzimas lignoceluloliticas el mejor tratamiento es T6, deseabilidad 1.000 con
un volumen de in6culo 1.5 mL y 30 g de biosélido suplementado con 1 g de paja de trigo,
mientras que T4, como se aprecia en el gréafico de contorno, Figura 9 (C), es el que presenta
la combinacion de factores més idéneos (volumen de in6culo 3 mL y 30 g de biosolido pre-

tratado) para la obtencion méxima de enzimas esterasas con una deseabilidad de 0.500.
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Figura 9. Gréficos de Superficie de Respuesta Estimada. A) Enzimas ligninoliticas; B) Enzimas

lignoceluloliticas; C) Esterasas.
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4.1.3. Degradacion de colorantes Congo Rojo y Naranja Il

La demanda de enzimas industriales se encuentra en continuo aumento debido a sus
propiedades bioquimicas y a la creciente necesidad de alternativas sostenibles. Enzimas con
alta actividad catalitica y alta estabilidad aparejado con la reduccion de los costos de
produccion a escala industrial, son aspectos deseados (Godoi et al., 2011). Con el objetivo
de demostrar las caracteristicas mencionadas en el céctel enzimatico obtenido, conformado
por las enzimas lacasa, lignina peroxidasa, peroxidasa, celulasa, xilanasa y esterasa de los
mejores tratamientos que resultaron del analisis estadistico se realizd un experimento de

aplicacion, de decoloracién de colorantes empleados en la industria textil.

En la Figura 10 se muestra la tendencia en el tiempo del porcentaje de decoloracién del Rojo
Congo y Naranja Il respectivamente. En ambos colorantes se obtuvo un incremento a traves
del tiempo del porcentaje de decoloracion, aunque en el Congo Rojo desde las primeras horas
del experimento, se logré un 19% de decoloracion. EI 100% de decoloracion se obtuvo a las

48h, en el caso del Naranja Il se obtuvo en este mismo tiempo un 19% de decoloracion.

100 g
,I
’I
’I
’/
80 JRd
4
,l
’/
’/
rd
S 60
S .
o Pl - -
g 40 P -e--Red Congo
< //,.—’ —®: -Orange Il
’r
20 /~ . -0
/ .-
] —_—
1 -—
/ . —
06— -@— — —
0 12 24 36 48
tiempo (h)

Figura 10. Decoloracion de Congo Rojo y Naranja Il empleando un céctel enzimatico de los mejores

tratamientos en estudio.
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Los colorantes Rojo Congo y Naranja Il, corresponden a la clase azo, los que representan
mas del 50% de los cien mil tipos de colorantes que se producen (Palacios et al., 2016). Entre
estos dos colorantes existen diferencias en la estructura quimica, geometria y polaridad de
las moléculas. La estructura quimica determina el color y las propiedades ademas
proporciona la Unica base racional para la clasificacion de estos compuestos (Kiernan 2001).
Estos aspectos podria ser la diferencia de la pendiente en los tiempos iniciales del
experimento de los dos colorantes (Figura 10). La pendiente en el Rojo Congo es mas
pronunciada que en el Naranja 11, esto infiere un ataque enziméatico méas acentuado en el Rojo
Congo. Bajo las condiciones de experimentacién a pH neutro las enzimas lacasas, LiP,
esterasas, peroxidasas tendran carga negativa por sus puntos isoeléctricos caracteristicos, por
lo que la afinidad de ataque al Rojo Congo en un pKa de 4.1(liberando protones), podria
interactuar con las enzimas. En el caso del Naranja Il el pKa es basico, esto podria implicar
una menor afinidad por carga de las enzimas con este colorante. Es interesante que a la
concentracion de estudio (100 mg/L) los colorantes no ejercieron inhibicién en las enzimas
manteniendo un 90 % Yy superior de actividad enzimética remanente, en otros trabajos
reportados la concentracion si influyd en la produccion enzimatica, lo cual afecto la
degradacion de colorantes (Cardona et al., 2009), por otra parte, el tiempo de
experimentacion fue menor que otros articulos. Cardona et al. (2009) empleando P.
chrysosporium y P. sérdida obtuvieron un porcentaje de degradacion del 80% del Naranja Il
en 6 dias. Resultados similares al presente trabajo se obtuvieron con el Rojo Congo,
empleando Geobacillus catemuluss MSS con un 9 % de decoloracién en 32 h (Verma &
Shirkot, 2014). Suwannawong et al. (2010) empleando Lentinus polychrous obtuvo un 75 %
de decoloracién del Rojo Congo, Ivam et al. (2003) por su parte, obtuvo un 19% de
decoloracion usando Thelephora sp. en el Naranja Il. Bosco et al. (2016), determiné que el
porcentaje de decoloracidn esta relacionado con la concentracion de enzima, el mejor valor
lo obtuvo a 200 U/L de LiP, veinte veces superior a la concentracion de LiP obtenida en este
trabajo. A pesar que la actividad enzimatica de las oxidoreductasas en este trabajo es baja se
demuestra que para la decoloracion de tintes juegan un papel importante. Su mecanismo de
degradacion de contaminantes es a travées de radicales libres. Enzimas como lacasas y otras

oxidasas pueden oxidar compuestos quimicos para formar estos radicales (Cafias &
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Camarero, 2010), los mismos pueden actuar oxidando compuestos que, de otro modo, las

enzimas no podrian oxidar.

Se ha reportado también, que la adsorcion de colorantes en varios materiales lignocelulésicos
puede ser un método alternativo para eliminarlos. Sin embargo, este método puede crear otro
problema de contaminacion. Nigam et al. (2000) propusieron un método de dos pasos,
adsorcion, y luego fermentacion en estado sélido, para retirar y biorremediar los colorantes
presentes en aguas residuales. Ellos demostraron que los materiales lignoceluldsicos
fermentados podrian ser utilizados como fertilizantes y ademas degradar los colorantes
presentes y utilizar estos sustratos lignoceluldsicos absorbentes para la produccion de
enzimas de importancia biotecnoldgica. Por otra parte, Ozmen y Yesilada (2012)
demostraron la produccion de lacasa y la decoloracion del tinte Astrazon de T. versicolor
ATCC 200801 y T. trogii ATCC 200800 utilizando este método de dos pasos. Mientras que
T. trogii mostré un 80% de degradacién de Negro Astrazon y un 69% de Azul Astrazon
empleando salvado de trigo como sustrato, T. versicolor mostr6 una decoloracion de 86% y
84% de Negro Astrazon y Azul Astrazon, respectivamente, bajo las mismas condiciones.
Este proceso pudiese ser una forma econdémica y facil de biorremediacion de aguas

residuales.

Los métodos fisicos y quimicos son los que se utilizan cominmente para el tratamiento de
aguas residuales que contienen colorante. Sin embargo, estos métodos suelen ser muy
costosos, y la acumulacion de lodo concentrado crea un problema de eliminacién después de
la eliminacion del colorante (Yesilada et al., 2018). Algunos métodos también pueden
producir subproductos mas serios, como las aminas aromaticas toxicas (Robinson et al.
2001). Dado que los colorantes sintéticos estan disefiados para resistir la degradacion, los
sistemas bioldgicos convencionales no son eficientes para su biorremediacion y
decoloracion. Si bien algunos microorganismos anaerobicos tienen el potencial de degradar
varios colorantes, estos microorganismos pueden producir aminas aromaticas toxicas que
pueden tener un efecto mas devastador. Los hongos y sus enzimas tienen un potencial

prometedor para la biorremediacion de diversos xenobidticos y aguas residuales. Por lo tanto,
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pueden ser una alternativa a la biorremediacion tradicional de colorantes textiles (Prasad
2017)

4.2. Tratamiento de biosélidos municipales. Fermentacion en estado sélido Aspergillus

destruens

4.2.1. Cuantificacion de enzimas extracelulares

La tecnologia de fermentacion en estado sélido, en los Gltimos afios ha ganado una gran
atencion debido a su importancia creciente para la produccion de productos de alto valor
agregado, por ejemplo, enzimas, a partir de subproductos agroindustriales (Bakry et al., 2015,
Buck et al., 2015). Este proceso implica el crecimiento de microorganismos en sustratos
himedos soélidos en ausencia de agua que fluye libremente. En la Figura 11 se exponen las
cuantificaciones maximas de actividades enzimaticas obtenidas a partir de tratamientos
fangicos de biosolidos, procedentes de la planta de tratamiento de aguas residuales de Magog,
Quebec, en diferentes dias de proceso fermentativo. Se aprecia que los mejores tratamientos
en la produccién de enzimas ligninoliticas fueron T9, T10, T11 y T12, alcanzando T9 en
lignina peroxidasa 9.04U/kg de lodo a los 14 dias de fermentacion, mientras que en T10 a
los 21 dias de tratamiento fungico se obtuvieron 1.37 U/kg de lodo de actividad enzimatica
aril alcohol oxidasa. Las menores producciones se obtuvieron en la actividad enzimatica
peroxidasa, alcanzando 0.67 U/kg de lodo T9 a los 21 dias de proceso fermentativo. Las
producciones de lacasa y manganeso peroxidasa en ningun tratamiento fueron significativas.
Por otra parte, el tratamiento 10 fue el mejor en cuanto a produccion de enzimas
lignoceluloliticas obteniéndose 33.04 U/kg de lodo en la actividad celulasa y 41.67 U/kg de
lodo en xilanasa respectivamente a los 14 dias de proceso fermentativo. Los tratamientos 2 y
12 presentaron los maximos valores de actividades enzimaticas amilasa y esterasa
respectivamente obteniéndose en T2 la mayor produccion de U/kg de lodo en las actividades
determinadas 311.45 en solo 14 dias de tratamiento fingico mientras que en T12, se

alcanzaron 2.19 U/kg de lodo de actividad esterasa en un tiempo similar de fermentacion.
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Figurall. Maxima produccion de enzimas de diferentes tratamientos de biosolidos mediante
fermentacion en estado solido con la cepa Aspergillus destruens. A) Enzimas ligninoliticas; B) enzimas

lignoceluloliticas; C) Otras enzimas.

Varios hongos como Aspergillus niger, Aspergillus nidulans, Fusarium solani, Humicola
insolens, Penicillium brasilianum, Phanerochaete chrysosporium, Trichoderma reesei,
Trichoderma viride, Trametes versicolor, Penicillium sp., se han empleado para la
produccion de celulasa, mediante fermentacion en estado sélido (Behera et al., 2016).
Quiroz-Castaneda y colaboradores en 2011 analizaron el crecimiento y la produccion de
enzimas celuloliticas por dos hongos basidiomicetos Bjerkandera adusta y Pycnoporus
sanguineus cultivados en materiales lignocelul6sicos (paja de trigo, cascara de arroz, rastrojo
de maiz, cascara de semilla de jatropha molida, y sierra de cedro y roble), en este estudio se
compararon las tasas de crecimiento y los niveles de actividad celulolitica y xilanolitica. De
manera similar, se desarrollé un proceso fermentativo sélido en orujo de tomate con los
hongos de pudricion blanca Pleurotus ostreatus y Trametes versicolor, utilizando tallos de
sorgo sustrato para la produccion lacasa, proteasa y Xilanasa (landolo et al., 2011). Por otra
parte, Deswal y colaboradores (2011) informaron la optimizacion de diversos parametros
fisiolégicos y nutricionales para la produccion de celulasa a partir del hongo de la
putrefaccion marron recién aislado Fomitopsis sp. (RCK2010) utilizando sustratos de bajo

costo como paja de trigo y paja de arroz en condiciones fermentativas solidas. En 2013 un

89



grupo de cientificos liderados por Ang aislaron un hongo lignoceluldsico degradante,
Aspergillus fumigatus SK1 de estiércol de vaca y afirmaron que la cepa SK1 era la productora
de xilanasa mas potente con un alto nivel de secrecion de celulasa en comparacion con otros
16 hongos seleccionados, utilizando un tronco de palma de aceite no tratado como sustrato

mediante fermentacion en estado sélido.

4.2.2. Optimizaciéon de multiples respuestas

Los mejores tratamientos que resultaron del anélisis estadistico optimizacion de maltiples
respuestas se observan en la Figura 12. Se aprecia que para la produccién maxima de enzimas
ligninoliticas es necesario que 20 g de biosolido se encuentren suplementado con paja de
trigo y que se inoculen 3 ml de las cepas de estudio, condiciones presentadas por T9. La
combinacidon de factores 6ptima para la produccién maxima de enzimas celulasa y xilanasa
lo presenta el tratamiento 10 con una deseabilidad de 1.000, mientras que T12 conformado
por todos los factores en su nivel bajo es el 6ptimo para obtener las mayores producciones

de actividades enzimaticas amilasa y esterasa.
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Figura 12. Gréficos de Superficie de Respuesta Estimada. A) Enzimas ligninoliticas; B)

Enzimas lignoceluloliticas; C) Otras enzimas.
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4.3.Tratamiento de biosolidos municipales mediante fermentacidn en estado liquido con

las cepas Aspergillus sydowii — like y Aspergillus destruens

4.3.1. Cuantificacion de enzimas extracelulares

Las enzimas tienen actualmente diversas aplicaciones industriales (Colla et al., 2016). El
mercado industrial de enzimas continta creciendo debido al desarrollo de nuevas tecnologias
de produccidn, el uso de ingenieria genética durante la produccion y el surgimiento de nuevos
campos de aplicacion. EI mercado global de enzimas en 2007 fue de 2.3 mil millones de
ddlares y se espera que sea de 2.7 mil millones de délares en 2012 (lyer & Ananthanarayan.,
2008).

Las enzimas de interés industrial se producen principalmente a través de la fermentacion
sumergida en cultivos batch y fed batch empleando hongos filamentosos. Los procesos
sumergidos tienen algunas ventajas sobre los procesos en estado sélido, como una mayor
homogeneidad del medio de cultivo y una mayor facilidad para controlar pardmetros como
la temperatura y el pH (Pandey et al., 2000). En la Figura 13 se muestran las méaximas
producciones de enzimas, para cada cepa, obtenidas en diferentes dias de proceso
fermentativo por cada uno de los tratamientos en estudio. Se aprecia que los mejores
tratamientos para la obtencion de enzimas ligninoliticas con A. sydowii — like fueron T11
(aril alcohol oxidasa, lacasa y peroxidasa) y T12 (lignina peroxidasa) mientras que con A.
destruens en estos mismos tratamientos se alcanzaron 2.4 veces la produccion de lignina
peroxidasa obtenida en A. sydowii — like (T12) y 2.5 veces de aril alcohol oxidasa (T11)
respectivamente. La produccion de peroxidasa en el tratamiento 2 con A. destruens fue 1.7
veces superior a la obtenida por T11 con A. sydowii — like. En ambas cepas las producciones
de lacasa fueron similares mientras que las U/L de enzima manganeso peroxidasa no fueron
apreciables. Los mejores tratamientos en la obtencidn de enzimas lignoceluloliticas fueron,
para A. sydowii — like T2 y para A. destruens T4, siendo superiores los resultados alcanzados
en A. sydowii — like, sin embargo, con A. destruens se lograron las maximas producciones de
celulasa y xilanasa en los primeros dias de tratamiento fangico. Por otra parte, los valores

obtenidos de actividades amilasas fueron aproximadamente 5.8 veces superiores en
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Aspergillus destruens (T1) que en A. sydowii — like (T8), mientras que con la cepa A. sydowii-

like se obtuvo el méximo valor de actividad esterasa 3.38 U/L (T9), no obstante, el

tratamiento 4 con A. destruens en solo 10 dias alcanz6 2.57 U/L de actividad esterasa. En

ambas cepas no se alcanzaron producciones significativas de lipasas, excepto en T11 con A.

sydowii - like que se lograron 0.17 U/L.
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Figura 13. Maxima produccién de enzimas de diferentes tratamientos de biosélidos en fermentacion
liquida con las cepas Aspergillus sydowii — like y Aspergillus destruens. A) Enzimas ligninoliticas; B)

enzimas lignoceluloliticas; C) Otras enzimas.

Como se aprecia, las mayores producciones enzimaticas se obtienen con los tratamientos que
presentan sustrato y/o pre-tratamiento, excepto T1y T12 donde varia el peso de biosélidos.
Esto puede deberse a que el pre-tratamiento permite disociar el complejo formado por la
hemicelulosa, celulosa y lignina y hace que la celulosa sea mas accesible a las enzimas
celuloliticas, lo que a su vez reduce los requerimientos de enzimas y, por lo tanto, el costo de
produccién, mientras que el sustrato paja de trigo es un material lignocelulésico que
suministra la fuente de carbono necesaria a las cepas en estudio para sostener su crecimiento

e inducir la produccién del complejo enzimaético.

Reportes sobre Trametes ochracea mostraron que esta cepa es capaz de producir enzimas
lacasa y manganeso peroxidasa a partir de aguas residuales procedentes de una biorefineria
de aceite de oliva. En este estudio realizado por Vaydia y colaboradores en 2019 se
alcanzaron producciones de 270 U/L de actividad lacasa y 87.2 U/L de actividad manganeso
peroxidasa respectivamente en reactores de tanque agitado equipados con turbinas Rushton
0 impulsor marino. Alam y colaboradores en 2009 demostraron que Phanerochaete

chrysosporium (Basidiomycota) produjo 687 U/L de lignina peroxidasa utilizando como
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sustrato biosolidos municipales. Pese a que estos resultados son superiores a los obtenidos
es necesario aclarar que ambos estudios se realizaron a una escala mayor, es decir en
reactores, mientras que en este proyecto el proceso fermentativo se realizd en Erlenmeyers

sin agitacion.

4.3.2. Cuantificacion de azUcares reductores

Actualmente, la produccion de azucares reductores enfrenta una crisis socio-energética ya
que estos se derivan exclusivamente del sector alimenticio, una alternativa atractiva es la
produccion a partir de materiales lignocelul6sicos, residuos que no compiten directamente
con los alimentos destinados al consumo humano y animal y, ademas, permite aprovechar
grandes cantidades de biomasa que generan los procesos agroindustriales (Rojas et al., 2011).
Los biosoélidos contiene en su composicidn quimica celulosa, hemicelulosa y lignina es por
ello que se procedié a determinar la produccion de azlcares reductores en paralelo con la
realizacion de actividades enzimaéticas. En la Figura 14 se muestra la cuantificacion de
azUcares reductores obtenidos a los dias 28 y 35 dias de fermentacidn por cada uno de los
tratamientos fungicos. Como se observa la produccion de azlcares reductores fue superior
en Aspergillus destruens que en Aspergillus sydowii — like, alcanzando su mayor valor en T7
con 2.8mg/ml, mientras que la maxima produccion con Aspergillus sydowii — like se obtuvo

en T10 siendo 3.5 veces inferior a la concentracion alcanzada en T7.
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Figura 14. Maxima produccidn de azlcares reductores de diferentes tratamientos de biosélidos con las

cepas Aspergillus sydowii - like y Aspergillus destruens.

4.3.3. Optimizacién de multiples respuestas

Se muestra el efecto de cada variable de estudio en la superficie generada para la
optimizacion de las variables respuestas (producciones enzimaticas) por medio del
estadistico deseabilidad (Figuras 15 y 16). Se aprecia que para la mayor produccion de
enzimas ligninoliticas las combinaciones iddneas son las que presentan T11 para el caso de
Aspergillus sydowii — like y T2 para Aspergillus destruens. Para la obtencion de enzimas
lignoceluloliticas los mejores tratamientos fueron T2 y T4, con una deseabilidad de 1.000 en
ambos casos, en estos tratamientos los factores volumen de indculo, pre-tratamiento y peso
de lodo se encuentran en su nivel alto. Los tratamientos 8 y 1 fueron los mejores en cuanto a
la produccién de enzimas amilasa, esterasa y lipasa a partir del tratamiento de biosélidos con

las cepas de estudio, presentando una deseabilidad cercana a 0.600.
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C) Otras enzimas. Mejores tratamientos de Aspergillus sydowii — like.
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Figura 16. Gréficos de Superficie de Respuesta Estimada. A) Enzimas ligninoliticas; B) Enzimas lignoceluloliticas;

C) Otras enzimas. Mejores tratamientos de Aspergillus destruens.

4.3.4. Reduccion de demanda quimica de oxigeno (DQO) en biosélidos municipales

Ciertos hongos tienen la capacidad de descomponer o transformar los materiales organicos
presentes en biosolidos. La biomasa flngica se puede utilizar para la reduccién y/o

eliminacién de carbono y fuentes de nutrientes, componentes de estos residuos organicos
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(More et al., 2010). Con el propdsito de demostrar que las cepas en estudio Aspergillus
sydowii — like y Aspergillus destruens son capaces de reducir la carga contaminante en
biosolidos municipales se procedi6 a realizar un experimento con los mejores tratamientos
que resultaron de la produccion de enzimas entre 0 y 21 dias de fermentacion (Figura 17).
Notese que los mayores porcentajes de reduccion de carga contaminante presentados por los
tratamientos T2 (A. sydowii — like) y T1 (A. destruens) son similares, aunque existen
diferencias significativas entre los resultados alcanzados, obteniéndose valores levemente
superiores con la cepa A. sydowii — like. Los % de remocidn alcanzados se encontraron entre
26.72 'y 39.74%, maximo valor obtenido correspondiente a T2, biosélido suplementado con

paja de trigo y tratado con Aspergillus sydowii - like.
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Figura 17. Remocion de demanda quimica de oxigeno en tratamientos de biosolidos con Aspergillus

sydowii — like y Aspergillus destruens entre 0 y 21 dias de fermentacion.

Alam y colaboradores en el afio 2003 realizaron un estudio para la degradacion de lodos
empleando un cultivo fungico mixto de Aspergillus niger y Penicillium corylophilum, el
porcentaje de remocion de DQO fue 92% después de dias de tratamiento. Esta reduccion se
obtuvo a un pH inicial de 4.5-5.5, mientras que los valores minimos de remocion de DQO se

registraron a pH 8, este comportamiento podria deberse a que el crecimiento de hongos
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conduce a la excrecion de metabolitos acidos, lo que podria suprimir el crecimiento en pH
alcalino de los lodos, por ende, podria ser la causa de un crecimiento desfavorable y una
disminucion de la funcién metabolica de las cepas fungicas (Alam et al., 2003b). Mannan et
al., (2005) realizaron un estudio con las cepas mencionadas anteriormente empleando lodos
como sustrato. La cepa Penicillium corylophilu mostré un porcentaje de remocion de DQO
de 94.4% mientras que con Aspergillus niger se alcanzé un 80.4% después de dos dias de
tratamiento fingico. Por su parte, Fakhru’l-Razi & Molla en el afio 2007 informaron que con
una concentracion de 3.03-106 esporas/mL de Mucor hiemalis después de 6 dias de

fermentacion se elimind el 87% de la DQO con un 98% de reduccidn de solidos suspendidos.

También se han empleado otras cepas para disminuir la carga organica en aguas residuales.
Singh (2006) informd una reduccion del 90% de la DQO por parte de Trametes versicolor en
residuos de plantas digeridas anaerébicamente, mientras Zhang y colaboradores en 2008,
informaron una reduccion de DQO en el orden de 86 a 91% para Trichoderma viride. En una
investigacion realizada por Hultberg & H. Bodin (2017) la cepa Trichoderma harzianum
mostré capacidad para proporcionar reducciones de DQO de 79 a 89% en pequefios sistemas
de tratamiento de aguas residuales, especificamente los de las cervecerias, objeto de estudio
de este articulo. Aunque todos los valores de remocién de DQO expuestos anteriormente son
superiores a los alcanzados en esta investigacion, es necesario aclarar que los estudios
mencionados se realizaron en reactores, escala superior a la abordada en este proyecto; no
obstante los resultados obtenidos sugieren que tanto Aspergillus sydowii — like como
Aspergillus destruens son especies interesantes para el tratamiento de bios6lidos municipales

debido a sus capacidades para remover la carga organica presentes en estos lodos.

4.4. Remocion de fenoles en biosélidos municipales

La estructura de los fenoles, es similar a la de la lignina, a pesar de la estructura compleja
que presentan, existen hongos capaces de degradar tales compuestos (Fountoulakis et. al.,
2002). Una vez demostradas las potencialidades de las cepas Aspergillus sydowii — like y
Aspergillus destruens para valorizar biosolidos municipales mediante la produccion de

enzimas se procedio a explorar sus capacidades para la remocion de fenoles presentes en
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estos residuos organicos. Los experimentos se realizaron con los mejores tratamientos que
resultaron del andlisis estadistico entre 0 y 21 dias de tiempo de fermentacion, excepto para
el proceso fermentativo soélido con Aspergillus destruens que se efectud entre 0 y 14 dias
(Figura 18).

Al analizar los resultados obtenidos se puede evidenciar que los mayores valores de remocion
se alcanzaron en la fermentacion liquida con A. sydowii — like, siendo T8 el mejor tratamiento
con un 95.93%. Los tratamientos 2 y 11 presentaron porcentajes superiores al 67.03%,
mostrandose este valor para T11, mientras que en el proceso solido se obtuvieron resultados
de 55.83 y 56.13% para T6 y T10 respectivamente. El tratamiento 4 mostré el menor valor
con un 31.03% de remocion. Aspergillus destruens demostro resultados inferiores al 47.39%,

en todos los tratamientos, correspondiendo este valor a T10 en el proceso fermentativo sélido.
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Figura 18. Remocion de fenoles totales en biosélidos municipales mediante las cepas A. sydowii — like
(A) y A. destruens (B).

Solo un pequefio grupo de enzimas son capaces de escindir los anillos aromaticos de los
fenoles (Fuchs et al., 2011), debido a que a la energia de resonancia que estabiliza sus
sistemas es la base principal de estos compuestos recalcitrantes, la cual confiere un alto

potencial redox a las reacciones de transferencia de electrones (Batista et al., 2017).
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Se ha reportado que enzimas dioxigenasas, dihidroxigenasas, monooxigenasas, fenol
hidroxilasas, serina hidrolasas y aldolasas estan involucradas en la degradacion bacteriana de
compuestos fenolicos a través del metabolismo o el cometabolismo (Moody et al., 2004;
Rentz et al., 2008), en el caso de la transformacidn xenobidtica mediada por hongos solo se
han descrito dos mecanismos principales. Estos mecanismos son la ruta de la monooxigenasa
del citocromo P-450 y las enzimas extracelulares del catabolismo de la lignina, como lignina
peroxidasa (LiP), manganeso peroxidasa (MnP) y lacasa (Lac) (Aranda, 2016; Cerniglia,
1997; Krastanov et al., 2013; Mhuantong et al., 2015).

Estas tres enzimas ligninoliticas oxidan una amplia gama de compuestos organicos (incluidas
varias fracciones de aceite, fenoles e hidrocarburos policiclicos aromaticos) en virtud de su
baja especificidad (Andriani et al., 2016; Pang et al., 2015; Zafra y Cortes-Espinosa, 2015).
Se podria inferir, a partir de lo mencionado anteriormente, que los mayores porcentajes de
remocion de fenoles corresponden a los tratamientos con mayor produccion de estas enzimas.
Sin embargo, solo en los tratamientos 10 y 11 de las fermentaciones sélida y liquida con la
cepa Aspergillus sydowii — like se obtuvieron producciones apreciables. En el tratamiento 10
se produjeron 0.72 y 0.85 U/kg de lodo de lacasa y lignina peroxidasa respectivamente,
mientras que en T11 se alcanzaron 0.40 U/L de lacasa y 0.71 U/L de lignina peroxidasa. Las
mayores actividades Lac, LiP y MnP se obtuvieron en el proceso fermentativo liquido de
Aspergillus destruens, especificamente en T2, no obstante, fue el tratamiento que menor
porcentaje de remocion presentd, solo un 26.72%. A este respecto, algunos informes sugieren
gue no existe una relacion clara entre las actividades de las enzimas ligninoliticas y la
degradacidn de algunos compuestos fendélicos, como los diclorofenoles, e incluso en algunos
casos (por ejemplo, especies de Coprinopsis), las lacasas y algunas peroxidasas no estan

necesariamente involucradas en la biotransformacién de fenoles (Singh, 2006).

Basados en los reportes existentes se puede comparar la remocion de fenoles realizadas por
las cepas en estudio con las informadas hasta el momento. Se aprecia que en todos los
tratamientos se obtuvieron porcentajes de remocion superiores al 26.72%, siendo estos
valores mayores a los reportados por Batista y colaboradores en 2017, los cuales exploraron
el potencial de seis cepas de hongos Pseudogymnoascus sp., A. caesiellus, T. hirsuta IBB
450, P. chrysosporium ATCC 787, P. ostreatus MTCC1804 y Cadophora sp con el objetivo
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de remover compuestos fenolicos en aguas residuales, en dos condiciones: en ausencia de
glucosa y suplementadas con 0.1 mM de glucosa. Los resultados obtenidos, en este estudio,
demostraron que solo Cadophora sp fue capaz de remover fenoles (5% de remocion) en los
tratamientos de aguas residuales en ausencia de glucosa. Sin embargo, cuando las aguas
residuales se complementaron con 0.1 mM de glucosa, todos los hongos analizados, excepto
A. caesiellus, mostraron la capacidad de eliminar los compuestos fendlicos, siendo
Pseudogymnoascus sp el mejor de las cepas con un porcentaje de remocion de 15.5% en 12
dias de cultivo. En otro estudio, Jiang y colaboradores en 2015 aislaron e identificaron una
cepa haldfila del género Debaryomyces, la cual en condiciones 6ptimas (pH 6.0, 200 rpm,
1% de salinidad, sin metales pesados) fue capaz de degradar el 96.7% de 500 mg/L de
concentracion inicial de fenoles presentes en aguas residuales en solo 24 h, resultado superior
a los obtenidos en esta investigacion. Es importante destacar que en la literatura no existen
reportes sobre A. sydowii — like y A. destruens removiendo compuestos fendlicos en
bios6lidos municipales, por lo que este es el primer estudio que demuestra las potencialidades
de estas cepas para la remocién de fenoles en residuos organicos procedentes del tratamiento

de aguas residuales.

4.5. Remocion de metales pesados en biosolidos municipales

Los hongos poseen la capacidad de absorber metales en su pared celular, o por limo de
polisacarido extracelular. Para corroborar el planteamiento anterior se procedi6 a realizar un
experimento con el propdsito de investigar si Aspergillus sydowii — like y Aspergillus
destruens presentan el potencial para remover siete metales pesados (cromo, niquel, cobre,
arsénico, plomo, cadmio y zinc), los cuales estan presentes en la composicion quimica de los
tratamientos de biosélidos de interés (Figura 19).

La presencia de una alta concentracion de algunos metales pesados es perjudicial para los
hongos, sin embargo, estos pueden utilizarlos en bajas concentraciones como fuente de
micronutrientes (Das et al., 2009). Las paredes celulares de los hongos contienen un alto
contenido de grupos funcionales como amino, amida, hidroxilo, carboxilo, sulfhidrilo y

fosfato. La capacidad de unién de los metales en los hongos se debe a la presencia de estos
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grupos funcionales, que estan implicados en la union de estos elementos quimicos. (More et
al., 2010).

Al analizar los resultados obtenidos se pudo evidenciar que en el tratamiento 10 del proceso
fermentativo sélido con la cepa Aspergillus destruens se alcanzaron porcentajes de remocion
superiores a 95.73% en todos los metales, observandose este valor para el cobre. Los valores
de remocion, en la fermentacion liquida, de niquel y zinc fueron mayores en A. sydowii — like
que en A. destruens, sin embargo, en la remocion de arsénico y cadmio en todos los
tratamientos Aspergillus destruens presentd mejores resultados. Los menores porcentajes de
remocion de metales se alcanzaron en T4, tratamiento correspondiente a la fermentacion

solida con la cepa A. sydowii — like.
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Figura 19. Remocion de metales pesados presentes en biosolidos municipales mediante las cepas

Aspergillus sydowii — like y Aspergillus destruens.
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Los hongos pueden facilitar la biotransformacion de metales a traveés de reacciones quimicas
como la oxidacion, reduccion, metilacion y desalquilacion. Estas reacciones pueden conducir
a la volatilizacion del metal y reducir la toxicidad del elemento quimico. Los metales también
pueden transferirse a otras partes del micelio fangico y simbiontes de plantas por vesiculas
citosplasmaticas y vacuolas. Shafiquzzaman y colaboradores (2015) han reportado que las
células vivas y muertas de los hongos son capaces de eliminar los iones de metales pesados
de las soluciones acuosas. Los microorganismos fungicos absorben los iones de los metales

y ofrecen un método alternativo para eliminarlos.

En un estudio realizado en 2018 por Bano y colaboradores se obtuvieron resultados inferiores
a los alcanzados en el tratamiento 10 (proceso fermentativo sélido de Aspergillus destruens).
En esta investigacion se emplearon cuatro cepas de hongos hal6filos Aspergillus flavus,
Aspergillus gracilis, Aspergillus penicillioides (sp. 1) y Aspergillus restrictus para la
remocion de cadmio, cobre, manganeso, plomo y zinc. Para el crecimiento de las cepas se
suplement6 el medio PDA con 10% de NaCl y la concentracidon de metales correspondientes
y posteriormente se incubaron durante 14 dias. El sobrenadante y la biomasa se obtuvieron
por el método de digestion acida. Aspergillus flavus mostrd el mayor potencial para la
eliminacién de metales pesados con un porcentaje de remocién de 85%, mientras que A.

penicillioides mostré una remocién aproximada de un 67%.

Se han reportado especies de hongos filamentosos, como Trichoderma autroviride, T.
harzianum, T. virens y Aspergillus niger, las cuales han sido empleadas en la remocion de
metales pesados (Shafiquzzaman et al., 2015) presentes en lodos. En un estudio realizado por
Pathak y colaboradores (2009) se utilizaron las cepas Penicillium, Aspergillus y Fusarium
para la lixiviacion de metales pesados a partir de estos residuos organicos. En este articulo
se manifiesta que la lixiviacion del metal se produce debido a la produccion de ciertos acidos
organicos (acido oxalico, acido citrico y &cido malico) que pueden suministrar tanto protones
como aniones complejantes de metales; y que los hongos pueden sobrevivir en un ambiente
acido y llevar a cabo la oxidacion del compuesto de hierro y azufre. De este modo, los
sulfuros metalicos de NiS, CusS, ZnS, etc., presentes en el lodo de aguas residuales se pueden

solubilizar. Por su parte, Dacera & Babel en 2008 utilizaron Aspergillus niger para eliminar
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metales pesados de lodos contaminados y afirmaron que esta cepa fue capaz de remover el
cromo, el cobre, el plomo, el niquel y el zinc (Zn) de los lodos digeridos anaerdbicamente
mediante el método de extraccidén quimica, donde se utilizo el liquido crudo fermentado de
Aspergillus niger de los residuos de pifia. Ademas, Akhtar & Mohan informaron en, 1995,

que este hongo tenia una excelente capacidad para concentrar iones de plata.

Los resultados obtenidos demuestran la capacidad que poseen Aspergillus sydowii — like y
Aspergillus destruens para remover metales pesados presentes en biosélidos municipales, lo
que constituye una solucion viable en esta era de calentamiento global y cambio climatico.
La naturaleza impone mas desafios y exige estudios mas profundos para explotar ain mas el

potencial de estos hongos en la biotecnologia ambiental.

4.6. Remocion de compuestos farmacéuticos en biosélidos municipales

Los productos farmacéuticos constituyen un grupo de riesgo potencial de productos quimicos
multiclase de creciente preocupacion, ya que son extremadamente frecuentes en todos los
entornos y han comenzado a exhibir efectos negativos en la micro y macro fauna, asi como
en la salud humana (Olicon-Hernandez et al., 2017). Actualmente el creciente aumento de
los estudios dedicados a los hongos indica que estos microorganismos pueden transformar
muchas estructuras de compuestos farmacéuticos, incluidos los antiinflamatorios, los
bloqueadores beta y los antibioticos. Esto es posible debido a diferentes mecanismos en
combinacidn con las enzimas extracelulares e intracelulares, que tienen una amplia gama de
aplicaciones biotecnoldgicas. Es por ello que se decidié probar la potencialidad de
Aspergillus sydowii — like y Aspergillus destruens para la remocion de once compuestos
farmacéuticos (acetaminofen, cafeina, ibuprofeno, naproxeno, carbamazepina, ketoprofeno,
atenolol, TPP, ciprofloxacino, indometacina y fenofibrato) presentes en los tratamientos de
biosolidos de interés. Al analizar los resultados obtenidos (Figura 20) se aprecia que en los
procesos fermentativos liquidos de ambas cepas se obtuvo 100% de remocion de
acetaminofen, mientras que para el compuesto farmacéutico carbamazepina se alcanzaron
porcentajes de remocion superiores a 93.75%, observandose este valor para los tratamientos

1y 11 respectivamente, alcanzando, en los tratamientos restantes 100% de remocion. En el
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caso de los procesos solidos los mejores tratamientos fueron T6, para A. sydowii — like y T9
para A. destruens, logrando en ambos tratamientos 100% de remocidn de acetaminofen. En
el tratamiento 6 se removié completamente ibuprofeno mientras que en T9 los farmacos
atenolol y ketoprofeno presentaron porcentajes de remocion de 94.19 y 94.44%

respectivamente.
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Figura 20. Remocién de compuestos farmacéuticos en biosolidos municipales mediante las cepas A.
sydowii — like (A) y A. destruens (B).
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Basados en los estudios existentes hasta la fecha se pueden comparar los resultados obtenidos
en la remocidn de compuestos farmacéuticos por las cepas en estudio con los existentes en
la literatura con hongos de la division Basidiomycota. Rodarte-Morales y colaboradores en
2011 mencionan que Phanerochaete chrysosporium removié completamente a los catorce
dias de incubacion ibuprofeno, carbamazepina y naproxeno. De igual manera Marco-Urrea
y colaboradores en 2008 informaron que Trametes versicolor, partiendo de una
concentracion de 10mg/L de ibuprofeno, acido clofibrico y carbamazepina fue capaz de
degradar, después de siete dias de tratamiento fungico, un 58% de carbamazepina y un 91%
de 4&cido clofibrico. En investigaciones anteriores, Carballa et al. (2004) reportaron
degradaciones de 55 y 70% para naproxeno e ibuprofeno, respectivamente, después de un
tratamiento secundario en reactores bioldgicos utilizando el proceso convencional de lodo
activado en una planta de tratamiento de aguas residuales; mientras que Kosjek et al. (2007)
reportaron degradaciones entre 59 y 87% en una planta piloto de tratamiento de aguas
residuales. Suérez et al. (2009) aplicaron procesos de coagulacion-floculacion y flotacion
para el tratamiento previo de las aguas residuales de un hospital, y se logré una degradacion
limitada (23-46%). Gagnon et al. (2008) estudiaron la degradaciéon de varios farmacos,
incluidos ibuprofeno y naproxeno, utilizando diferentes procesos de desinfeccion, como la
radiacion UV, la ozonizacion y la inyeccién de una mezcla de acido performatico. Se
lograron eficiencias de eliminacion del 70% para estos dos compuestos cuando se utilizé una
concentracion éptima de ozono. Los resultados obtenidos en este proyecto se comparan
favorablemente con estos hallazgos anteriores y se lograron mayores tasas de degradacion,
para el farmaco ibuprofeno, con la cepa Aspergillus destruens en el proceso fermentativo
solido.

El uso de hongos Ascomycota ha sido poco estudiado en la degradacién de compuestos
farmaceéuticos. La capacidad de degradacion de este grupo de hongos se ha estudiado en
sustancias aromaticas como hidrocarburos policiclicos aromaticos, hidrocarburos clorados y
diversos compuestos xenobioticos (Marco-Urrea et al., 2015; Aranda, 2016; Bovio et al.,
2017). Se caracterizan por la participacion del sistema enzimatico intracelular mediado por
el CYP, y algunas especies también pueden secretar enzimas modificadores de lignina como

lacasa 0 manganeso peroxidasa. En este contexto, la complejidad total de la via metabdlica
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de conversion no esta bien establecida. Algunas enzimas apenas exploradas, como la UPO,
también podrian desempefiar un papel principal en la hidroxilacion extracelular. En este
sentido, se estima que las UPO estan ampliamente distribuidas en Ascomycota, las cuales
realizan una amplia gama de reacciones enzimaticas en compuestos aromaticos y metabolitos
de farmacos (Poraj-Kobielska et al., 2011; Hofrichter et al., 2015). En un estudio reciente
realizado por Abradelo y colaboradores en 2019 se demostrd que las cepas en estudio
Aspergillus sydowii — like y Aspergillus destruens se pueden utilizar con éxito para el
procesamiento de residuos recalcitrantes en condiciones de alta salinidad. En esta
investigacion ambos hongos eliminaron totalmente ibuprofeno y acidos mefenamicos,
mientras que la indometacina y el paracetamol fueron los farmacos mas recalcitrantes en
ambos micotratamientos con menores porcentajes de remocion 93 y 60% para A. sydowii y

A. destruens respectivamente.

4.7. Ensayos toxicoldgicos

Los biosélidos dependiendo de su origen pueden estar constituidos por compuestos que
generan toxicidad a las plantas, es por ello de la necesidad de evaluar el nivel de toxicidad
de los biosolidos, asi como la posible interferencia de estos en los indices de germinacion.
Los bioensayos de toxicidad con semillas de especies vegetales permiten evaluar los efectos
fitotoxicos de compuestos puros o mezclas complejas que pueden generar efectos
perjudiciales en el proceso de germinacion de las semillas y en el desarrollo de las plantulas

durante los primeros dias de crecimiento (Gariglio et al., 2002).

Con el objetivo de corroborar la remocién de fenoles totales, metales pesados y compuestos
farmacéuticos en los biotratamientos de biosélidos de municipales, se llevaron a cabo
ensayos toxicologicos con el fin de evaluar la toxicidad de estos contaminantes en la
germinacion de lechuga (Lactuca sativa).

Al analizar el comportamiento obtenido en la germinacion de semillas de lechuga a los 35
dias de proceso fermentativo (Tabla 9), se evidencid que las plantulas germinadas en los
sobrenadantes tratados con A. destruens en ambas fermentaciones mostraron mejores

porcentajes de crecimiento con respecto a los controles negativos (sobrenadante sin inocular)
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que los tratados con A. sydowii-like, obteniéndose los menores porcentajes de germinacion
en el proceso fermentativo liquido con la cepa A. sydowii-like. EI mejor tratamiento fue T4
con un 115.4% de germinacion con respecto al control negativo correspondiente. Este
resultado nos proporciona que en este tratamiento y en T6, T2, T11, T10, T1, T10 ambas
cepas fueron capaces de eliminar satisfactoriamente la toxicidad presente en estos biosolidos
y que los sobrenadantes resultantes de la cinética no produjeron metabolitos mas toxicos que
los contaminantes degradados. En los resultados obtenidos en las longitudes de la radicula
de las plantulas, ambas cepas mostraron valores superiores a la longitud de la radicula de los
controles negativos. Los mayores valores se alcanzaron con A. sydowii en T6, T11y T10 no

existiendo diferencias significativas entre los mismos.

Tabla 9. Valores de germinacion (%) y longitud de la radicula (%) de las plantulas de lechuga en
bioso6lidos municipales a tiempo final de fermentacién (Tiempo 35) tratados con Aspergillus sydowii y

Aspergillus destruens.

Fermentacion Cepa Tratamiento Germinacion (%) Longitud de la
radicula (%)
Sélida T4 87.3+4.42 107.1+0.14
T6 100.0£0.0°¢ 127.740.39
A. sydowii T10 87.7£9.12 127.6+3.09
Liquida T2 106.2+4.1° 101.0+0.0°
T8 96.2+5.4%0 114.8+0.4¢
T11 100.0£0.0°¢ 127.6+3.09
Sélida T9 96.9+3.0° 106.1+0.1¢d
T10 104.6+0.0°¢ 115.440.3¢
A. destruens T12 97.2+3.9 104.1+0.2b¢
Liquida T1 101.3+4.95¢ 102.7+0.32P
T2 106.7+0.0°¢ 101.3+0.22
T4 115.4+0.0°¢ 118.5+1.2f

Media + DE. Diferentes letras indican diferencias significativas. Se realiz6 un ANOVA simple (n = 3) y se
determinaron las diferencias significativas empleando una prueba de F de Fisher (p <0.05).

Estudios realizados para evaluar el crecimiento de plantulas de tomate al aplicarle biosélidos
en un suelo demostraron que los indicadores relacionados con el crecimiento de las plantulas
respondieron positivamente a la aplicacion de biosélidos, donde se observé un evidente

incremento en las magnitudes de todas las variables evaluadas, con resultados similares y
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superiores a las del tratamiento con fertilizante mineral, 1o que indico que estos residuos
tienen potencialidades para ser utilizados en sistemas de produccion de plantulas en cultivos
que necesiten de una fase de semillero antes de ser llevados al campo (Utria-Borges et al.,
2008). Por otra parte, Maciel-Torres et al. (2015) realizaron estudios de fitotoxicidad de
biosélidos en semillas de rabano concluyendo que los biosolidos en estudio eran aptos para
uso agricola debido a que el indice de germinacién de las plantulas fueron superiores al 80%
por lo que el material no presento fitotoxicidad de acuerdo a Emino & Watson (2004).

4.8. Analisis econémico

4.8.1. Costo de produccion de enzimas a escala de laboratorio

La estrategia de reduccion de costos que se ha desarrollado en el presente estudio se refiere
a la capacidad que presentan las cepas Aspergillus sydowii — like y Aspergillus destruens para
producir cdcteles enzimaticos utilizando como sustrato biosélidos municipales. Al utilizar un
residuo como materia prima el costo de produccion de las enzimas se abarata
considerablemente (Tabla 12). En este sentido, se definieron dos términos principales: costo
de equipamiento y costos operativos. En todos los casos, el costo de operacion representd la
mayor contribucion al costo total, mientras que el costo de equipo fue significativamente

menor, representando menos del 1% del costo total.

Las enzimas que presentaron un menor precio fueron celulasa, xilanasa y amilasa, en todos
los procesos fermentativos con ambas cepas. En las dos primeras semanas de tratamiento
fangico se obtuvieron producciones de enzimas lignoceluloliticas mayores a 33 U/kg de lodo
para el caso de la fermentacion sélida, alcanzando 173.330 U/kg de lodo, valor apreciado en
la enzima celulasa obtenida a partir del biosolido tratado con Aspergillus sydowii — like. El
menor precio se obtuvo a partir de la fermentacion liquida de biosélido con Aspergillus
destruens en la enzima hidrolasa amilasa con 0.003 $/U, debido a que se alcanzaron 2695.780
U/L en solo 7 dias. Las enzimas lacasa y peroxidasas totales presentaron una actividad
inferior a 1 U/kg de lodo o 1U/L en dependencia del proceso fermentativo, lo que influyé en

que los precios de las mismas fueran superiores a los 18.977 $/U. Los mayores precios
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obtenidos 179.852, 451.310 y 457.807 $/U respectivamente corresponden a los menores
valores de actividad enzimatica alcanzados a los 21 y 35 dias de tratamiento fangico.

La méxima produccién de lignina peroxidasa se obtuvo a los 21 dias con Aspergillus
destruens (fermentacion liquida) con 21.050 U/L. Este valor de actividad repercutio
notablemente en la disminucion del precio final de esta enzima (1.930 $/U). Los menores
precios de esterasa y aril alcohol oxidasa se obtuvieron con esta cepa 4.641 (fermentacion
liquida) y 29.648 $/U (fermentacion sélida) a los 10 y 21 dias de fermentacion

respectivamente.

Tabla 12. Analisis de costos de varias enzimas producidas a partir de diferentes tratamientos de

biosolidos municipales con las cepas Aspergillus sydowii — like y Aspergillus destruens.

Cepa Fermentacion Enzimas AE (méx) Tiempo Cop Ceq Ctotal Precio
(U/kg o U/L) (d) $) 6] %) final
($/V)
Sélida Xilanasa 150.370 7 6.920 0.015 6.935 0.046
Celulasa 173.330 10 11.907 0.021 11.928 0.069
Esterasa 0.192 21 13.524 0.045 13.568 70.670
Lacasa 0.715 21 13.524 0.045 13.568 18.977
Peroxidasa 0.131 21 13.524 0.045 13.568 103.578
° Lignina 1.558 21 13.524  0.045  13.568 8.709
iTC peroxidasa
E Liquida Xilanasa 50.350 21 40573  0.045  40.618 0.807
-% Celulasa 45.530 21 40573  0.045  40.618 0.892
é Esterasa 3.340 28 67.306 0.059 67.365 20.169
g Lacasa 0.400 10 11.907 0.021 11.929 29.821
< Peroxidasa 0.350 14 20.444 0.029 20.474 58.496
Lignina 8.740 21 40.573 0.045 40.618 4.647
peroxidasa
Amilasa 465.010 10 11.907 0.021 11.928 0.026
Aril alcohol 0.220 35 100.644 0.073  100.717  457.805
oxidasa
" Solida Xilanasa 50.670 14 20.444 0.029 20.474 0.404
E % Celulasa 33.040 14 20.444 0.029 20.474 0.620
g q% Esterasa 2.190 14 20.444 0.029 20.474 9.349
< ° Lacasa 0.090 21 40573 0045 40618 451310
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Peroxidasa 0.670 21 40.573  0.045  40.618
Lignina 9.040 14 20.444  0.029  20.474
peroxidasa
Amilasa 311.450 14 20.444  0.029  20.4745
Aril alcohol 1.370 21 40.573  0.045  40.618
oxidasa
Lipasa 0.090 7 6.920 0.015 6.935
Liquida Xilanasa 43.170 7 6.920 0.015 6.935
Celulasa 31.150 7 6.920 0.015 6.935
Esterasa 2.570 10 11.907 0.021 11.928
Lacasa 0.370 10 11.907 0.021 11.928
Peroxidasa 0.600 7 6.920 0.015 6.935
Lignina 21.050 21 40.573  0.045  40.618
peroxidasa
Amilasa 2695.780 7 6.920 0.015 6.935
Aril alcohol 0.560 35 100.644 0.073  100.717
oxidasa

A partir de la evaluacion de la micorremediacion en el tratamiento eficaz de biosélidos
municipales, los cuales presentan un alto contenido de contaminantes, se puede inferir que
este bioprocesamiento asistido por hongos es adecuado para valorizar estos residuos a traves
de la produccidén de enzimas comerciales incluso a escala industrial (Batista et al., 2017). La
aplicacion de operaciones de micorremediacion a gran escala posibilitaria que todo el proceso
fuese ecoldgico y econdmicamente valioso, ya que reduciria significativamente los gastos y
los costos operativos. El presente estudio no se centra en la optimizaciéon del proceso
mediante la ingenieria y la produccion rentable de enzimas, no obstante, el proyecto realizado
aporta conocimientos sobre el analisis econdmico del costo de produccion de enzimas
obtenidas a partir de tratamientos fungicos de biosolidos municipales. Seria necesario realizar
otro trabajo para estudiar y, en ultima instancia, optimizar las condiciones de crecimiento de
los hongos en estudio, asi como la ampliacién del proceso. Por estas razones, el uso de los
sistemas de micorremediacion, incluso si es potencialmente ventajoso para el tratamiento de
biosélidos en comparacion con las estrategias que se aplican actualmente, ain requiere
esfuerzos adicionales de investigacion para encontrar soluciones efectivas para garantizar la

aplicabilidad a escala industrial.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este estudio nos permitieron concluir que se cumplio la hipétesis
mencionada, la cual plantea que, las cepas Aspergillus sydowii-like y Aspergillus destruens
presentan las potencialidades para el tratamiento de biosolidos municipales, al poseer la
capacidad de remover contaminantes presentes en estos y para otorgarle valor agregado a

estos residuos mediante la obtencion de enzimas de interés comercial.

e A. sydowii y A. destruens ambas cepas halofilas produjeron enzimas de interés
comercial utilizando como sustrato biosolidos municipales, obteniéndose
producciones de 150.40 y 174.00 U/kg de lodo de xilanasa y celulasa respectivamente
en la fermentacion sélida con la cepa A. sydowii mientras que en el proceso
fermentativo liquido con la cepa A. destruens en los biotratamientos de biosolidos se
obtuvieron 2695.78 U/L de amilasas.

e Estas cepas redujeron la carga contaminante presente en biosolidos, mostrando A.
sydowii — like porcentajes de reduccion levemente superiores, obteniéndose el mejor
resultado con el tratamiento 8 con un 39.34% de remocion de demanda quimica de
oxigeno.

e Se evidencié las potencialidades de estas cepas para la remocién de compuestos
fendlicos y metales pesados, obteniéndose en T8 con la cepa A. sydowii un 95.93%
de remocién de compuestos fendlicos mientras que en T10 con la cepa A. destruens
se alcanzé un porcentaje de remocién de 95.93 de metales pesados.

e Se demostr6 que ambas cepas remueven eficientemente once compuestos
farmacéuticos presentes en biosolidos municipales, removiendo ambas cepas en los
procesos fermentativos sélidos en T6 (A. sydowii) y T9 (A. destruens) completamente
Acetaminofen.

e Las cepas A. sydowii y A. destruens en los tratamientos 4, 6, 11 y 10 fueron capaces
de eliminar satisfactoriamente la toxicidad presente en los biosolidos. Los mayores
valores de porcentaje de longitud de la radicula de las plantulas de lechuga se
alcanzaron con A. sydowii en T6, T11 y T10 no existiendo diferencias significativas

entre los mismos.
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e Elanalisis econdmico evidencid que la produccion de enzimas comerciales utilizando
como sustrato biosélidos municipales representa una alternativa factible para abaratar

los costos de produccion.
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ANEXOS

Anexo 1. Soluciones empleadas
ABTS 30mM

Para obtener una solucién al 30 mM, adiciono 164.6 mg de ABTS en 10 mL de agua

destilada. Tapar el tubo con papel de aluminio (es fotosensible).

Veranyl alcohol

Se mezclaron 2.6 uL de liquido puro de veranyl en 10mL de agua destilada.

BCA
Se mezclaron 2.2 mL del reactivo A para proteinas y 42uL de CuSOs al 4%.

DNS
En 141.6 mL de agua destilada se adicionaron: 10.6 g de NaCl, 19.8 g de NaOH, 30.6 g de

tartrato de sodio y 0.83 g de malato sodio.

Carbonato de sodio 0.5 N (Na2COs):
En 120 mL de agua destilada se adicionaron 3200 mg de carbonato de sodio

Paranitrofenilpalmitato (PNPP)
Se adicionaron 2 mg de palmitato, 1 mL de acetonitrilo en 9 mL de agua destilada.

Almidon, Xilano y Celulosa
Se disolvieron 0.4g de almidon, xilano y carboximetilcelulosa respectivamente en 20 mL de

Buffer citrato (pH 5).

Peréxido de hidrégeno 0.005%
Tomar 170 uL de perdxido de hidrégeno al 30% y agregar en 10 mL de agua destilada.
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Anexo 2. Preparacion de buffers empleados

Buffer acetato pH 4, pH 5.5

Pesar 16.40 g de acetato de sodio en 1000 mL de agua destilada, afiadir 11.44 mL de acido
acetico en 1000 ml de agua destilada. Posteriormente agregar en vaso precipitado 50 ml de
los 1000 ml de &cido acético preparado anteriormente, adicionar 8.5 ml de los 1000 ml de
acetato de sodio para obtener 100 ml de mezcla final.

En el caso del Buffer acetato pH 5.5 se afiade en vaso precipitado 10 ml de los 1000 ml de
acido acetico preparado anteriormente, adicionar 55 ml de los 1000 ml de acetato de sodio
para obtener 100 ml de mezcla final.

En ambos casos se ajusta el pH para obtener el deseado.

Buffer fosfato pH 6, pH 8

Se pesan 27.598 g de fosfato monobaésico de sodio en 1000 mL de agua destilada y 53.614 g
de fosfato dibasico de sodio en 1000 ml de agua destilada. Posteriormente agregar en vaso
precipitado 80 ml de los 1000 ml de fosfato monobaésico de sodio preparado anteriormente,
adicionar 5.0 ml de los 1000 ml de fosfato dibasico de sodio para obtener 100 ml de mezcla
final.

En el caso del Buffer fosfato pH 8 se afiade en vaso precipitado 10 ml de los 1000 ml de
fosfato monobaésico preparado anteriormente, adicionar 63 ml de los 1000 ml de fosfato
dibésico de sodio para obtener 100 ml de mezcla final.

En ambos casos se ajusta el pH para obtener el deseado.

Buffer citrato de sodio pH 5

Pesar 1.47 g de Citrato de sodio en 100 mL de agua destilada, pesar 0.96 g de Acido citrico
para de agua destilada. Posteriormente agregar en baso precipitado 60 ml de los 100 ml del
citrato de sodio preparado anteriormente, adicionar 40 ml de los 100 ml de acido citrico para

obtener 100 ml de mezcla final. Se ajusta el pH a 5.
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Buffer tartrato pH 3

Se pesan 4.60 g de dihidrato de tartrato de sodio en 200 mL de agua destilada y se
adicionan1.68 mL de &cido tartarico en 200 ml de agua destilada. Posteriormente agregar en
vaso precipitado 35 ml de los 200 ml de acido tartarico preparado anteriormente, adicionar
44.1 ml de los 200 ml de dihidrato de tartrato de sodio para obtener 100 ml de mezcla final.

Se ajusta el pH a 3.

Anexo 3. Preparacion de sustrato de sustrato de Esterasas

Mezclar 10 mL de PBS al 1X Triton (0.1 %) mas 50 puL de 2-Naftil acetato y 10 pL. de Fast
Garnet.
» PBS al 1X Triton: 10 mL de PBS 10X y 100 pL de Tritén en 90 Triton.
» 2-Naftil acetato: Adiciono 5 mg de 2-Naftil en 500 pL de acetato.
» Fast Garnet: Adicionar 10 mg de Fast Garnet en 100 pL de PBS al 1X — Triton (0.1
%) (lo obtengo al 1X calculando con el PBS 10 X preparadoen 1 L)
» Buffer fosfato (PBS al 10 X) a pH 7: En 1L de agua destilada adicionar: 80g de NaCl,
2 gde KCl y 14.4 g de Na2HPO4. Adiciono al final 0.1% de Tritdn.

Anexo 4. Curva patrén para la cuantificacién de proteinas

Concentraciones para realizar la curva patron de albamina

10 Stock 790 25
10 Stock 990 20
6 Stock 764 15
500 Tubo 2 500 10
500 Tubo 4 500 5
500 Tubo 5 500 25
500 Tubo 6 500 1.25
-=-- -=-- 500 0
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Para obtener la curva estandar se toman 150 pL de las condiciones que se muestran en la
tabla 1.2 y 150 pL del reactivo de Bradford con dilucién 1:4.

Para la cuantificacion de proteinas totales a partir de nuestras muestras, se colocaron 150 pL
del concentrado de proteina colectada y 150 uL del reactivo de Bradford diluido con dilucion
1:4. Posteriormente la reaccion se midié en el espectrofotometro a 595nm.

CURVA PATRON ALBUMINA

0.45
0.4 y=15.001x +0.0161
0.35 R?=0.9804 [ ]
0.3
0.25
0.2
0.15
0.1

0.05

ABSORBANCIA

0 0.005 0.01 0.015 0.02 0.025 0.03
CONCENTRACION (mg/mL)

Anexo 5. Curva patrén de glucosa

CURVA PATRON DE GLUCOSA
0.45
0.4
0.35
0.3
0.25
0.2
0.15
0.1
0.05

y =0.1918x + 0.0341
R?=0.9926

ABSORBANCIA

0 0.5 1 1.5 2 2.5
CONCENTRACION (mg/mL)

143



Anexo 6. Remocién (%) de Demanda Quimica de Oxigeno

Cepa Tratamientos Remocion(%) de DQO

T2 39.74 + 0.06

Aspergillus sydowii - like T8 28.91+0.67
T11 35.21+ 0.39

T1 38.70+0.70

Aspergillus destruens T2 26.72+0.71
T4 32.71+£ 0.24

Anexo 7. Curva patrén de fenoles totales

CURVA PATRON DE FENOLES TOTALES

1.2 y = 0.0258x + 0.0076
R? =0.9915
1 .......
< | e
co8
2 e ®
o |l e
@ 06 0.
I
o4 e
< N
.°.'..
02 [ e
..... .
0 @&
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

CONCENTRACION (mg/mL)
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Anexo 8. Remocidn (%) de fenoles totales

Fermentacion Tratamientos Remocidn (%) de fenoles totales
T4 31.03 £ 0.96
Sélida T6 55.83+0.88
Aspergillus sydowii T10 56.13 = 0.50
T2 69.92 +0.21
Liquida T8 95.93 £ 0.20
T11 67.03 £ 0.42
T9 43.57 £ 0.35
Sélida T10 47.39 +£ 0.50
Aspergillus destruens T12 44.21 +0.26
T1 38.70 £ 0.70
Liquida T2 26.72+0.71
T4 32.71+£0.24
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Anexo 9. Remocién (%) de metales pesados

Cepa | Fermentacion | Tratamiento Parametros Metales pesados
(T Cromo Niquel Cobre Arsénico Plomo Cadmio Zinc

Remocidn (%) 9.7£0.9 12.4+0.3 17.6+0.6 3.0£0.4 8.4+0.7 47.8+0.2 16.5+0.8

™ Concentracion (ppb) 23.7+0.8 181.5+0.7 42.0+0.6 0.9+0.1 20.3+0.1 0.1+0.0 1695.0+7.1
Remocidn (%) 40.7+0.2 44.7+0.5 45.8+0.8 21.4+0.8 47.8+0.3 65.0+0.5 20.6+0.7

Solida Te Concentracion (ppb) 22.1+1.1 152.0+14.1 44.1+0.4 0.8+0.1 26.9+0.0 0.2+0.0 1525.0+49.5
Remocidn (%) 15.0+0.9 3.020.8 44.8+0.6 22.6x0.4 7.7£0.4 56.3+0.2 13.2+0.8

:g o Concentracion (ppb) 23.7+0.9 165.0+4.2 40.0+0.7 0.9+0.0 16.9+1.0 0.2+0.1 1600.0+14.1
;% o Remocidn (%) 38.7+0.7 74.6+0.8 79.4+0.4 24.2+0.7 61.4+0.6 17.4+0.0 87.7x1.3
Concentracion (ppb) 0.9+0.2 6.9+0.1 13.9+0.6 3.6£0.0 3x102+0.0 4.4*10°+0.0 2.8+1.6
Remocidn (%) 42.7+0.6 80.6+0.8 94.4+0.1 57.310.2 62.7+1.5 96.6+1.5 58.3+1.2
Liquida T8 Concentracion (ppb) 1.8+0.0 26.3+0.3 455.0+8.5 7.4+05 5%102+0.0 0.1+0.0 3.9+2.2
Remocidn (%) 45.5+0.8 86.2+1.4" 95.3£1.6 30.5+0.1% 42.5+0.6 89.4+0.9 65.3+1.2
T Concentracion (ppb) 1.9+0.1 27.6x2.2 344.0+£22.6 7.2+£0.0 0.1+£0.0 2.6*102+0.0 10.1+4.2
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Cepa | Fermentaciéon | Tratamiento Parametros Metales pesados
(M Cromo Niquel Cobre Arsénico Plomo Cadmio Zinc
Remocion (%) 19.740.3 14.1+0.5 19.240.8 25.3+0.8 12.8+1.2 11.440.6 18.2+0.9
T9
Concentracion (ppb) | 186.0+18.4 50.8+35.9 1026.5+47.4 14.6+£10.3 28.0+3.3 0.6+0.0 396.5+10.6
- Remocion (%) 97.6+0.4 97.3+x1.9 95.7+0.8 98.3+0.7 97.7+0.1 97.8+1.0 97.7+1.1
Sélida T10
Concentracion (ppb) 4.7+0.7 3.1+2.8 34.8+15.6 0.3£0.2 0.8+0.6 1.3*103+0.0 6.6+4.7
Remocion (%) 30.6+0.6 25.4+0.1 25.0£1.3 22.8+0.4 24.3+0.6 30.3+0.1 28.3+1.3
T12
§ Concentracion (ppb) | 266.0£22.6 65.7+3.2 1425.0+£77.8 26.5+1.5 40.6%3.0 0.8+£0.0 516.5+10.69.
2 7
g Remocion (%) 45.9+0.4 45.9+0.7 71.5+0.4' 88.3+1.8 70.5+1.0 84.8+1.1 87.7+1.3
. Tl
< Concentracion (ppb) 0.6£0.1 2.9+0.7 12.5+2.7 79114 4.3*102+0.0 | 6.6*10°+0.0 2.8+1.6
- Remocion (%) 27.0x1.4 68.4+1.6 59.2+1.4 60.6+1.6 98.3+1.4 62.0+0.9 58.3+1.2
Liquida T2
Concentracion (ppb) 0.9+0.1 9.6+3.4 15.316.4 8.91+2.2 4.3*102+0.0 5.1*10°%+0.0 3.9+2.2
Remocion (%) 57.1+0.5 47.4+1.8 48.4+0.9 82.5+0.8 97.2+1.6 60.4+1.4 65.3+1.2
T4
Concentracion (ppb) 1.8+0.7 11.5+2.8 112.4+48.9 16.247.1 0.4+0.3 1.1*102+0.0 10.1+4.2
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Anexo 10. Remocion (%) de compuestos farmacéuticos

Remocion (%) de compuestos farmacéuticos

Acetaminofen Cafeina Ibuprofeno Naproxeno Carbamazepina

Cepa Fermentacion Tratamientos Q CHs

HY HEC\NJII\S 0 g 0 o
POR At L LOOY | A
CHy O “NHz

T2 100£0.00 19.53+5.51 65.69+1.39 32.42+5.40 100.00+0.00
2 Liquida T8 100+0.00 76.43+4.18 94.74+7.44 18.88+0.72 100.00+0.00
i T11 100£0.00 45.09+1.64 50.04+2.08 25.91+5.75 93.75+8.84
g T4 82.64+6.87 64.16+4.55 65.77+1.24 36.84+4.97 40.00+8.04
2 Sélida T6 100.00+0.00 52.68+7.80 100.00+0.00 24.4243.17 31.03+6.09
T10 64.58+2.95 44.96+3.02 90.54+7.94 6.39+2.11 34.34+2.60
T1 100+0.00 87.62+2.56 74.00+8.49 45.59+8.04 93.75+8.84
Liquida T2 100+0.00 64.21+1.07 78.96+8.81 22.73+5.41 100.00+0.00
é T4 100£0.00 35.47+3.56 81.64+7.71 21.57+6.38 100.00+0.00
§ T9 100.00+0.00 81.99+6.38 86.72+8.04 49.35+5.91 49.86+5.25
< Sélida T10 93.75+8.84 73.66+7.07 85.67+6.00 70.35+2.76 47.84+7.48
T12 45.83+5.89 59.74+6.44 92.99+8.28 42.55+4.35 41.98+6.84
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Remocion (%) de compuestos farmacéuticos

Ketoprofeno Atenolol TPP Ciprofloxacino Indometacina Fenofibrato
L, ) NH, o )
Cepas Fermentacion | Tratamientos N L Fe N Cz:-,.
o CH, )\NH mwz ’\I P N\ S - | A | on \'zf:o o 07%(1 J\
N N o
©/\©)\CODH H/\O o HCo N ch)i\ H() e [// \I'\% CH; ’
OH OH T T 7_7«0H it
(o]

T2 22.50+3.54 16.67+0.00 38.10+6.73 75.42+6.48 40.00+0.00 69.64+7.58

Liquida T8 94.69+7.52 16.67+0.00 - 94.21+8.19 40.00+0.00 59.82+3.79

B T11 94.44+7.86 16.67+0.00 40.00+0.00 03.75+8.84 41.43+2.02 78.89+1.57

— T4 50.00+0.00 - 40.00+0.00 51.32+7.96 25.00+0.00 61.11+7.86
]

§ Sélida T6 50.00+0.00 - 40.00+0.00 68.35+7.42 25.00+0.00 50.00+0.00

2 T10 94.12+8.32 - 51.92+2.72 41.82+7.25 25.00+0.00 84.44+6.29

Tl 100.00+0.00 - 15.48+1.68 96.79+4.53 22.50+3.54 53.57+5.05

Liquida T2 100.00+0.00 - 55.56+7.86 83.45+6.77 22.50+3.54 53.57+5.05

§ T4 94.23+8.16 - 56.35+1.12 100.00+0.00 22.50+3.54 61.90+6.73

E T9 94.44+7.86 94.19+8.22 16.23+2.75 67.06+4.99 45.00+7.07 26.79+2.53

< Sélida T10 70.31+6.63 94.19+8.22 35.97+7.36 19.97+7.41 29.17+5.89 64.35+5.41

T12 77.58+6.00 94.19+8.22 49.39+5.57 35.20+5.16 - 77.66+6.63
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