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RESUMEN

Los metales pesados son los principales precursores de contaminacion en los efluentes acuaticos,
especialmente el Cr (VI) proveniente en su mayoria de la industria minera y de curtiembres, asi
mismo se encuentran otros residuos que contribuyen a esta contaminacion como lo son los
derivados de la industria del café. Una de las tecnologias que puede llegar a remediar este tipo de
problemas son las de origen bioldgico, en donde se resalta el uso de microorganismos capaces de
utilizar estos contaminantes como nutrientes para su crecimiento, esto conlleva a realizar una
investigacion en donde se revisen las condiciones para proponer un bioadsorbente a partir de la

asociacion entre la pulpa de café y el Aspergillus niger para la remocion de metales pesados.

Este trabajo se inicia con una recopilacion bibliogréfica acerca de las caracteristicas de la pulpa
de café que la convierten en un buen sustrato para el crecimiento del hongo seleccionado, aqui
también se resalta su poder como adsorbente de iones metalicos. Posteriormente se identifican
las propiedades del Aspergillus niger en cuanto a su morfologia y su capacidad de remocion de
diferentes iones metélicos, seleccionando el Cr (V1) por su gran toxicidad y presencia en cuerpos
de agua, a partir de esto se determinan las condiciones que favorecen este proceso de remocién y
el estado en el cual se debe encontrar la biomasa flngica para obtener resultados eficientes.
Finalmente teniendo en cuenta la investigacion tedrica realizada se procede a proponer el
protocolo para la elaboracion del bioadsorbente tipo filtro prensa en estado tanto bidtico como
abidtico.

PALABRAS CLAVES: abidtico, Aspergillus niger, beneficio hiumedo, bioadsorbente, biotico,
biotransformacion, Coffea arabica, concentracion minima inhibitoria, fermentacion, indice de

tolerancia, metal pesado, morfologia, Pulpa de café, remocidn, sustrato.
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ABSTRACT

Heavy metals are the main precursors of pollution in aquatic effluents, especially Cr(\VI) coming
mostly from the mining and tannery industry, There are also other residues that contribute to this
pollution, such as those derived from the coffee industry. One of the technologies that can
remedy this type of problem are those of biological origin, where the use of microorganisms
capable of using these pollutants as nutrients for their growth is highlighted, this leads to an
investigation in which the conditions for proposing a bioadsorbent are reviewed based on the

association between coffee pulp and Aspergillus niger for the removal of heavy metals.

This work begins with a bibliographic collection about the characteristics of the coffee pulp that
make it a good substrate for the growth of the selected fungus, here also highlights its power as
an adsorbent of metal ions. Subsequently, the properties of Aspergillus niger are identified in
terms of its morphology and its ability to remove different metal ions, selecting Cr (VI) for its
great toxicity and presence in bodies of water, the conditions that favour this removal process
and the state in which the fungal biomass must be found in order to obtain efficient results are
determined. Finally, taking into account the theoretical research carried out, we propose the

protocol for the development of the bioadsorbent type filter press in both biotic and abiotic state.

KEYWORDS: abiotic, Aspergillus niger, wet benefit, bioadsorbent, biotic, biotransformation,
Coffea arabica, minimal inhibitory concentration, fermentation, tolerance index, heavy metal,

morphology, coffee pulp, removal, substrate.
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INTRODUCCION

En la actualidad las actividades industriales dejan como contaminantes los metales pesados
que al no ser degradables se acumulan en la atmoésfera, el ecosistema terrestre y el acuatico. Estas
sustancias en altas proporciones son consideradas toxicas y nocivas para la salud y los
ecosistemas, afectando directamente la cadena alimenticia, las fuentes hidricas, la flora y la
fauna, por tal motivo se requiere de un tratamiento eficiente que disminuya la cantidad de
contaminantes presentes para cumplir con lo establecido en las normas ambientales tanto
nacionales como internacionales de los niveles de concentracién permitidos de metales en el
vertimiento de aguas superficiales y de alcantarillado, como en lo decretado en la resolucion
0631 del 2015.

«No solo los metales pesados son el problema, el desperdicio de la pulpa de café por parte del sector
cafetero también tiene un gran efecto sobre el ecosistema y el medio ambiente, debido a que por cada
millon de sacos de 60 kg de café de almendra que exporta Colombia, se genera 162.900 toneladas de
pulpa fresca que en muchos casos al no tener un uso produce contaminacioén que es equivalente a la

generada durante un afio en excretas y orina por una poblacion de 868.736 habitantes» [1].

Teniendo en cuenta esta problematica se busca proponer un método capaz de eliminar o de
reducir la concentracion de los iones metalicos partiendo de la bibliografia, en donde se le dara
un valor agregado a la pulpa de café la cual se utilizard como sustrato del Aspergillus niger para
la formacion de un bioadsorbente. Para esto se realiz6 un analisis bibliogréfico, en cual se

seleccionaron los pardametros fundamentales para la especificacion del protocolo.

Para empezar el desarrollo de este trabajo se realizd una caracterizacion bibliografica
partiendo de la literatura para identificar la composicion fisicoquimica de este potencial sustrato
y que sustancias llegaran a ser de utilidad para el crecimiento del microorganismo, de este modo
se podra utilizar un desecho considerado como un contaminante, para la remocién de sustancias
toxicas en los ecosistemas acuaticos. Por otro lado se estudiaran las propiedades del Aspergillus
niger como microorganismo de interés, el cual se comparard con otras especies para resaltar su
viabilidad en los procesos de biorremocién de diferentes metales pesados especialmente del Cr
(VI), asi mismo se reconoceran las condiciones Optimas para la remocion de este metal y el
estado en el cual se encontrard la biomasa fungica que permita una mayor remocion. Por ultimo

se procede a establecer los pasos o protocolo para el desarrollo de dicho bioadsorbente teniendo
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en cuenta el acondicionamiento de la biomasa, la inoculacion, el tipo de fermentacion y la

obtencion de la geometria final.
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OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Proponer el uso de pulpa de café y biomasa de Aspergillus niger en la obtencion de un

bioadsorbente para la remocion de metales pesados.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Describir las caracteristicas fisicoquimicas de la pulpa de café a través de un analisis
bibliogréafico.

e ldentificar las condiciones operacionales que permitan el desarrollo de un bioadsorbente
(pulpa de café y Aspergillus niger).

e Especificar un protocolo para el desarrollo del bioadsorbente de pulpa de café y biomasa de

Aspergillus niger en asociacion bidtica y abiotica.
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1 MARCO TEORICO

A continuacién se encuentran los principales conceptos que hacen parte del lenguaje de la

tematica para el tratamiento de aguas residuales.

1.1  Agua residual

Son aquellas aguas y materiales derivados de residuos domésticos o industriales, las cuales no
se pueden desechar vertiéndose sin un tratamiento previo, resultan de la combinacién de liquidos
y residuos solidos que provienen de residencias, edificios, industrias, actividades agricolas,

clasificadas en [2]:

1.1.1 Domeésticas

Residuos humanos que llegan a la red de alcantarillado por medio de descargas e instalaciones
hidraulicas, asi mismo en residuos originados en establecimientos puablicos y comerciales
[2]. “Este tipo de agua se compone en un 99,9% de agua potable y un 0,1% de solidos
suspendidos, siendo un 70% organicos y un 30% inorganicos, donde los organicos presentan una
composicién del 40 al 60%, carbohidratos del 20 al 50% y grasas del 6 al 12%. Y entre los
solidos inorgénicos se encuentran arenas, sales y metales” [3]. “Generalmente no contienen
elementos peligrosos ni toxicos, pero presentan gran cantidad de patdgenos y agentes infecciosos
como los Coliformes fecales, totales, Escherichia coli, entre otros, los cuales se deben
fundamentalmente a los desechos humanos y animales, donde las sustancias predominantes son

el nitrogeno y el amonio de las excretas” [4].

1.1.2 Industriales

“constituyen desechos liquidos procedentes de procesos realizados por féabricas e industrias
los cuales contienen aceites, detergentes, acidos, grasas, antibidticos, subproductos quimicos
vegetales y animales” [5].

1.1.3 Aguas Blancas

“pueden proceder de la atmosfera como la lluvia, la cuales fluyen desde los techos, calles,

jardines y demas superficies del terreno, una parte es drenada y conducida a la red de

21



alcantarillado y otra queda en la superficie arrastrando tierra, arena, hojas, residuos o riegos y
limpieza de los parques, calles y lugares publicos” [5].

Este tipo de aguas traen consigo diferentes inconvenientes que pueden afectar a la salud de los
seres vivos y los ecosistemas; como lo son malos olores y sabores dada las sustancias que se
encuentran en estas, proliferacion microbiana, procesos de descomposicion y disminucion de

sulfatos y sulfitos, accion toxica por compuestos organicos e inorganicos, entre otros.

1.2 Metales pesados

Se entiende por metales pesados a elementos que estan presentes en la naturaleza los cuales
cuentan con un alto peso molecular y alta densidad, estos en grandes concentraciones resultan ser
toxicos y contaminantes [6]. «Se distinguen dos grupos fundamentales: el primero son los
micronutrientes que son necesarios para el organismo y la vida humana, se requieren en pequefias
cantidades As, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Mo, V, Zn y Se, en el segundo grupo encontramos los metales
pesados no esenciales los cuales en ciertas cantidades provocan disfunciones en el organismo, estos son
Be, Hg, Pb, Sh, Sn, Tiy Cd» [7].

Los metales pesados al no ser degradables, se depositan en los entornos aire, agua y suelo, pero
se encuentran presentes principalmente en aguas residuales las cuales proceden de sectores
industriales como la mineria, refineria, curtiembres, entre otros. Por tal razén se requiere en

primera instancia implementar un tratamiento para la remocion de dichos metales.

1.3 Metales pesados en el ecosistema acuatico

«Los metales pesados, tales como el cadmio, mercurio, plomo, cobre, zinc, entre otros, son
considerados como serios contaminantes de los ecosistemas acuéticos, por su persistencia en el ambiente,
toxicidad y habilidad para ser incorporados en la cadena alimenticia. También pueden causar graves
dafios a nivel celular, dada su capacidad para desnaturalizar proteinas, ser asimilados por el fitoplancton y
organismos filtradores, provocando graves alteraciones ecoldgicas y biolégicas al ecosistema [...]. Los
metales que entran al mar como producto de las emisiones terrestres pueden disolverse en el agua o ser
transportados directamente a los sedimentos acuaticos. Si un metal excede el limite de solubilidad en el
agua, puede precipitar como una fase sélida o ser adsorbido en el material en suspensién y finalmente
depositarse en los sedimentos. Muchos organismos acuaticos pueden absorber o liberar metales
directamente de los sedimentos. Algunos de ellos pueden, también, formar compuestos volatiles debido a

la actividad biolégica o a cambios en las condiciones redox del agua y de los sedimentos» [8].
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Tabla 1.

Principales metales pesados utilizados en la industria, hogares y la zona

minera.
Metal Industria
Cadmio
Cromo Industrial y doméstico
Estafno Industrial metaldrgica y tratamiento de superficies metalicas.
Niquel Cromo |1l en curtido de pieles
~ Zinc
Cobre Electricidad, fitosanitarios, pinturas
Fabricacion y reciclaje de baterias, pinturas, aditivo
Plomo .
de combustibles
Selenio Electrénica, cosméticos
Arsénico Electroquimica, fluorescentes, termometros
Cianuro Industria quimica, plaguicidas, textiles, plasticos, metal.

Nota: Esta tabla muestra los principales metales pesados utilizados en la
industria, hogares y la zona minera. Tomado de EMACSA

1.3.1 Plomo

“Es uno de los metales mas abundante en la naturaleza, tiene numero atdbmico 82 y peso
atomico 207, densidad especifica de 11.4 a 16°C. Presenta color azul, punto de ebullicion de
1725°C, punto de fusién de 327.4°C y cuenta con la capacidad de formar sales, compuestos
organometalicos y Oxidos” [9]. “Entre los minerales de mayor importancia de plomo se
encuentra la galena (PbS), la cerusita (PbCO3), lacrocoita (PbCrO4) y la piromorfita (Pbs
(PO4):CI)” [10].

Este es utilizado principalmente en la fabricacion de acumuladores, soldadura, municiones,
elementos de construccidn, pigmentos, joyeria, cosmetologia, aleaciones de ceramica, radiacion
atémica, insecticidas, forros para cables, fabricas de baterias, uso de gasolina entre otros [11].

La exposicion de plomo se lleva a cabo en el proceso de inhalacion o via oral la cual es la més
comun para la intoxicacion, ademas puede entrar por la comida en (65%), aire (15%) y agua
(20%) en este caso la contaminacion por plomo se da debido a la corrosion en las tuberias [7].
“Esto causa diferentes problemas en la salud como el retraso mental de los nifios, enfermedades

cardiovasculares, hipertension, dafio en los rifiones, dafio en el cerebro, abortos, disminucién en
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la fertilidad del esperma, anemia, siendo las mujeres embarazadas las principales afectadas”
[12].

«En el medio ambiente, las altas concentraciones se encuentran principalmente por la intervencion
humana especialmente por su uso en combustibles, ya que al ser utilizado en los motores, se genera sales
como el cloruro, bromuro y éxidos los cuales son procedentes del plomo quemado. Dichas sales se
incorporan a los ecosistemas, donde las particulas de mayor tamafio se precipitan en los suelos y los
efluentes hidricos causando envenenamiento de especies presentes en ellos, mientras que las particulas
ligeras ascienden a la atmdsfera y se distribuyen en el aire provocando contaminacién y entrando en la
cadena alimenticia. Por otro lado también provienen de diferentes tipos de industria como el petrdleo, la
combustion de residuos solidos, pinturas y de aquellas tuberias de plomo que presentan corrosion» [...].

Este metal tiene un gran efecto negativo en los mares dado que altera las funciones del

fitoplancton [13].

1.3.2 Mercurio

«Metal noble perteneciente al grupo 1IB con nimero atdmico 80, peso atémico 200.59 con punto de
fusion de -38.4°C, punto de ebullicion 357°C, que presenta color blanco plateado, este existe en diferentes
formas como elemental e inorganico u organico. Cuenta con una gran cantidad de is6topos naturales
como 202 (29.8 %), 200 (23.13 %), 199 (16.84 %), 201 (13.22%), 198 (10.02 %), 204 (6.85 %) y 196
(0.146 %) y minerales como la corderoita (HgsS,Cl,), la livingstonita (Hg Sh,S-), la montroidita (HgO),
el calomel (HgCl) y el metacinabrio» [14].

“En su forma natural proviene de actividad volcanica, erosion de las rocas o actividad humana
siendo esta la principal fuente de emision” [7].

“Es utilizado en fabricacion de pilas, empastes dentales, agricultura, mineria de oro, cobre
plata y carbdn, pinturas, productos farmacéuticos, catalisis, aparatos eléctricos, cremas y jabones,
produccién de papel, farmacos, termometros, incineracion de residuos peligrosos y bioldgicos
infecciosos” [...]. «La principal ruta de ingreso para a los humanos es la cadena alimenticia ya que los
peces que se encuentran en el ecosistema acuatico contaminado por mercurio son transmisores de este
contaminante y termina finalmente en los seres humanos provocando enfermedades e intoxicacién. Entre
los sintomas producidos ante exposicidn constante a este elemento se presenta la taquicardia, gingivitis
pérdida de memoria, delirio, cancer, alucinaciones, excitabilidad, problemas neurolégicos, temblores y
pérdida de la sensibilidad en las extremidades debido a la neurotoxicidad, ademas que puede provocar

pérdida de vision y audicion, espasmo, coma y la muerte, entre otros » [...]. A nivel ambiental tienen
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efecto sobré la atmdsfera, el agua, el suelo y la biota, los sedimentos y la fauna provocando
coagulacién de la mucosa digestiva, gastroenteritis, dafio en los rifiones en el colon y estomatitis,
alteracion en la presion sanguinea, sistema renal, neumonia, en hembras embarazadas afecta la
fertilidad, entre otros [12].

“En el agua, en el suelo y en las bacterias metandgenas, a través de un proceso de metilacion,
transforman el HgO en MeHg, la forma maés toxica de este metal. Esta modificacion lo hace mas
lipofilico, por lo cual se acumula facilmente en la cadena trdfica animal. EI MeHg se une a las

proteinas de las algas y del plancton” [15].

“Cuando los valores de pH estdn entre cinco y siete en las aguas superficiales, las
concentraciones de Mercurio en el agua se incrementaran debido a la movilizacion del Mercurio

en el suelo, acumulandose en las plantas y champifiones” [13].

1.3.3 Cadmio

«Elemento quimico perteneciente al grupo 11B con nimero atémico 48, peso atémico de 112.40, punto
de fusion de 310.9°C y de ebullicion 765°C, este es dificil y raro de encontrar razon por la cual se asocia
al zinc. Es un metal dictil, maleable y blando, presenta un color blanco con matiz azul, es divalente en
todos sus compuestos estables y su anion incoloro, con ocho isétopos estables y once radiois6topos
inestables de tipo artificial. Este metal es muy toxico, tiene efectos similares a los ocasionados por el

mercurio» [7].

“Es utilizado en plasticos, pilas, pinturas, abonos, bateria, soldadura, farmacéutica, vidrio,
fotografia, pigmentos, asbestos, abono, estabilizadores de plastico, galvanizacion, porcelana,
quema de combustible fosil, fabricacion de baterias niquel-cadmio, entre otros” [7].

“La principal fuente de exposicion son los alimentos y el agua, se estima que alrededor de
25000 toneladas de cadmio se vierten anualmente en los rios” [16]. “La absorcién de cadmio por
el aparato respiratorio produce lesiones en el pulmén las cuales pueden ser mortales, otros
efectos son enfermedades renales, aumento de la presion sanguinea, enfermedades en el higado,
lesiones en el cerebro y en los nervios, diarrea, dafios en el sistema inmune, desorden
psicoldgico, desarrollo de cancer, fractura en los huesos, entre otros” [...]. «A nivel ambiental, este

elemento se encuentra en el agua y suelo, se adhiere fuertemente a las particulas de la tierra y se incorpora

en la flora y fauna, las especies vegetarianas son las que mas ingieren cadmio y presentan los mismos
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sintomas y enfermedades que los humanos. Especialmente al ingerir hongos los cuales son los que
acumulan en mayor proporcién cadmio procedente del ambiente» [12].

«El cadmio que es liberado al ecosistema acuético se da principalmente por la descomposicion de
rocas y por actividad industrial como la produccion de zinc, minerales de fosfato y bioindustrias de
estiércol, al igual que los fertilizantes los cuales quedan retenidos en los suelos y en el agua. Asi mismo
estos se encuentran en la atmosfera provenientes de fuegos artificiales y volcanes, quema de combustibles
fosiles y residuales. De igual manera se debe tener en cuenta que este metal es altamente tdxico en los
suelos ya que es adsorbido por medio de las plantas especialmente si el suelo es acido, esto ocasiona que
los animales que se encuentran en el ecosistema al ingerir dichas plantas presenten un proceso de

envenenamiento, causando dafios potenciales en pequefias concentraciones» [13].

1.3.4 Arsénico

«Elemento quimico con nimero atémico 33, peso atdmico de 74.922, con 17 nucledtidos radioactivos.
Se encuentra naturalmente como mineral de cobalto y en rocas combinada con azufre y metales como Co,
Fe, Ag, Mn, Sn, Ni. Se utiliza en productos agricolas, tratamiento de madera, refinacion de petroleo,
anticorrosivos, ceramica, vidrio, bronceador de piel, pigmento, pintura, medicamentos, industria de
mineria y fundicion, entre otros» [12].

“Es uno de los elementos mas tdxicos, su principal fuente de exposicion es el agua, aire y la
comida, en los alimentos se encuentra de forma inorganica y organica
como arsenobetaina, arsenocolina, arsenoazucares y lipidos” [17]. “La exposicion al arsénico
inorganico puede causar cambio en la piel, irritacion en los pulmones, disminucién de glébulos
blancos y rojos, irritacion estomacal e intestinal, cancer en la piel, los pulmones y el higado,
infertilidad, disminucién de defensas, dafios en el corazon y el cerebro, entre otros” [12].

A nivel ambiental, se puede encontrar en la tierra, el aire y el agua, causando dafios en la
salud de los animales, alterando el material genético de los peces y los animales que se alimentan
de estos, asi mismo de las plantas.

«En los medios acuaticos, existe en forma de arseniuros y arseniatos. En los sedimentos y los suelos,
los arseniatos son absorbidos de forma répida y de hierro o de hidroxido de aluminio, reduciendo la
capacidad y velocidad de percolacion y la disponibilidad para los sistemas bioldgicos. En los
microorganismos, las plantas y los animales, existe metilacion y reduccion de los compuestos del
arsénico. Permitiendo la produccion de compuestos del arsénico estables fisicoquimica y biolégicamente»
[...]. “Las plantas absorben Arsénico bastante facil, es por esto que las concentraciones en altos

rangos pueden estar presentes en la comida de los organismos de las aguas dulces consumidores
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de estas, las aves comen estos peces con altas cantidades de Arsénico y mueren como resultado

del envenenamiento por la descomposicion de este en sus cuerpos” [13].

1.3.5 Cobre

“Elemento quimico con nimero atomico 29, metal de transicion no ferroso, es abundante y
utilizado por sus propiedades fisicas, quimicas mecanicas y eléctricas. Cuenta con dos isétopos
naturales estables y nueve inestables (radiactivos). La mayoria de cobre se obtiene de sulfitos
minerales como los son calcocita (Cu,S), covelita (CuS), calcopirita (CuFeS,), bornita
(CuFeS3) y enargita (CuzAsSs)” [...]. “Es utilizado en maquinas industriales, equipos eléctricos,
monedas, joyeria, aleaciones de bronce, laton niquel, pinturas, maquillaje, techos, tuberias,
clavos, instrumentos musicales, medios de transporte, entre otros” [...]. “Se encuentra presente
en el agua, aire y el suelo, a altas exposiciones pueden causar dolor de cabeza, mareo, vomito,
diarrea, dafio en el rifién, dafio en el higado, puede ser cancerigeno, causar necrosis hepatica y la

muerte, entre otros” [12].

“A nivel ambiental se encuentra presente en el aire por un largo periodo de tiempo, esto se da
por la liberaciéon durante la combustion de fuel posteriormente termina en los suelos mediante
la lluvia, asi como en el agua superficial el cual viaja por largos trayectos, pasando a las plantas y
a los animales dafando la salud de estos” [...]. «Este metal es liberado al medio dado a los procesos
naturales como el polvo, descomposicion vegetal, incendios forestales, tormentas y aerosoles marinos.
Por otro lado proviene de la intervencién humana por actividades como mineria, produccién de metal,
madera y fertilizantes fosfatados. EI cobre es una fuente potencial de contaminacion para la fauna y flora
dado que la vegetacion no puede crecer en suelos con presencia del metal y al no descomponerse en el
ambiente se acumula en los animales dafiando su salud y causando envenenamiento a bajas

concentraciones» [13].

1.3.6 Cromo

“Elemento quimico con numero atémico 24, peso atomico 51.996, presenta color blanco
plateado duro y quebradizo, no se encuentra en la naturaleza, esta libre de oxigeno, hidrogeno,
carbono y nitrégeno, siendo muy ductil con cuatro isétopos. Los estados de oxidacién mas
importantes son Il (cromosos) que es un estado basico, Il (crémicos) que es anfotero y VI

(Cromatos) es acido” [...]. “Se utiliza para la elaboracion de anticorrosivos, fabricacion de
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pigmentos, conservacion de madera, fabricacion de vidrios, esmaltes de color y recubrimientos
para galvanizado. El cromo en estado de oxidacion 6 es el que cuenta con mayor aplicacion a

nivel industrial debido a la capacidad para formar sales coloreadas e insolubles”[18].

«Las personas estan expuestas por la alimentacién, al respirarlo y por contacto con la piel, siendo el
cromo (V1) el més peligroso para la salud ya que puede causar alergia, erupciones cutaneas, irritacion en
la nariz, sangrado, malestar estomacal, Ulcera, problemas respiratorios, dafio en los rifiones e higado,
cancer de pulmon, alteracion genética, muerte. En animales puede causar enfermedades respiratorias,
defectos de nacimiento, tumores, infertilidad» [12].

«El Cromo entra en el aire, agua y suelo en forma de Cromo (I11) y Cromo (VI) a manera general se
encuentra en los cultivos que pueden regular la adsorcion, pero cuando la cantidad de Cromo en el suelo
aumentan las concentraciones en los cultivos, las plantas usualmente absorben solo Cromo (I11) que es
esencial, pero cuando las concentraciones exceden el valor, se presentan efectos negativos [...]. No es
conocido que el Cromo se acumule en los peces, pero altas concentraciones de Cromo, debido a la
disponibilidad de metales en las aguas superficiales, pueden dafiar las agallas de los peces que nadan
cerca del punto de vertido. En animales el Cromo puede causar problemas respiratorios, una baja
disponibilidad puede dar lugar a contraer las enfermedades, defectos de nacimiento, infertilidad y

formacion de tumores» [13].

1.4  Tratamiento quimico para la remocion de metales pesados de aguas residuales

Estos tipos de tratamientos son los més utilizados para la remocién de metales pesados, sin
embargo presentan bajas eficiencias, generan residuos toxicos y presentan un alto costo para su
implementacién. Por este motivo los tratamientos bioldgicos resultan méas atractivos para estos
procesos, por la simplicidad del proceso, las altas eficiencia y la facil adquisicion de la materia

prima.

Entre las técnicas mas utilizadas se encuentran:

1.4.1 Filtracion por Membrana

“En la filtracion por medio de membranas se emplea el uso de una barrera selectiva que limita
el paso de determinados compuestos al otro lado de ella” [18]. “Se ha utilizado en varios sectores
de la industria quimica, en la quiebra de aze6tropos de mezclas de solventes organicos y en el

area médica, como en la hemodialisis y en la dosificacion controlada de remedios, pasando por la
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biotecnologia, industria alimenticia, farmacéutica y en el tratamiento de aguas industriales y
municipales” [...]. “Este tipo de separacion trata y recupera las sales metalicas y las membranas
se llegan a clasificar de acuerdo al tamafio de los poros, para osmosis Reversa:< 0,002 um;

Nanofiltracion: < 0,002 um; Ultra filtracion: 0,2 a 0,02 pum y Micro filtracion: 4 a 0,2 um” [19].

Entre las ventajas cabe resaltar las altas eficiencias de separacion, funcionamiento a
temperatura ambiente, bajo consumo energético y la facilidad para combinarse con otras
técnicas. Como desventajas se encuentran los altos costos en cuanto a la membrana, es una
técnica que no elimina el contaminante si no que Unicamente lo concentra y genera grandes

corrientes de residuos a la cual se le debe realizar otro tratamiento [13].

. Electrodialisis: “Aqui se emplea un filtro tipo prensa de compartimientos delgados entre
electrodos generando una diferencia de potencial permitiendo el movimiento de los iones para el
intercambio cationico y anionico” [20]. Esta técnica puede remover iones hasta de 0.0001um
[21]. Esta técnica puede utilizar varias fuentes de energia lo cual seria una ventaja, sin embargo
se requiere de gran cantidad de energia para que el proceso se lleve a cabo, ademas de que se

debe operar bajo el limite de densidad de corriente [13].
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Tabla 2.

Condiciones de la electrodialisis en diferentes estudios como técnica para la eliminacion de
metales pesados.

Especie Condiciones % eficiencia
P pH Co trr T (°C)  Método y complemento de remocion
Electrodialisis de
+2 0.12 ¢g/L; 0.11 intercambio iénico hibrido,
Cu ! o/L; 0.09 g/L 2h 25 con un DVB entrecruzado 41,33y3l
grado variable de 2,4 y 8%.
Membrana liquida Hybrid
2 de 20 — 30 um-
Co 6 0.06-3.0 /L 3n 25 Electrodialisis — Proceso de >15
electrolisis.
, Electrodialisis para la
Cu* 9.09/L;05 separacién de metales
Fe *2 NA g/L 4y 24h 25 compartimiento de 5 celdas %66y 995
de 14 mm de espesor.
Mo 3.8 0.3 g/L 1- o5 Separacion de especies de 452 _ 66.6

39min Mo por electrodidlisis.

Nota: Esta tabla muestra las condiciones de remocién y su % de eficiencia de diferentes metales
pesados mediante electrodidlisis. Tomado de Tratamientos para la Remocién de Metales Pesados

Comunmente Presentes en Aguas Residuales Industriales. Una Revision.

o Osmosis Inversa: “Proceso en donde un disolvente fluye a través de una membrana,
dejando una parte de la disolucidon concentrada y la otra diluida, el disolvente va hacia la
disolucion mas diluida logrando separar el soluto por presion mayor que la osmotica” [19]. La
capacidad de seleccion es este proceso es de 0.0001mm [21]. Entre las ventajas mas notorias de
esta técnica estan su simple operacion, altas eficiencias y el uso de diferentes fuentes energéticas,
mas sin embargo esta requiere gran cantidad de energia, el costo de la membrana es alto y solo se

puede utilizar en efluentes con agua de alta dureza [22].
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Tabla 3.

Condiciones de la técnica de osmosis inversa en diferentes estudios.

Especie Condiciones % eficiencia
P pH Co trr T (°C) Método y complemento de remocion
Osmosis inversa en
B 9 7000 - 15000 NA o5 aplicacion de desalacion de o5
mg/L agua de mar. Membrana de
20 um.
Osmosis inversa (membrana
2 5.5- AG2521TF 10 um) y la i
Fe 8.5 20 mg/L 4h 12-29 oxidacioén del concentrado 30-40
por energia solar foto-fenton.
Ni, Co 7 240 mg/L NA o5 Proceso de separacion por 99.6

membrana Dow Chemical.

Nota: Esta tabla muestra las condiciones de remocién y su % de eficiencia de diferentes metales
pesados mediante osmosis inversa. Tomado de Tratamientos para la Remocion de Metales

Pesados Comunmente Presentes en Aguas Residuales Industriales. Una Revision.

o Nanofiltracion: “Técnica resiente que emplea membranas con poros <1 nm de 10 a 15
bar, capaz de retener especies neutras con peso molecular <200 a 300 g/mol, y también para rechazar
iones inorganicos por exclusion de tamafio, suele presentar mayor rechazo de iones divalentes y
menor rechazo de iones monovalentes” [20]. Entre sus principales ventajas se destacan la reduccion
de metales pesados, nitratos, sulfatos, taninos y la turbidez y dentro su operacion no requiere el uso
de sustancias quimicas. Sin embargo requiere de gran cantidad de energia, algunas veces de

tratamientos previos y su costo de implementacion es alto [13].
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Tabla 4.

Técnica de Nanofiltracion en diferentes estudios.

Especie Condiciones % eficiencia
pH Co tr T(°C)  Método y complemento de remocion
Nanofiltracion,
2 . recubrimiento de poliamida
CP:EI*Z 5.8 128 rrw?gllLL ’ 10h 25 aromatica en sustrato de 98.5- 96
polisulfona con poros 0.262
nm.
Fet2 4920 mg/L; Puri;icafgién de &cido
+2 ! osforico por
'I\A‘/Ilg” 6-7 3;91%% nr:]gg//t 36h 25 Nanofiltracion. Membrana 98- 96
DS5 DL 0.5nm.
Tartrato de sodio y potasio
Cg? (PST) en un proceso de
71 *2 2-11 80 mg/L 4y24h 20-22 Nanofiltracion con 95.5- 98
membrana Ge Osmosnic en
poliamida aromatica.
Mg 2000. 8000 Recupgracién de Lien alta
Li* 6-7 mé/L NA 20 relacién de salmuera con 80.1 -85

membrana NF 90.

Nota: Esta tabla muestra las condiciones de remocién y su % de eficiencia de diferentes metales
pesados mediante Nanofiltraciobn. Tomado de Tratamientos para la Remocion de Metales

Pesados Comunmente Presentes en Aguas Residuales Industriales. Una Revision.

o Ultrafiltracion: “Método de filtracion en flujo transversal que posee similitud con la
0SmMosis inversa pero a presiones mas bajas, elimina particulas de tamafios entre 0.002 a 0.1
micras (um) y rechaza sustancias orgénicas de peso molecular mayor que 1,000” [23]. En esta
técnica se resalta su facil uso, cortos tiempos de operacién y los bajos costos operacionales, pero
sus principales desventajas radican en el uso de altas presiones y el requerimiento de agentes

quimicos para su limpieza [22].
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Tabla 5.

Ultrafiltracion en diferentes estudios para remover metales pesados.

Especie Condiciones % eficien_cia
pH Co try T(°C)  Meétodo y complemento  de remocion
cq” Nanofilf[racién micelar
Fe*2 mejorada con

+2 nonaoxietileno oleiléter
Cu 6.5 20 mM 2.5 Amb RO90 en contraste con >95

Zn*? . .
Ni*2 dodecilsulfato de sodio
(SDS).
Separacion de Cd y Cu de
, aguas ricas en fosforo por
cd* 35-  0.4-0.7mg/L; ultrafiltracion micelar
Cu *? 4.5 0.4-0.6mg/L NA 25 mejorada, membrana 843y 75
Amicon 8400 stirred cell,
Milipore.
Evaluacién micelar
Cd 0.3 50 mg/L NA 5. 45 mejorada ultrafiltracion 98

con agentes tensoactivos
mixtos.

Nota: Esta tabla muestra las condiciones de remocién y su % de eficiencia de diferentes metales
pesados mediante Ultrafiltracion. Tomado de Tratamientos para la Remocion de Metales Pesados

Comunmente Presentes en Aguas Residuales Industriales. Una Revision.

1.4.2 Intercambio Iénico

«Es un proceso fisico donde los iones de la solucion son transferidos en un matriz sélido conocido
como resina de intercambio en donde se captan cationes o aniones, con el fin de separar sales del agua.
Este tratamiento reduce la concentracion de los metales pesados y se utiliza cuando esta no es tan alta
dado que el costo de su implementacion es demasiado elevado. Las principales ventajas de intercambio
ionico son la recuperacion del valor del metal, la selectividad, menos volumen de lodos producidos y la
reunién de las especificaciones de descarga estrictas» [21]. Entre las ventajas de esta técnica se
encuentran la eliminacion de iones, costos energéticos bajos, larga duracion y rendimientos del
98%. Como desventajas esta requiere de agentes quimicos para su limpieza y grandes

desperdicios de agua para su regeneracion [22].
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Tabla 6.

Condiciones experimentales de intercambio ionico a través de resinas.

Especie Condiciones % eficiencia
pH Co try T(°C) Métodoy complemento  de remocion
Fo*? Resina THQSA sintetizada
cu? por_reaccién de epoxi
Zn*2 45 2458 mg/L 4n o5 propil éter,d(_a tamarindo 60 - 90
Cd™ ~con ac_ldo _8—
Ph*2 hldrOX|qum_oI|na-5-
sulfénico.
) Adsorcion y desorcion de
Cd 3 30 mg/L 24h 26 Cd (1) con resina DOOL. 185.8 mg/g
Cr*i Resina sintetizada en la
Ni* reaccion de poli metil vinil
Cu*? 5-6 0.5-20 mM 24h 26 éter alt anhidrido maleico 29.95-157.25
Cd* (MVE-alt-MA), polimero mg/g
Co* con una base de Schiff.

Nota: Esta tabla muestra las condiciones de remocién y su % de eficiencia de diferentes metales
pesados mediante el intercambio i6nico a través de resinas. Tomado de Tratamientos para la
Remocion de Metales Pesados Comdnmente Presentes en Aguas Residuales Industriales. Una

Revision.
1.4.3 Adsorcion (Convencional)

“Esta técnica presenta una amplia variedad para la remocion de contaminantes, es dependiente
del tipo de adsorbente y de este también depende su rendimiento, por su estructura fisica” [20].
Es una técnica bastante robusta y eficiente con los contaminantes prioritarios como la materia

orgéanica, farmacos y endocrinos [20].

o Carbon Activado: «Proceso donde un sélido (el carbon activado) se utiliza para remover
una sustancia soluble del agua. El carbon activo posee una superficie interna muy grande (entre
500 a 1500 m ?/g) lo que conlleva a una ideal adsorcién, viene en dos variaciones: Carbén
activado en polvo (PAC) y carbon activado granular (GAC). La version de GAC se utiliza sobre
todo en el tratamiento de aguas por su facilidad de fijar sustancias» [21]. En cuanto a esta técnica
no se requiere de gran espacio, se puede incorporar a cualquier instalacién de tratamiento de

agua residual y son menos exigentes que otros tratamientos [13].
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Tabla 7.

Condiciones experimentales de algunos carbones.

Especie Condiciones % eficiencia
P pH Co try T(°C) Métodoy complemento  de remocion
Pb+2
2 29 mg/g de
n 5  10-180mg/L  24h 20 Carbono mesoporoso 72’5 177
Cu ordenado CMK-3. +2
Cd™ mg/g de Pb
. Fe-BC (hierro a base de
Cr 7.8 0.12 mg/L 2min Amb carbon de bambi). >0.05 mg/L
Carbon activado
Pb*? 4 100 mg/L 6h Amb procedente de huesos de 50%
vaca.
18.65 mg/g
Cu™ Carboén activado de Cu, 16.12
Ni*? 5,5  10-100 mg/L  5min-20h  20-40 producido a partir de mg/g de Niy
Zn*? piedras tunecinas. 12.19 mg/g
Zn

Nota: Esta tabla muestra las condiciones de remocién y su % de eficiencia de diferentes metales
pesados mediante algunos carbones. Tomado de Tratamientos para la Remocion de Metales

Pesados Comunmente Presentes en Aguas Residuales Industriales. Una Revision.

° Nanotubos de carbono: “Han despertado una amplia atencion como un nuevo tipo de
adsorbentes debido a su capacidad excepcional para la eliminacion de diversos contaminantes
inorgénicos, orgéanicos y radionucleidos a partir de grandes volimenes de aguas residuales” [21].
Entre sus ventajas se destacan las altas eficiencias atdmicas y la baja generacion de residuos.
Como desventajas requiere precursores volatiles y toxicos como el ferroceno y requiere altas

temperaturas [13].
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Tabla 8.

Condiciones experimentales de nanotubo de carbon con otros complementos.

Especie Condiciones % eficiencia
P pH Co try T(°C)  Métodoy complemento  de remocion
Co* 0.8 mg/L; o
2 ; Diatomita tierra compuesto
Ca 40 mg/L; or el método de
Mg*2 6 23 mg/L; 10min Amb porein 91.3
w2 deposicion de vapor
Zn 0.2mg/Ly uimico
Fe' 0.33 mg/L g '
NCT (nanotubos de carbén
Zn* 10 1.1 mg/L 120min Amb funcionalizado) y BM 2 NI(33|\'I;Iy &

(Biocarbon magnético)
Nanotubos de carbono de
pared multiple (MWCNT) 4.9 mg/g de

Zn 60 mg/L; impregnado con di-(2-etil Cu, 4.78
Cu 5 50 mg/L y NA Amb hexilo &cido fosférico) mg/g de Niy
Ni 40 mg/L (D2EHPA) y 6xido de 4.8 mg/g de
fosfina de tri-n-octilo Zn
(TOPO).

Nota: Esta tabla muestra las condiciones de remocién y su % de eficiencia de diferentes metales
pesados mediante nanotubos de carbon. Tomado de Tratamientos para la Remocion de Metales

Pesados Comunmente Presentes en Aguas Residuales Industriales. Una Revision.

1.4.4 Precipitacion quimica

«Este proceso es utilizado para la obtencién del sélido ya sea por un proceso de evaporacion de un
disolvente, enfriamiento del disolvente o reacciones quimicas. Este tipo de técnicas es muy utilizado dada
su sencillez, sin embargo el mantenimiento es demasiado costoso por la generacion de lodos. Se han
empleado precipitacioén por sulfuros con solubilidad baja y precipitados no anféteros por lo que puede
lograr altos rendimientos y sustancias quelantes pero estas no tienen eficiencias muy altas y producen un

riesgo al medio ambiente» [21].
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Tabla 9.

Remociones de metales pesados empleando técnicas de precipitacion quimica.

Especie Condiciones % eficien_c,ia
pH Co try T(°C) Meétodoy complemento  de remocién
Ni Precipitacion por
Zn 12 22 mg/L 1h Amb galvanoplastia Ni 80 - 90
Al servoasistida por LDH.
47 Precipitacién con 1.3-
Hg* 6 4 65.6 pg/L 1h Amb benzenediamidoethanet >09.9
: hiolate.
Asf 6.080 mg/L; Reactor con distribuidor
Cu* 70 mg/L; multiarranque sumergido
Cd*? 1 95 mg/L y 1h Amb para la alimentacion de >99.9
Pb*2 45 mg/L sulfuro.
g‘: Nanocompuestos como
cu microparticulas
. superparamagnéticas que
;E 4 1 mg/L Smin Amb actian como semillas 95-99
As para precipitados de
Hg hidréxido de hierro.

Nota: Esta tabla muestra las condiciones de remocién y su % de eficiencia de diferentes metales

pesados mediante precipitacién quimica. Tomado de Tratamientos para la Remocion de Metales

Pesados Comunmente Presentes en Aguas Residuales Industriales. Una Revisién.

1.4.5 Electrocoagulacion

“Se utiliza la electricidad para eliminar contaminantes suspendidos, disueltos o emulsificados.

Consiste en inducir una corriente eléctrica mediante placas metélicas de diversos materiales. Esta

corriente eléctrica proporciona fuerza electromotriz que induce las reacciones quimicas que

desestabilizan los contaminantes que se encuentran presentes. De esta manera los contaminantes

forman agregados hidrofobicos que se precipitan y/o flotan y se pueden remover facilmente”

[24].
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Tabla 10.

Condiciones experimentales para remover metales pesados mediante electrocoagulacion.

Condiciones % eficiencia
pH Co try T(°C)  Meétodo y complemento  de remocion
Después de la
electroquimica, los
Cu*? 4-8 12 ppm 30 min Amb liquidos dosificados se 95
llevaron a floculacién y
sedimentacion.
Potasio clorhidrico fue

Especie

Ni*? adicionado para 99
Pb*2 1-7 1 ppm 0-10min  Amb incrementar la 98.3
Cd* conductividad de la 96.8
solucion.

2 , Un electro-reactor con
gﬂg gg Bgm _ electrodos de acero de
Ni*2 9.5 57 ppm y 45min 26 ca_rbono_de >97
202 20 ppm configuraciones

monopolares.

Nota: Esta tabla muestra las condiciones de remocién y su % de eficiencia de diferentes metales
pesados mediante electrocoagulacién. Tomado de Tratamientos para la Remocion de Metales

Pesados Comunmente Presentes en Aguas Residuales Industriales. Una Revision.

1.4.6 Coagulacion-Floculacion

«Con este método se busca la desestabilizacion del coloide y su posterior aglomeracion. Inicialmente
el coagulante se encarga de eliminar la capa eléctrica que caracteriza al coloide y mediante una
floculacion se aglomera los coloides por la atraccion de las particulas. Se debe tener en cuenta la dosis
quimica, el efecto energético de la mezcla y el tiempo de mezcla. Los coagulantes quimicos que se
utilizan comunmente en el tratamiento de aguas residuales incluyen alumbre (AI2(S04)3-18H20),
cloruro férrico (FeCl3-6H20), sulfato férrico (Fe2(S04)3), sulfato ferroso (FeSO4-7H20) y cal
(Ca(OH)2. Con respecto a los floculantes se encuentran los cationicos para particulas de origen organico,
anionicos utilizados para particulas minerales y el no idnico que se utilizan en particulas orgénicas e
inorganicas» [21]. Unas de sus principales ventajas es la variedad de coagulantes y floculantes
naturales y artificiales que se pueden encontrar y la remocion de especies quimicas disueltas, y

como desventaja esta técnica afecta el pH del agua tratada [22].
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Tabla 11

Remocion de metales pesados mediante Coagulacion-Floculacion.

Especie Condiciones % eficiencia
pH Co try T(°C)  Meétodo y complemento  de remocion
Se utilizaron 3 coagulantes
Fe 15.2 mg/L (alumbre, cloruro férrico y 98
Zn 7 5.8 mg/L 30 min Amb cloruro de polialuminio) y 83
Ni 6.7 mg/L poliacrilamida anionico 63
como floculante.
Mg 308.7 mg/L . Se utiliza como coagulante 91.3
Fe 89  iasemgL 2OMn 28 Ca(OH),. 100

Nota: Esta tabla muestra las condiciones de remocién y su % de eficiencia de diferentes metales

pesados mediante coagulacién-Floculacion. Tomado de Tratamientos para la Remocién de

Metales Pesados ComUnmente Presentes en Aguas Residuales Industriales. Una Revision.

1.4.7 Electrofloculacién

“Proceso de formacion de hidroxidos de hierro o aluminio, que actian como gel con gran area

superficial, con la funcién de atrapar a las especies contaminantes previamente desestabilizadas,

separandolas de la fase acuosa. Las especies solubles como iones metélicos también se separan

mediante la adsorcion o por la formacion de complejos durante la disolucion anddica del hierro”

[25].
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Tabla 12.

Remocion de metales pesados mediante Electrofloculacion.

Especie Condiciones % eficiencia
pH Co try T(°C)  Meétodo y complemento  de remocion
Pb 94.4
2'('1 NA S; un;dlég(ge NA Amb Electrofloculacion. 222
Co 35.5
Cd 100
Zn 11 1% 30 min Amb Electrofloculacion 2v 99
Pb ' 95.5
Cu 98.6
cd 73 0.02% 5 min 50 Electrofloculacion 100
monopolar.

Nota: Esta tabla muestra las condiciones de remocién y su % de eficiencia de diferentes metales
pesados mediante Electrofloculacion. Tomado de Tratamientos para la Remocién de Metales

Pesados Comunmente Presentes en Aguas Residuales Industriales. Una Revision.

1.4.8 Flotacion

«Este método es utilizado para la separacion de minerales a partir de sus propiedades superficiales,
segun su comportamiento hidrofébico e hidrofilico. Existen diferentes tipos como son: la flotacion no
selectiva de aceite, flotacion de pelicula, flotacién de espuma y flotacion de iones, siendo estas dos
Gltimas las mas utilizadas [...]. El proceso de flotacion ion se basa en impartir las especies idnicas de
metal en las aguas residuales hidréfobas mediante el uso de agentes activos de superficie (tensoactivos) y
la posterior eliminacion de estas especies hidrofobas por burbujas de aire [...]. La flotacion de espuma es
una técnica de separacion en la cual se adhiere la particula hidrofobica a una burbuja gaseosa de aire, la
cual asciende a la superficie formando la espuma para su posterior remocién» [21]. Entre sus ventajas
esta se puede utilizar como sedimentacion primaria disminuyendo los sélidos suspendidos, y
como desventajas, esta requiere gran cantidad de aire comprimido y grandes espacios de

instalacion [22].
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Tabla 13.

Remocion de metales pesados mediante la técnica de flotacion.

Especie Condiciones % eficiencia
P pH Co try T(°C)  Métodoy complemento  de remocion
cu NA 1763 mg/kg oh Amb Flotacion en sedimentos 60.1-70.4
degradados. ' '
Eﬁ 8gg§ mgjt Ensayos de flotacion por 2:73;
Ni 13- 0'349 mg/L aire disuelto (FAD) con 25'7
Mn  10-  0.142 mg/L 2h Amb férfi?:g Lnogr{q '5 ii;'ﬁ:g;‘t’e 243
Cd 12 0.00138mg/L lores de pH 9L d y 84.6
Pb 0.025 mg/L 3 valores de pH acidos y 3 90.1
alcalinos.
Zn 0.599 mg/L 52.1

Nota: Esta tabla muestra las condiciones de remocién y su % de eficiencia de diferentes metales
pesados mediante flotacion. Tomado de Tratamientos para la Remocion de Metales Pesados

Comunmente Presentes en Aguas Residuales Industriales. Una Revision.

1.4.9 Fotocatalisis

«Se basa en la transferencia de carga a través de la interfaz entre el semiconductor y la solucion acuosa
contaminada. Donde la conductividad aumenta con la temperatura, y se genera un par de electrén-hueco,
ocurriendo la adsorcidon de los fotones y la distribucidn de diferentes estados electrénicos en la superficie,
degradando moléculas organicas colorantes y metales pesados. La fotocatalisis heterogénea con diéxido
de titanio no es selectivo, razon por la cual puede tratar mezclas con contaminantes complejos. Sin
embargo esta técnica es costosa y puede presentar un sobrecalentamiento en el agua» [21]. Entre
algunas de sus ventajas se destacan su escasa 0 nula selectividad hacia los contaminantes y la
descomposicion de reactivos usados como oxidantes en productos inocuos. Entre sus desventajas
se encuentran la opacidad que presenta al paso de la luz lo cual limita el diametro de los tubos

empleados y su alto costo de implementacion [26].
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Tabla 14.

Fotocatalisis como método para la eliminacion de metales pesados.

Especie Condiciones % eficiencia
Ph Co trr T (°C) Método y complemento de remocion
Sinergia de la
fotocatalisis y de
Cr* adsorcion para la 98.38
cr* 5 10 mg/L 90min 20-75 eliminacion simultanea 99.71
Cr(T) de Cr'®y Crconel 98.09
TiO,y nanotubos de
titanio.
Ag” 10 14.1
Pb*2 Eliminacion de iones 10.5
Hg*? exlc epto 2 ma/L. metalicos tdxicos de las 13.3
Cu*? el Cr, mg 20min 30 aguas residuales por 7.1
Cr* qug & fotocatélisis de 28.3
Fe*? semiconductores. 95.2
Fe* 6.4
Fotocatalisis en el nuevo
cre 2 150mgll.  25min 25 Sstemaheterop-CuCo, 44 o)

04/ n-TiO, en presencia
de acido tartarico.

Nota: Esta tabla muestra las condiciones de remocién y su % de eficiencia de diferentes metales
pesados mediante fotocatalisis. Tomado de Tratamientos para la Remocién de Metales Pesados
Comunmente Presentes en Aguas Residuales Industriales. Una Revision.

1.5 Biomasa microbiana para la remocion de metales pesados
1.5.1 Aspergillus

«El género Aspergillus es una estructura unicelular que pertenece al reino fungi, de la clase
Eurotiomycetes del orden Eurotiales, en la familia de los Trichocomaceae, es un género mitospdrico que
se caracteriza por la produccion de hifas especializadas, denominadas conidiégenas que originan las
esporas asexuales o conidios. La clasificacion del género Aspergillus en subgéneros y secciones esta
basada fundamentalmente en cuatro caracteristicas: presencia de teleomorfo, presencia o ausencia de

métulas, disposicion de métulas o fialides sobre la vesicula y coloraciéon de las colonias» [27].

1.5.1. 1. Aspergillus niger. «Es un hongo micelial ambiental, formado por hifas hialinas tabicadas, es
ubicuo de distribucion mundial de vida saprofita (su ciclo de vida es en la naturaleza), sus colonias crecen

rapido y se reconocen por su aspecto polvoriento, su micelio es blanco que luego se torna oscuro hasta
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otorgar diversos colores. A nivel microscépico posee un conidioforo liso ligeramente granular que mide
1.5 a 3 mm de largo, con una pared gruesa. Suelen tener vesiculas hialinas o pardas que miden 75 um de
didametro. Sus beneficios son a nivel de saneamiento ambiental, degradando desechos industriales, que

luego son utilizados para elaborar productos de provecho» [28].

1.6 Biomasa residual para la remocidn de metales pesados
1.6.1 Residuos de la industria cafetera

Durante el proceso de obtencion del café se generan gran cantidad de residuos, entre ellos
estan los tallos, las hojas, los granos no aptos para la produccion, compuestos de la semilla
(mucilago, pulpa, pergamino y pelicula plateada) y la borra. De estos residuos se destaca la pulpa
de café que representa de un 29% al 45% del peso del fruto y la borra que es lo resultante de la

preparacion de la bebida después de tostar el café, este representa un 10% del peso del fruto [29].

Entre los posibles residuos que tienen un potencial de remocion de los metales pesados se

encuentran:

o Pulpa de café: es el mesocarpio externo del café, se obtiene principalmente por beneficio
himedo y estd compuesta en su mayoria por pectinas ligninas y celulosa, las cuales presentan
grupos funcionales como los OH, COOH y OCHs;, que poseen gran afinidad hacia los iones
metalicos favoreciendo el intercambio cationico [29].

. Borra del café: es el subproducto de la preparacion del café, esta se obtiene después de la
filtracion. Al ser un desecho agricola este cuenta con materiales lignoceluldsicos, como la
celulosa, hemicelulosa y lignina, donde esta Gltima posee grupos funcionales como alifaticos,
fendlicos, metoxil y carboxil los cuales enlazan a los metales mediante la donacion de un par de
electrones de oxigeno [30].

o Cascarilla del café: es la piel que cubre el hemisferio normalmente es conocida como el
pergamino, estd compuesta por grupos funcionales como los carboxilos, anhidrido carboxilico,
lactona, hidroxilos y carbonilos, los cuales permiten el intercambio con los iones positivos del
metal [31].
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1.7  Tratamiento biologico para la remocidn de metales pesados de aguas residuales

“El tratamiento biol6gico aprovecha el metabolismo y tasa de crecimiento de
microorganismos en procesos naturales, colocandolos en situaciones controladas para optimizar
los resultados deseados. Los sistemas de tratamiento dependen generalmente de comunidades
complejas de microorganismos” [32].

«Dentro de los tratamientos para la remediacion de las aguas residuales se encuentra los tipos de
biorremediacion de metales para disminuir la carga de iones. La biorremediacion es la tecnologia que
tiene como objetivo acelerar la biodegradacion natural que es la capacidad metabdlica de los organismos
para transformar o mineralizar contaminantes organicos en compuestos menos peligrosos y en menor
cantidad. De tal manera que puedan integrarse facilmente a los ciclos biogeoquimicos naturales de los
compuestos organicos que han sido vertidos intencional o inadvertidamente al ambiente, mediante la
optimizacion de las condiciones limitantes de tal proceso» [33].

Entre los tipos de biorremediacidn gque utilizan microorganismos se tienen:

1.7.1 Bioaumentacién

“Es la adicion de microorganismos nativos, externos o genéticamente modificados al medio
debido a la baja densidad de los microorganismos nativos o a la falta de capacidad metabdlica
para la degradacion. La bioaumentacion en un suelo contaminado se puede determinar
caracterizando las poblaciones de microorganismos y evaluando cuales de ellos son aptos para
colonizar y degradar los contaminantes” [34]. «Esta técnica funciona en condiciones de laboratorio o
biorreactor, pero en ambientes externos (suelo o agua) su implantacion depende de una serie de factores.
Presencia de toxinas, nutrientes y condiciones ambientales, movilidad y/o distribucion de los
microorganismos y la presencia de abundante materia orgdnica. Los microorganismos afiadidos deben
sobrevivir a los depredadores y competir con éxito con la poblacion autéctona antes de ocupar los nichos
potenciales. En general, los ambientes mas selectivos y la utilizacion de consorcios microbianos
favorecen la bioaumentacion. Entre sus ventajas se encuentra que no requiere area adicional para llevar a
cabo el tratamiento, ni el uso de maquinaria pesada, pero el tamafio de la poblacion de microorganismos
degradadores crece rapidamente como respuesta a la contaminacion del medio y es muy dificil, si no

imposible, incrementar la poblacién microbiana mas alla de esos valores» [35].

44



1.7.2 Bioestimulacién

“Es una técnica en la cual se adicionan macro y micro nutrientes al suelo para estimular el
crecimiento microbiano y asi aumentar la poblacion de microorganismos” [36]. “En este proceso
se estimula la actividad natural de los microorganismos en el suelo por medio de la circulacion

de soluciones con nutrientes y oxigeno u otro aceptor de electrones” [34].

1.8 Mecanismos de biorremocién de iones metalicos

«Cuando se lleva a cabo un proceso de biorremediacion, a manera general se encuentran dividido en

tres: procesos quimicos, celulares y fisicos.

1.8.1 Procesos quimicos

Proceso capaz de convertir radionucleidos como el uranio (U), el tecnecio (Tc), y el cromo (Cr) de su
forma oxidada (soluble y movil) a su forma reducida (insoluble e inmdévil y por lo tanto precipitable)
llevado a cabo por organismos se denomina biotransformacion» [37]. «El objetivo, es modificar los
compuestos xenobidticos o tdxicos a través de procesos bioquimicos que los transformen en sustancias
mas ionizadas, hidrosolubles y facilmente eliminables, a través de una serie de enzimas no integradas en
las vias del metabolismo energético o intermediario del organismo. En términos generales, las reacciones
de biotransformacion generan metabolitos inactivos, mas polares e hidrosolubles para su eliminacion»
[38].

Tipos de biotransformacion:

o Directa: “La accion directa incluye el metabolismo de la bacteria que, con la ayuda de
electrones procedentes de componentes organicos no peligrosos como acetato o lactato, es capaz
de reducir metales y radionucleidos que posteriormente precipitaran disminuyendo su
biodisponibilidad” [37].

o Indirecta: “En este caso, el microorganismo no intervendra directamente y sera a través
de una serie de reducciones y oxidaciones por medio del hierro, manganeso y sulfato como podra

transformar el uranio, tecnecio y cromo en compuestos menos biodisponibles™ [37].

1.8.2 Procesos celulares

“procesos dentro de los cuales el microorganismo (a través del tejido graso en animales,

vacuolas y paredes celulares en hongos y plantas), acumulan compuestos como derivados del

45



petréleo o metales pesados, como cadmio, plomo y mercurio, sin efectos notorios en su

organismo, a menos que sobrepasen los limites tolerables™ [38].

o Biosorcion: Es la remocion de metales pesados contenidos en soluciones acuosas
mediante la unién a biomasa [39]. «La cual consiste en el secuestro de iones metalicos cargados
positivamente por la pared celular o por el glucocalix, conjunto de exopolisacaridos y proteinas que se
acumulan en el exterior de la pared. Este proceso se basa en la afinidad entre el sorbente y la sustancia
contaminante mediante la interaccion bioquimica entre los metales y los grupos funcionales presentes en
las paredes celulares» [40].

o Bioacumulacion: “técnica basada en la absorcidon (sorcion al interior) de las especies
metélicas mediante los mecanismos de acumulacion al interior de las células de biomasas vivas;
varios estudios incluyen el uso de bacterias Gram®, Gram’, algas marinas, entre otros” [41]. “La
bioacumulacion se entiende como el incremento en la concentracion de un producto quimico en
un organismo bioldgico a través del tiempo, comparado con las concentraciones quimicas en el
ambiente. Los compuestos se acumulan en los seres vivos y son almacenados méas rapidamente

de lo que pueden metabolizar” [42].

1.8.3 Procesos fisicos

Existe en la biorremocion un proceso fisico la quelacion.

. Quelacién: «Un agente quelante es un compuesto organico que forma complejos a través de dos
0 mas enlaces de coordinacién con un ion metalico central. El producto es un anillo heterociclico con el
atomo de metal central como parte del anillo. La quelacién més habitual es a través de sideréforos. Los
sideréforos son moléculas peptidicas de bajo peso molecular quelantes del hierro secretadas por
microorganismos. Su funcién es captar hierro y transportarlo al interior de la célula en un proceso
dependiente de energia» [37]. «La quelacién implica inmovilizar un ion metélico con ligandos de bajo
peso molecular para crear un complejo o una molécula quimicamente estable. Algunos de los sideréforos
0 quelantes, son el catecol y el &cido oxalico. El catecol moviliza hacia el interior de la célula fangica el
hierro y el &cido oxalico es capaz de inmovilizar iones metalicos para formar sales de oxalato en forma de

cristales disminuyendo la solubilidad por ende la disponibilidad de estos en el medio» [43].
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1.9  Factores que determinan la eficacia de la adsorcion

«EI potencial biorremediador de los organismos vivos reposa basicamente en su dotacion genética. Se
ha encontrado que ellos se adaptan a las condiciones del entorno, produciendo enzimas especificas en
funcion de los sustratos presentes y ademdas producen cambios genéticos, que les proporciona una
capacidad metabdlica nueva para degradar sustancias nocivas para el medio ambiente.

Para que un proceso de biorremediacion sea efectivo, debe tenerse en cuenta que gran parte de los
microorganismos aislados deben pasar por un proceso de adaptacion. Comunmente se prueban los limites
de tolerancia y la capacidad de biodegradacion en condiciones especificas de laboratorio para luego ser
usados en condiciones de campo, lo que causa una disminucién o eliminacion de su potencial
metaboélico» [38].

Entre los factores del medio se encuentran:

. pH: este factor es importante en las soluciones ya sea por la adsorcion de cationes o
aniones, en donde los cationes se favorecen en pH de 4.5 y los aniones de 1.5 a 4. La adsorcién
depende de la naturaleza del adsorbente y la distribucion del ion metalico en la solucion [44].

. Presencia de otros iones: cuando se encuentran varios iones disueltos en la solucion se
puede presentar la competencia con el metal de interés por un sitio en el adsorbente [44].

. Temperatura: esta variable es fundamental dado que se pueden presentar cambios en la
textura del sorbente y al presentarse un aumento en la variable, puede causar deterioro y la
perdida de la capacidad de sorcion [44].

. Tamafo de la particula: la zona en donde se realiza la adsorcion es en el interior de la
particula sobre las paredes, la adsorcién depende del volumen y asi mismo del area superficial.
El tamafio es importante debido a que las particulas pequefias cuentan con mayor area superficial

dado a la cantidad de poros por unidad de masa [44].

1.10 Legislacion

Entre las normas legales para establecer los parametros y valores maximos permitidos en el
vertimiento puntual a cuerpos de agua superficial y a sistemas de alcantarillado, encontramos la
resolucion 0631 del 17 marzo de 2015. Asi mismo existen normas internacionales y nacionales
para la concentracion permitida de metales las cuales se encuentran el decreto 1594 de 1989, la
resolucion 1074 de 1997 y el Acuerdo CAR 43 del 17 de octubre de 2006.
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1.10.1 Resolucién 0631 del 17 Marzo de 2015

Se relacionan actividades industriales, comerciales o de servicio para el vertimiento puntual
en aguas marinas y suelos. En la presente resolucion se establecen parametros fisicoquimicos y
valores permisibles puntuales tanto de agua residual doméstica como de agua residual industrial,
comercial o servicio tanto al alcantarillado como a cuerpos de agua superficiales. Entre los
parametros controlables se destaca el pH, DQO, DBO, sdlidos suspendidos totales, sélidos
sedimentados, hidrocarburos, compuestos de fosforo, compuestos de nitrogeno, iones,
metales, metaloides y otros pardmetros fisicos. Se tiene en cuenta sectores como la ganaderia, la
mineria, actividad de Hidrocarburos, productos alimenticios y bebidas, fabricacion y
manufactura de bienes, entre otros. Estos pardmetros se toman en cuenta en el balance de materia

0 masa de la caracterizacion de las sustancias [45].

1.10.2 Decreto 1594 de 1989

Articulo 38: Los criterios de calidad admisibles para la destinacion del recurso humano y
domestico son los que se relacionan a continuacion, e indican que para su potabilizacion se

requiere solamente tratamiento convencional [46]:

Tabla 15.

Valores maximos permitidos en el agua para recurso humano.

SUSTANCIA SIMBOLO VALOR(mg/L)
Arsénico As 0.05
Cadmio Cd 0.01
Zinc Zn 15
Cobre Cu 1.0
Mercurio Hg 0.05
Nitratos y Nitritos N 0.002
Plata Ag 10
Plomo Pb 0.05
Selenio Se 0.01
Cromo hexavalente Cr® 0.002

Nota: Esta tabla muestra los principales metales pesados y su
valor maximo permitido en el agua para el consumo humano.
Tomado del Decreto 1594/84.
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1.10.3 Resolucién 1074 de 1997

Articulo 3°.- Modificado por la Resolucion del DAMA 1596 de 2001. Todo vertimiento de
residuos liquidos a la red de alcantarillado publico y/o a un cuerpo de agua, debera cumplir con

los estandares establecido a continuacion [47]:

Tabla 16.
Valores maximos permitidos en el agua para vertimiento
en la red de alcantarillado.

SUSTANCIA SIMBOLO VALOR(mg/L)

Arsénico As 0.1
Cadmio Cd 0.003

Zinc Zn 5.0

Cobre Cu 0.25
Mercurio Hg 0.02
Niguel Ni 0.02

Plata Ag 0.5

Plomo Pb 0.1

Cromo hexavalente Cr® 0.5

Nota: Esta tabla muestra los principales metales pesados
y su valor maximo permitido para el vertimiento en las
redes de alcantarillado. Tomado de la Resolucion 1074 de
1997.

1.10.4 Acuerdo CAR 43 del 17 de octubre de 2006

“Por el cual se establecen los objetivos de calidad del agua para la cuenca del rio Bogota a
lograr en el ano 2020” para usos de aguas clase 111, que corresponde a los valores asignados a la
calidad de los embalses, lagunas, humedales y demas cuerpos Iénticos de aguas ubicados dentro
de la cuenca del rio Bogota se asigna valores maximos de 0,002 mg/l de mercurio (Hg), 0,05
mg/l de Cromo Cr *® 0,05 mg/l de Plata (Ag) 0,05 mg/I de Plomo (Pb) [48].
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2 ANTECEDENTES

El articulo cientifico Biosorcion de plomo (1) en solucién por diferentes biomasas fungicas
de la revista latinoamericana de recursos naturales, de los autores Cardenas, Moctezuma, Acosta
y Martinez en el 2013, se realizo el estudio de la bioadsorcion del plomo por medio de 15 tipos
de biomasas fungicas, en donde se determinaba la eficiencia de cada una de ellas por medio del
porcentaje de remocion, a unas condiciones de pH, Temperatura y tiempo de residencia 6ptimas
para estas cepas en soluciones de plomo de 100 mg, determinando que estas biomasas remueven
eficientemente el plomo. Este articulo proporciona informacién acerca de las especies mas
opcionadas para la remocion del plomo en general, concluyendo que aunque todas las especies
evaluadas son eficientes, las especies de Aspergillus no son las mejores para este metal, puesto
que la levadura C. albicans presenta 3 veces méas capacidad de remocion que la cepa anterior,
para la investigacion podemos concluir que si el agua residual sintética tiene grandes trazas de
este metal, la remocion serd ineficiente, con respecto a otros metales [49].

Para el estudio de Aislamiento e identificacion de Aspergillus niger y evaluacion de su
tolerancia a metales toxicos realizado por Ana Gloria Villalba Villalba y Grecia Vianey Azuara
Gomez en la Universidad Estatal de Sonora en el afio 2018, se realizd un aislamiento de
Aspergillus niger y se identifico su tolerancia a metales toxicos como mercurio, cobre, plata,
cadmio, plomo, zinc y cromo, en el cual se determind que este hongo tiene potencial de
biorremediacion y es tolerante a los contaminante mencionados. El aislamiento del hongo se
realiz a partir del suelo de una mina, se procedié a la esterilizacion y a la siembra en una placa
de Petri con PDA, seguido de una preparacion de suspension de esporas para finalmente
determinar la tolerancia del hongo con respecto a los metales y la determinacion de la
concentracion minima inhibitoria. En la presente investigacion este articulo brinda una
perspectiva clara para identificar los tipos de metales pesados que se pueden remover por
Aspergillus niger y con base a las concentraciones empleadas identificar qué tipo de metal
presenta gran tolerancia y de este modo poder obtener un grado de remocion mayor [50].

En la investigacion realizada por Pablo Cubides Guerrero y José Herney Ramirez Franco
titulada Adsorcion de Cr VI sobre residuos de café en la Universidad Nacional de Colombia en el

afio 2014, se realizd un estudio de adsorcién de este metal por tres tipos de adsorbentes
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diferentes como lo son el carbon activado, carbén activado preparado con residuos de café y la
borra de café, el cual se analiz6 por espectrofotometria y por absorcién atdmica la prueba de
cromo total. Por medio de esto se determind que con los residuos de café se logré una remocion
del 95% de cromo VI. En la presente investigacion este articulo brinda informacion importante
para la remocion de metales pesados y contaminantes como lo es el cromo, asi mismo se
identifica como un residuo que es desechado en rellenos sanitarios, cuenta con la capacidad de

una remocion significativa de metales pesados [51].

Los autores Candelaria Tejada, Angel Villabuena y Luz Garcés en su articulo cientifico
Adsorcion de metales pesados en aguas residuales usando materiales de origen bioldgico
publicado en enero del 2015, realizaron la adsorcidén de iones de metales pesados en aguas
residuales por medio de biomasas inertes, vivas y muertas con la caracteristica de que sus
estructuras son capaces de permitir la union de iones metalicos en sus sitios activos los cuales se
ven influenciados por la temperatura, el pH y el tamafio de la particula. Segun esta investigacion
aport6 que los principales metales presenten en los efluentes son el cadmio, zinc, cromo, niquel,
mercurio y plomo, los cuales se pueden remover utilizando la adsorcion por flora microbiana y
biomasa residual que son alternativas econdmicas en comparacion con las técnicas
convencionales y se determina que el utilizar biomasa viva presenta una variedad mas amplia de
mecanismos para esta bioacumulacion pero puede ser afectado seriamente por las altas
concentraciones de estos iones, problema que no presenta la biomasa muerta por sus propiedades
fisicas, bajo costo y mantenimiento al no necesitar nutrientes y sin interrupciones por la

inactivacion por las altas concentraciones [44].

Para identificar el potencial que poseen los residuos del café pretratado en la remocion de
metales pesados el autor Nancy Elizabeth Davila Guzman en su tesis Caracterizacion del proceso
de biosorcion de metales pesados mediante residuos solidos de café realizada en la Universidad
Auténoma de Nuevo Leon en el afio 2012, se realizé un estudio de la potencia que tiene los
residuos del café pretratados en la remocion de metales pesados presentes en una solucion acuosa
donde se presento la biosorcion de Cd(Il), Cu(ll) y Pb(I1) en la cual esta se incremento al
aumentar la velocidad de agitacion asi como el aumento de la concentracion de los metales,
presentando una desorcion mayor al 90% de estos metales. En el caso de biosorcién en columnas

se obtienen eficiencias del 43% a volimenes bajos y en el caso del lecho fijo al aumentar la
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altura también aumenta la eficiencia siendo superior al 50%. En la presente investigacion se
identifico la capacidad de remocién del residuo de café en un 80% para tres metales pesados y
las condiciones a las cuales se puede aumentar su eficiencia, del mismo modo se determina que
al incrementar el pH también aumentard la capacidad de adsorcion, de otra manera se infiere que
del estado en el que se encuentre el café ya sea molido, triturado o sin ningun tratamiento

dependera el porcentaje de remocion [52].

Mediante el uso de 4 cepas fungicas correspondientes a los géneros Aspergillus,
Pudocamarosporium, Penicillium y Alternaria el autor Carlos Aymara en la tesis de
Biorremediacion de metales ecotoxicos mediante cepas fungicas nativas aisladas de efluentes
industriales en un sistema de biorreactores en serie de agitacion continua realizada en el 2018,
explora el uso de microorganismos en la biorremocion de ciertos metales, identificando el
potencial del mas alto en un sistema de biorreactores de agitacion continua. La informacién
muestra que el optar por esta técnica es una de las mejores opciones por ser un proceso rapido,
con subproductos no toxicos, de bajo costo y bastante simple, en el cual se destaca la capacidad y
versatilidad de los hongos al crecer en condiciones diversas y extremas de pH, temperatura,
disponibilidad de nutrientes, y altas concentraciones de iones metélicos, seleccionando el
Aspergillus al poseer la mayor concentracion minima inhibitoria por encima de los 500 ppm y
con unos altos porcentajes de remocion de los metales como el plomo, el cromo, el boro vy el

hierro, convirtiéndolo en la mejor cepa para el proceso [9].

Para la Remocion de cromo VI por una cepa de Aspergillus niger resistente a cromato,
investigacion realizada por los autores Eduardo Rivera, Juan Cérdenas, Victor Martinez e Ismael
Rodriguez en el 2015, se analizo la remocién de cromo VI utilizando una cepa de Aspergillus
niger por calorimetria de la Difenilcarbazida a diferentes concentraciones de biomasa con las
cuales se evidencio una remocion total del metal, ademas de una reduccion de cromo VI a
Cromo IlI, eliminando la contaminacion. En la presente investigacion se determina las técnicas
para llevar a cabo la remocion del cromo VI y como al aumentar el pH, aumentara la remocion,
asi mismo se identifica que al incrementar la concentracion del ion, la remocion disminuye
debido al incremento en el numero de iones que compiten por los grupos funcionales disponibles
en la biomasa. De igual manera se evidencia que segun la fuente de carbono que se suministre se

verd la eficiencia en la remocion [53].
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Para identificar las condiciones Optimas para la remocién de Cr (VI), en el articulo
Bioadsorcion de Cromo (V1) en solucién acuosa por Aspergillus Niger de la revista Internacional
de Investigacion e Innovacion tecnoldgica realizado por los autores Acosta Rodriguez, Bravo
Reyna, Martinez Juarez, Cardenas Gonzalez y Moctezuma Zérate en el 2015, se efectud un
analisis de que tan eficiente es la remocion del cromo (V1) por la cepa de Aspergillus niger, a
diferentes concentraciones del ion metalico, pH y temperaturas de la biomasa, y de esta manera
seleccionar las mejores condiciones en la que se obtiene los mayores porcentajes de remocion.
La informacion expuesta en los resultados del experimento evidencian que la cepa presenta una
capacidad amplia en la absorcion del ion metalico con tan solo 30 min de incubacion a
temperaturas normales, ademas de un porcentaje de 60 a 70 % de remocion con 7 dias de
incubacién con tan solo 5 g de la biomasa por 100 ml de agua contaminada, de esta manera
concluimos que la cepa escogida tiene uno de las méas altos porcentajes de remocion para este
metal en especifico, es una de las mejores alternativas para tratar las aguas residuales industriales
[54].
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3 CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DE LA PULPA DE CAFE

Desde la antigliedad el café ha sido uno de los productos con mayor comercializacion y mas
rentable en América Latina, existen una gran variedad de especies, sin embargo solo dos de estas
son las de mayor relevancia para el comercio, entre las cuales se identifican canephora y
arabica, siendo esta Ultima el objeto de estudio. En la produccion del café se generan varios
residuos entre ellos la pulpa, a la cual no se le ha dado un uso correcto, si no por el contrario es
un subproducto que contribuye a la contaminacion ambiental por su vertimiento en los
ecosistemas acudticos o su residencia sobre suelos. Colombia al ser un pais cafetero cuenta con
un gran volumen de produccién generando gran cantidad de biomasa residual, a la cual se le
puede dar un valor agregado, sirviendo como medio de sustrato para el crecimiento de
microorganismos. En este capitulo se identificaran las principales caracteristicas y la
composicion de la pulpa, como lo son: composicién quimica, compuestos organicos, minerales,
constituyentes de la pared celular, polisacaridos y aminoécidos. Esto con el fin de identificar las

ventajas que representa este subproducto.

3.1 Caracterizacion bibliografica

Se realiz6 una caracterizacion bibliografica de la pulpa del café para ser utilizada como
bioadsorbente en la eliminacion de metales pesados de aguas residuales. Se realizd una revision
de un total de 90 articulos con ayuda de herramientas de bibliometria como lo fue Mendeley,
Refworks, Nube de palabras, Legible, Sentigem, Grammarly y Scopus con el fin de identificar la
informacién de mayor relevancia para el objeto de estudio. Por medio de un andlisis estadistico
se agruparon los documentos segun el afio, tipo y area de investigacion. En la Figura 1 se
presenta el nimero de documentos clasificados por afio, en la Figura 2 se encuentran los tipos de
documentos en donde los articulos ocupan mayor porcentaje y en la Figura 3 se clasifican los
documentos por area siendo la agricultura y el medio ambiente los que presentan mayores

investigaciones en lo relacionado con la pulpa de cafe.
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Figura 1.

Documentos por afio pulpa de cafe.
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Nota: La figura representa el nUmero de documentos que se
ha publicado por afio de los residuos de café (pulpa de café).

Tomado del analisis bibliométrico de Scopus.

Figura 2y 3.

Documentos por tipo y area de investigacion de la pulpa de café.
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Nota: Las figuras 2 y 3 representan el total de documentos que se ha publicado por tipo y area de
investigacion de los residuos de café (pulpa de café). Tomado del analisis bibliométrico de

Scopus.

A partir de estos documentos con ayuda de la bibliometria se realiz6 un segundo filtro
dejando como resultado 20 articulos. En la Figura 4 se presentan los aspectos tenidos en cuenta
para la seleccion de los articulos que cumplen con las caracteristicas necesarias para realizar el

analisis.
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Figura 4.

Arbol de decision busqueda bibliografica.
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Nota: La figura representa el arbol de decision para la busqueda bibliografica en la

caracterizacion de la biomasa.

De los 20 articulos se analizaron 14 de ellos que brindaban la informacion necesaria para el
desarrollo del capitulo, el rango de tiempo en donde se realizaron las publicaciones va desde
1973 al 2019, encontrados en revistas como informacién tecnoldgica, ingenierias USBMed,
Agroproductividad, publicaciones sobre el centro internacional de investigacion para el
desarrollo y repositorios, clasificados por area de investigacion, siendo la ingenieria quimica uno
de los campos donde se ha utilizado este residuo actualmente como tema de interés (Figuras 5 y
6). Finalmente para la basqueda bibliografica se utilizaron como palabras claves composicion,

pulpa de café, coffea arabica, beneficio humedo, caracterizacion y sustrato.
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Figura 5y 6.

Documentos por tipo y area de investigacion de la pulpa de café seleccionados.
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Nota: Las figuras 5 y 6 representan el total de documentos seleccionados por tipo y area de

investigacion para la caracterizacion de la pulpa de café.

3.2 Propiedades de la pulpa de café

El procesamiento del fruto del café se puede obtener mediante dos vias, beneficio en base
seca 0 en base humeda, cuando se obtiene mediante base humeda deja como subproducto la
pulpa del café, mucilago y aguas de desecho; la pulpa representa aproximadamente entre el 29%
y el 45% del peso total en base seca del fruto dependiendo de las condiciones de cultivo, zona y
tamafo del fruto, es el subproducto de mayor volumen. Segin la bibliografia recopilada en
donde se realizaron diversos experimentos, se evidencia una comparacién de las caracteristicas

dependiendo de las condiciones en las que se encuentra.

3.2.1 Composicion quimica

En el documento del Instituto de nutricion de Centro América y panama (INCAP) se realiz6
una comparacion entre pulpa fresca, pulpa deshidratada y pulpa fermentada naturalmente y
deshidratada [55], los resultados obtenidos se muestran en Tabla 17.
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Tabla 17.

Composicién quimica de la pulpa de café en porcentaje.

Fermentada naturalmente

Fresca  Deshidratada y deshidratada

Humedad 76.7 12.6 7.9

Materia Seca 23.3 87.4 92.1
Extracto etéreo 0.48 2.5 2.6
Fibra Cruda 3.4 21.0 20.8
Proteina Cruda N x 6.25 2.1 11.2 10.7
Cenizas 1.5 8.3 8.8

Extracto libre de nitrogeno 15.8 44.4 49.2

Nota: Esta tabla muestra los porcentajes de cada caracteristica quimica analizada en diferentes

condiciones de la pulpa de café. Tomado de pulpa de café composicion, tecnologia y utilizacion.

En estos datos se evidencia que la pulpa fresca cuenta con un gran porcentaje de humedad con
un valor alrededor del 76.7%, en cuanto al articulo produccién de alcohol a partir de la pulpa de
café del autor N. Rodriguez, se establece que el contenido de humedad varia entre un 70 a un
80%, lo cual es un factor negativo al momento de darle uso [56]. Sin embargo, la haria apta para
el crecimiento de microorganismos, en cuanto a la pulpa deshidratada y la fermentada su

porcentaje varia muy poco pero es mas bajo al de la fresca.

Entre menor porcentaje de agua posea sera mayor su porcentaje de materia seca como se
evidencia en el caso de la pulpa deshidratada y fermentada. Para extracto etéreo se identifico que
tanto la pulpa deshidratada como la fermentada presentan un valor similar el cual es superior al
de la pulpa fresca, dando a entender que dichas pulpas contiene mayor contenido de grasas brutas
en las que se pueden cuantificar sustancias como: esteres de los &cidos grasos, fosfolipidos,

ceras, esteroles, lecitinas y acidos grasos libres.

Con relacién a la fibra cruda al igual que en el parametro anterior la pulpa deshidratada y la
fermentada presentan porcentajes similares siendo mayor al presentado en la pulpa fresca, estas

fibras estan constituidas generalmente por celulosa lignina y pentosano.

En el caso de la proteina cruda, que representa la cantidad de nitr6geno que contiene este
residuo multiplicado por 6.25 se infiere que la pulpa fresca posee un porcentaje de nitrégeno

alrededor de 8 a 9 veces mas bajo que en las otras dos pulpas. Por otro lado el extracto libre de
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nitrégeno que “representa la cantidad de almidones y azucares en mayor proporcion puesto que
cuentan con un alto valor energético asi como hemicelulosa, ligninas y vitaminas hidrosolubles”
[57], se observa tanto en la pulpa deshidratada como en la fermentada mayores porcentajes que

lo hacen més atractivo como sustrato a comparacion de la pulpa fresca.

Respecto a las cenizas el contenido de la pulpa fresca es menor al de las otras dos
condiciones, por tal motivo estas dos ultimas contienen una mayor proporcién de minerales y
materia organica convirtiéndolo en un sustrato mas deseable para el crecimiento de
microorganismos. No obstante, en relacion a lo citado por N. Rodriguez, el porcentaje de cenizas
varia entre un 11 al 12% en base seca, lo que representa un porcentaje mayor al establecido en la
Tabla 17.

Realizando la comparacion con la tesis presentada por E. Armas, N. Cornejo y K. Murcia, se
evidencia que los porcentajes de la composicion quimica presentes en la Tabla 17, son iguales a
los reportados en su tesis [58]. Por otro lado las cifras descritas en el articulo de los autores N.
Fierro, A. Contreras, O. Gonzales, E. Rosa, V. Morales, presentan una variacion significativa
segun los datos de la Tabla 17, debido a que el porcentaje de humedad en base seca es del 12.5%
y para la pulpa fresca es del 85.37% lo cual representa un 8.67% por encima del registrado. En
cuanto a la fibra el porcentaje en base seca es del 36.07% y para la pulpa fresca es del 30.63%,
valores superiores a los analizados anteriormente. Para las cenizas se registra Unicamente el valor
en base seca de 9.58% que es muy similar al valor inicial [59]. Las variaciones se dan debido al
método seleccionado para la cuantificacion, ademas de las condiciones de cultivo y el proceso de

crecimiento del fruto y posterior recoleccion de la pulpa.

3.2.2 Efectos del secado

Una vez se obtiene la pulpa de café de la especie (Coffea arabica) por beneficio hiUmedo, se
realiza el proceso de secado para la conservacién de este residuo, dado que al tener altos
porcentaje de agua en él lo hacen blanco facil para el deterioro quimico y por microorganismos.
A parir del articulo secado de la pulpa de café de los autores L. Torres, K. Martinez, J. Serna y
M. Hernandez, en donde se evallan los efectos del secado en las propiedades fisicoquimicas de
la pulpa en relacion al tiempo, temperatura y velocidad de secado. Se establece que a 60°C
durante 7 horas de secado se obtiene el menor porcentaje de humedad con un valor del 13.55%,
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“este fendmeno es generado porque un aumento en la temperatura de secado provoca un
incremento en la temperatura del producto y en el coeficiente de difusion del agua, consiguiendo
que la velocidad de secado sea apreciablemente menor” [60], el aplicar esta técnica de
conservacion no disminuye las propiedades de dicho fruto en cuanto a los biocomponentes
(Cafeina, acidos clorogénicos y polifenoles), méas si se le otorgan a esta biomasa un valor
agregado como uso industrial, sin embargo se recomienda que el tiempo de secado sea mayor

para lograr un residuo estable.

3.2.3 Compuestos organicos

Segun la literatura los compuestos organicos que son considerados como los principales
causantes de la toxicidad de la pulpa de café, se muestran en la siguiente Tabla 18, aqui se

evidencian algunos biocomponentes obtenidos después del proceso de secado [55].

Tabla 18.

Compuestos Organicos en la pulpa de café.

% Base seca

Taninos 1.8-8.56
Pectinas totales 6.5
Azucares reductores 12.4
Azucares no reductores 2.0
Cafeina 1.3
Acidos clorogénico 2.6
Acido cafeico total 1.6

Nota: Esta tabla muestra los porcentajes en base
seca de los diferentes compuestos organicos
presentes en la pulpa de café. Tomado de pulpa

de café composicion, tecnologia y utilizacion.

A partir de la Tabla 18, se infiere que el porcentaje de taninos presentes en la pulpa de café es
uno de los mas altos frente a los demas compuestos que posee. Al ser los taninos compuestos
polifendlicos, “cuentan con la capacidad de formar fuertes complejos con macromoléculas y
minerales que contribuyen a un buen sistema de defensa contra microorganismos y herbivoros al

ser sustancias amargas, ademas de que al entrar en contacto con las proteinas son capaces de
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desnaturalizarlas” [61], por lo cual no son recomendables para sustratos. Los taninos que
habitualmente se encuentran en el café son el catecol (1,2 — dihidroxibenceno) y el pirogalol
(1,2,3 — trihidroxibenceno), que por sus caracteristicas hidrosolubles al entrar en contacto con el
agua se pueden disolver facilmente.

En cuanto a las pectinas totales las cuales son de vital importancia para la adhesion
intracelular de la pared celular de la planta se encuentran en un 6.5% que representa el tercer
porcentaje mas alto, estas sustancias desempefian un importante papel entre la interaccion de la
planta y los microorganismos patégenos, actuando como una barrera para evitar la degradacién
de la pared celular de dicha planta, siendo un factor determinante para la colonizacion de la
biomasa por parte de microorganismos que cuenten con el material enzimatico para la

degradacion de los sustratos presentes en la pared vegetal.

Respecto a los azucares reductores que son los responsables del sabor dulce que posee la
pulpa de café, en donde “la fructosa, la glucosa y la sacarosa son los azucares predominantes
capaces de transformarse en reductonas las cuales son oxidadas en presencia de oxigeno” [62].
Estas sustancias lo convierten en un buen sustrato al ser azlcares simples. Por otro lado los
azucares no reductores compuesto por dos 0 mas monosacaridos son azucares mas complejos

que de igual manera aportan hidratos de carbono para el crecimiento de los microorganismos.

Uno de los porcentajes mas bajos en la tabla es la cafeina, que se encuentra en el fruto como
(1,3,7 trimetilxantina) junto con la teofilina y la teobromina [63], que le proporcionan al café las
propiedades estimulantes, a su vez actian como pesticidas naturales evitando la proliferacion de
insectos y plagas en los cultivos. El &cido clorogénico al igual que el acido cafeico tienen las
mismas caracteristicas que los taninos por ser compuesto polifendélico encargado de otorgarle al
café el sabor amargo que lo caracteriza. El acido cafeico en la naturaleza se encuentra en las

plantas como antioxidante con propiedades anticancerigenas.

Se evidencia que en la tesis presentada por E. Armas, N, Cornejo y K. Murcia, los porcentajes
de otros compuestos presentes en la pulpa de café [58], son los mismo que se registran en la
Tabla 18. En el articulo de N. Rodriguez se difieren algunos valores como en el caso del
porcentaje de cafeina con un 0.75%, valor inferior al comentado anteriormente, taninos con un

3.70% el cual se encuentra en el rango representado en la tabla, un 17.31% para azucares
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reductoras, valor superior al analizado y finalmente 1.18% para azucares no reductores muy
aproximado al registrado [56]. En la tesis de D. Arenas, el peso en base seca de la cafeina
corresponde a 1.3%, que es semejante al valor recopilado anteriormente, para los taninos es de
4.5% localizado dentro del rango establecido en la Tabla 18 y pectinas de 12.4% el cual es
superior al valor analizado [64]. Por el contrario, en el articulo presentado por N. Fierro, A.
Contreras, O. Gonzales, E. Rosa y V. Morales, se mencionan los siguientes valores [59], Tabla
19.

Tabla 19.

Otros Compuestos organicos en la pulpa de café.

Unidad Base seca
Fenoles Totales mg EAG g* pulpa 4.09
AzUcares reductores % 45.67
Proteina % 10.63
Cafeina % 2.262
Conductividad eléctrica S/dm 7.88
Materia organica % 92.11

Nota: Esta tabla se evidencian algunos compuestos organicos presentes en la
pulpa de café. Tomado de caracterizacion quimica y nutrimental de la pulpa

de café coffea arabica.

Se observa que la Tabla 19 presenta un contenido superior en relacion al porcentaje de cafeina
y azUcares reductores. En cuanto a los fenoles totales se encuentran descritos en (mg EAG g™
pulpa) que representa la capacidad antioxidante de las sustancias fendlicas que disminuyen la
degradacion por oxidacion del residuo. Las proteinas cuantificadas en la tabla le confieren un
valor nutricional para ser utilizado como alimento animal. En lo referido a la conductividad
eléctrica esta depende de la concentracidn de iones disueltos en solucion acuosa, al tratarse de un
material organico sus moléculas no se disocian y conducen muy baja electricidad es por eso que
posee un valor 7.88 siemens por decimetro. Finalmente en relacion al porcentaje de materia
organica que contiene en base seca es de 92.11% representando las biomoléculas como los
polisacaridos y los constituyentes de la pared celular que son vitales para la nutricion y

produccidn de energia.
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3.2.4 Minerales

Los contenidos de cenizas y minerales presentes en la pulpa de café a partir de lo citado en el
documento del Instituto de nutricion de Centro América y Panama (INCAP) [55], se observan en

la siguiente Tabla 20.

Tabla 20.

Cenizas y minerales en la pulpa de café.

Compuesto Contenido
Cenizas, g% 8.3
Ca, mg% 554
P, mg% 116
Fe, mg% 15
Na, mg% 100
K, mg% 1765
Mg Trazas
Zn, ppm 4
Cu, ppm 5
Mn, ppm 6.25
B, ppm 26

Nota: Esta tabla muestra los porcentajes
de cenizas y minerales presentes en la
pulpa de café. Tomado de pulpa de café

composicion, tecnologia y utilizacion.

Por lo general la materia organica estd compuesta de ciertos elementos que son de gran
utilidad para sus procesos metabdlicos, estos son los minerales, generalmente se encuentran
clasificados en macro y micronutrientes, ambos son indispensable pero lo que varia son sus
concentraciones. En relacién a los valores presentados se estima que los elementos que se
encuentran en mayor proporcién corresponden a potasio, calcio, sodio y fosforo. El valor mas
alto de la lista corresponde al potasio, y debido a esto presenta problemas para ser utilizado como
residuo en la alimentacion animal, sin embargo para el crecimiento de microorganismos es util la
presencia de dichos elementos para su metabolismo, ya que no importa si son heterotrofos o
autotrofos todos requieren de ellos ya sea en forma de sales anidnicas o catiénicas para la

activacion de enzimas, estabilidad de membrana, sintesis de acidos nucleicos, entre otras cosas.
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En lo concerniente al articulo de los autores J. Figueroa, J. Mendoza [59] ([65]), donde se
realizd un estudio en base himeda del beneficio del café obteniendo los siguientes resultados de
minerales en base seca. Potasio en promedio es de 3.1 + 0.46 g%, en comparacion al de la tabla,
se evidencia que este es superior, pero el resultado del contenido de este mineral varia segun la
zona del cultivo. Para el calcio se presenta un valor de 0.46 + 0.06 g% el cual es muy similar al
de la anterior tabla, por otra parte el contenido de fosforo es de 0.13 £ 0.01 g%, que es muy
cercano al valor presentado en el documento del Instituto de nutricion de Centro América y
Panam& (INCAP). En este documento el valor que se le da al magnesio es considerado como
trazas y en lo expuesto por J. Figueroa, J. Mendoza [59] ([65]), tiene una cuantificacién de 0.14
+ 0.01 g%. Segun un articulo de J. Rubio y J. Pineda, el porcentaje que presenta el potasio es de
7.10 g%, el calcio es de 0.76 g%, el fosforo 0.52 g% los cuales son muy superiores respecto a los
otros valores ya mencionados, en lo referido al magnesio el valor 0.10 g% [66], que comparado

con el valor citado por de J. Figueroa, J. Mendoza, es muy similar.

3.2.5 Polisacaridos estructurales

Otros de los compuestos que integran la pulpa de café son los constituyentes de la pared
celular y polisacéridos estructurales los cuales son importantes ya que en ellos se encuentran una
gran cantidad de materia organica que se encarga de proporcionar la rigidez estructural del fruto,
por lo general es la encargada de proteger y contener la membrana, constituida especialmente por
celulosa, polisacaridos y glicoproteinas que varian en su composicion segun el tipo de funcién

que desarrolla.

En el documento del Instituto de nutricion de Centro América y Panama (INCAP), se realizo
por medio del método Van Soest la caracterizacion de los constituyentes presentes en la pared
celular y adicionalmente se determind el contenido verdadero de celulosa y lignina [55], los

valores obtenidos se encuentran en la Tabla 21.
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Tabla 21.

Polisacaridos estructurales en la pulpa de cafe.

(9%)
Contenido celular 63.2
Fibra detergente neutra 36.8
Fibra acida detergente 34.5
Hemicelulosa 2.3
Celulosa 17.7
Lignina 17.5
Proteina lignificada 3.0
Proteina cruda 10.1
Cenizas insoluble 0.4

Nota: Esta tabla muestra los polisacaridos
estructurales presentes en la pulpa de café.
Tomado de pulpa de café composicion,

tecnologia y utilizacion.

A partir del método utilizado se busca encontrar la composicion de cada uno de los
constituyentes haciendo uso de soluciones detergentes acidas y neutras, asi mismo se determina
la fibra detergente neutra NDF, y la fibra detergente acida ADF, esto con el fin de establecer el
porcentaje de celulosa, hemicelulosa y lignina. Se determinG un porcentaje de 36.8% para la
NDF la cual cuantifica la celulosa, la hemicelulosa y lignina que muestra la parte fibrosa del
residuo es decir los carbohidratos estructurales. El porcentaje de 34.5% para el ADF representa

de una manera negativa la digestibilidad en la alimentacién animal utilizando la pulpa de café

En la tabla 21, se infiere que la pulpa de café cuenta con un porcentaje alto de contenido
celular de 63.2% lo que representa una gran porcion de nutrientes en los que se destacan los
polisacaridos conformados por azlcares, proteinas formadas por aminoacidos, lipidos, pectinas y

minerales, debido a sus componentes lo hacen apto para ser un buen sustrato.

En lo referente a la celulosa esta cuenta con un 17.7%, siendo la encargada de darle rigidez a
la pared celular, en su mayoria estd constituida de glucosa y es por esto que algunos
microorganismos son capaces de degradarla hasta obtenerla. A diferencia de la celulosa la

hemicelulosa es un polisacarido de mas facil degradacion y se encuentra en una proporcion
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mucho mas baja 2.3% siendo un interface entre la celulosa y la lignina. En torno a la lignina con
un porcentaje de 17.5%, evidencia ser uno de los mas abundantes constituyentes junto con la
celulosa en este residuo, posee una naturaleza polimérica, que se encarga de darle resistencia a
los tejidos de la planta evitando los ataques bacterianos y a la vez le otorga permeabilidad a la

pared celular.

En el caso de la proteina que es la union de varios aminoacidos capaces de aportar varios
nutrientes se dividio en dos, por una parte la proteina cruda con un porcentaje de 10.1%
representa en su mayoria al nitrdgeno que contiene, siendo este valor una buena fuente del
nutrientes, por el contrario la proteina lignificada con un valor de 3.0% el cual se relaciona con la
lignina presente en la pared celular, hace mas dificil su digestibilidad y lo convierte en una

restricciéon como uso en la alimentacion animal.

N. Rodriguez cita que el contenido de celulosa, hemicelulosa y lignina son de 29.50%, 4.60%
y 16.90% respectivamente [56], los cuales comparados con los valores de la Tabla 21. Son
mayores en cuanto a celulosa y hemicelulosa e inferior respecto a la lignina, estas variaciones se
pueden presentar dado a la variedad que se encuentra dentro de la especie de (Coffea arabica).
En otro articulo los autores G. Carvajal y L. Marulanda presentan los mismos resultados que los
citados en la tabla a partir de un analisis Bromatologico de la pulpa de café de sus constituyentes

celulares.

Ciertos compuestos de la pared celular como lo son los lignocelul6sicos (celulosa,
hemicelulosa, lignina y pectina) cuentan con la capacidad de adsorber los iones metalicos, en
donde la eficiencia de adsorcién depende de sus grupos funcionales y la afinidad hacia los
metales. En lo reportado por C. Tejada, A. Villabona y L. Garcés, los principales grupos de
metales se clasifican en: Grupo A, lones intermedios y Grupo B, los cuales son afines segun el

tipo de ligando: I, I1'y 111, como se muestran en la siguiente tabla.
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Tabla 22.

Afinidad grupos funcionales e iones metalicos.

Tipo de ligandos Ligandos Grupos de metales
|- ligandos que F',Og.,OH,HgO,COgZZJ',SO4'3 Grupo A: Li, Be, Na, Mg, K, Ca,
prefiere al grupo A ,ROSO3,NO3, ,HPO,~,PO,~  Sc, Rb, Sr, Y, La, Fr, Ra, Ac, Al,
,ROH,RCO0O-,C=0,ROR Lantanidos, Actinidos
CI',Br’,N3,NO;,SO5" lones intermedios: Ti, V, Cr,
I1: otros ligandos ,NH3,N2,RNH2,R;NH,=N-, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Ga, Cd,
-CO-N-R,0,,0,,0,” In, Sn, Sh, As
I11 : ligandos que H, I, R, CN’, CO, S“, RS, Grupo B: Rh, Pd, Ag, Lr, Pt, Au,
prefieren al grupo B R,S, R3AS. Hg, TI, Pb, B

Nota: Esta tabla muestra los diferentes grupos funcionales que permiten la adsorcién de los
iones metalicos. Tomado de Adsorcion de metales pesados en aguas residuales usando

materiales de origen biolégico.

Al contar la pupa de café con una cantidad significativa en cuanto a celulosa, lignina y
pectinas, posee la capacidad de ser utilizada como adsorbente de iones metélicos lo cual es una
ventaja para mitigar tanto la contaminacion causada por los metales pesados como la producida

por los residuos del café que no reciben un correcto tratamiento.

3.2.6 Aminoécidos

Teniendo en cuenta la fraccion proteica de la pulpa de café, se determind el contenido de
aminodcidos presentes bien sean esenciales y no esenciales obtenido como resultado los datos de
la Tabla 23.
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Tabla 23.

Aminoéacidos presentes en la proteina de la

pulpa de cafeé.

Aminoéacido (g/16gN)
Lisina 6.8
Histidina 3.9
Arginina 4.9
Treonina 4.6
Cistina 1.0
Metionina 1.3
Valina 7.4
Isoleucina 4.2
Leucina 7.7
Tirosina 3.6
Fenilalanina 49
Hidroxiprolina 0.5
Acido aspartico 8.7
Serina 6.3
Acido glutamico 10.8
Prolina 6.1
Glicina 6.7
Alanina 5.4

Nota: Esta tabla muestra el contenido de
aminoacidos presentes en la proteina de la pulpa
de café. Tomado de pulpa de café composicion,

tecnologia y utilizacion.

Segun los datos recopilados en el documento del Instituto de nutricion de Centro América y
Panama (INCAP) [55] y el presentado por los autores E. Armas, N, Cornejo y K. Murcia [58] se
coincide en los valores composicionales de aminoacidos esenciales y no esenciales donde estos

representan el 49.7 y 49.1 (g/16gN) respectivamente.

En el caso de los aminoacidos esenciales se evidencia que la leucina, valina y lisina son los
gue en mayor proporcion se encuentran, ayudan a estimular el crecimiento de la planta, sirven
como mecanismos de resistencia ante condiciones no deseadas y mejoran la calidad del fruto. En
lo que concierne a los aminoacidos no esenciales el acido glutamico, el acido aspartico, la

glicina, serina y prolina, se encuentran mayormente en la pulpa, que al igual que algunos
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aminoacidos esenciales se encargan de dar resistencia antes factores indeseados, de funciones
metabolicas y algunos casos sirven como precursores de alcaloides contra patégenos y
herbivoros. Sin embargo “estos aminoacidos representan Unicamente el 60% del nitrogeno
presente en la pulpa y el 40% restante se considera nitrégeno no proteico en el que se incluye

sustancias como la cafeina, purinas nitrégeno inorganico y entre otros” [55].

Los aminoacidos son moléculas indispensables para la obtencion de energia de aquellos

microorganismos que cuentan con las enzimas necesarias para degradarlos y utilizarlos.

3.3 Pulpa de café como sustrato

En un estudio realizado por los autores G. Blandon, N. Rodriguez y M. Davila, en el cual se
realiz6 una comparacion entre los sustratos pulpa de café y una mezcla entre la pulpa de café y el
mucilago para la elaboracion de un compostaje.

Entre los microorganismos que se logran evidenciar que estan presentes en la pulpa de café
fresca se encuentran: Candida, Citrobacter, Enterobacter, Escherichia, Hafnia, Rhodotorula,
Serratia, Staphylococo, Streptomyces y Torulopsis. Se debe tener en cuenta que varios de estos
géneros al someterlos a diferentes condiciones de temperatura, pH, aireacion, Humedad y
requerimientos nutricionales, no logran adaptarse y mueren. Por otro lado gracias a dichas

condiciones se da la proliferacion de nuevas especies.

Luego de dos meses de almacenamiento los microorganismos que se encontraron fueron
especies como: Aspergillus, Candida, Escherichia, Streptomyces, Fusarium, Geotrichum,
Pseudomonas, Sarcina, Enterobacter, Intraesporangium, Klebsiella, Penicillium vy
Staphylococcus, estos microorganismos se presentaron debido al cambio en las propiedades
fisicoquimicas del medio producidos por la transformacion de la materia orgéanica. Finalmente
luego del lombricompuesto, se identificaron organismos como: Aeromonas, Aspergillus, bacilo
gram(+), Citrobacter, Cladosporium, Chromobacterium, Enterobacter, Streptomyces, Fusarium,
Geotrichum, Klebsiella, Penicillium, Pseudomonas, Actinomadura, Xanthomona, Escherichia y
Providencia, al igual que en el caso de almacenamiento esto se da por el cambio en las
propiedades especificamente por el incremento de nutrientes que ayudan al crecimiento de

nuevos microorganismos [67].
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Debido a estos datos se puede concluir que la pulpa de café es un buen sustrato para el
crecimiento del genero seleccionado (Aspergillus) ya que posee condiciones Optimas para su
desarrollo como minerales, porcentaje de humedad, fibras, proteinas, aminoacidos y
carbohidratos.
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Tabla 24.

Tabla resumen

nitrogeno

CARACTERISTICAS UND VALOR AUTOR
- 76.7 INCAP (1979) / E. Armas, N. Cornejo y K. Murcia (2008)
o Humedad % )
2 85.37 N. Fierro, A. contreras, O. Gonzales, E. Rosa, V. Morales (2018)
8 Materia Seca % 23.3 INCAP (1979) / E. Armas, N. Cornejo y K. Murcia (2008)
% - Extracto etéreo % 0.48 INCAP (1979) / E. Armas, N. Cornejo y K. Murcia (2008)
S 3 . 3.4 INCAP (1979) / E. Armas, N. Cornejo y K. Murcia (2008)
c @ Fibra Cruda % -
2% 30.63 N. Fierro, A. contreras, O. Gonzales, E. Rosa, V. Morales (2018)
= Proteina Cruda N x 6.25 % 2.1 INCAP (1979) / E. Armas, N. Cornejo y K. Murcia (2008)
g— Cenizas % 1.5 INCAP (1979) / E. Armas, N. Cornejo y K. Murcia (2008)
3 EXtLaifrtgg'e'gge de % 15.8 INCAP (1979) / E. Armas, N. Cornejo y K. Murcia (2008)
12.6 INCAP (1979) / E. Armas, N. Cornejo y K. Murcia (2008)
0,
Humedad % 12.5 N. Fierro, A. contreras, O. Gonzales, E. Rosa, V. Morales (2018)
(48]
O
ﬁ Materia Seca % 87.4 INCAP (1979) / E. Armas, N. Cornejo y K. Murcia (2008)
o
3 92.11 N. Fierro, A. contreras, O. Gonzales, E. Rosa, V. Morales (2018)
8 Extracto etéreo % 2.5 INCAP (1979) / E. Armas, N. Cornejo y K. Murcia (2008)
E Fibra Cruda o 21.0 INCAP (1979) / E. Armas, N. Cornejo y K. Murcia (2008)
> 0 36.07 N. Fierro, A. contreras, O. Gonzales, E. Rosa, V. Morales (2018)
c
O . .
'§ Proteina Cruda N x 6.25 % 11.2 INCAP (1979) / E. Armas, N. Cornejo y K. Murcia (2008)
g- 10.63 N. Fierro, A. contreras, O. Gonzales, E. Rosa, V. Morales (2018)
S Cenizas o 8.3 INCAP (1979) / E. Armas, N. Cornejo y K. Murcia (2008)
° 9.58 N. Fierro, A. contreras, O. Gonzales, E. Rosa, V. Morales (2018)
Extracto libre de % 44.4 INCAP (1979) / E. Armas, N. Comejo y K. Murcia (2008)

71




Tabla 24 continuacion.

1.8 —8.56 INCAP (1979) / E. Armas, N. Cornejo y K. Murcia (2008)
Taninos % 3.70 N. Rodriguez (2013)
4.5 D. Arenas (2009)
3 Pectinas totales % 6.5 INCAP (1979) / E. Armas, N. Cornejo y K. Murcia (2008)
Q 12.4 D. Arenas (2009)
% 12.4 INCAP (1979) / E. Armas, N. Cornejo y K. Murcia (2008)
2 AzUcares reductores % 17.31 N. Rodriguez (2013)
o 45.67 N. Fierro, A. contreras, O. Gonzales, E. Rosa, V. Morales (2018)
8 . 2.0 INCAP (1979) / E. Armas, N. Cornejo y K. Murcia (2008)
2 | Azucares no reductores % :
g ° 1.18 N. Rodriguez (2013)
5 INCAP (1979) / E. Armas, N. Cornejo y K. Murcia (2008) / D.
1.3
8 ) Arenas (2009)
g Cafeina % 0.75 N. Rodriguez (2013)
g— 2.262 N. Fierro, A. contreras, O. Gonzales, E. Rosa, V. Morales (2018)
S Acidos clorogénico % 2.6 INCAP (1979) / E. Armas, N. Cornejo y K. Murcia (2008)
Acido cafeico total % 1.6 INCAP (1979) / E. Armas, N. Cornejo y K. Murcia (2008)
1
Fenoles Totales my Eﬁ;g 4.09 N. Fierro, A. contreras, O. Gonzales, E. Rosa, V. Morales (2018)
Conductividad eléctrica S/dm 7.88 N. Fierro, A. contreras, O. Gonzales, E. Rosa, V. Morales (2018)
mg% 554 INCAP (1979)
Ca 0.46 + J. Figueroa, J. Mendoza (2010)
g% 0.06 ' T
g 0.76 J. Rubio y J. Pineda (1973)
S mg% 116 INCAP (1979)
(5]
= 0.13+ .
= P 0% 0.01 J. Figueroa, J. Mendoza (2010)
0.52 J. Rubio y J. Pineda (1973)
Fe mg% 15 INCAP (1979)
Na mg% 100 INCAP (1979)
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Tabla 24 continuacion.

mg% 1765 INCAP (1979)
K 0% 3.1+0.46 J. Figueroa, J. Mendoza (2010)
7.10 J. Rubio y J. Pineda (1973)
" Trazas INCAP (1979)
c Mg 0.14 + J. Figueroa, J. Mendoza (2010)
< g% 0.01 ' T
S 0.10 J. Rubio y J. Pineda (1973)
Zn Ppm 4 INCAP (1979)
Cu Ppm 5 INCAP (1979)
Mn Ppm 6.25 INCAP (1979)
B Ppm 26 INCAP (1979)
Contenido celular g% 63.2 INCAP (1979) / G. Carvajal y L. Marulanda (2020)
Fibra detergente neutra g% 36.8 INCAP (1979) / G. Carvajal y L. Marulanda (2020)
Fibra acida detergente g% 34.5 INCAP (1979) / G. Carvajal y L. Marulanda (2020)
" Hemicelulosa g% 2.3 INCAP (1979) / G. Carvajal y L. Marulanda (2020)
S % 4.60 N. Rodriguez (2013)
3 Celulosa 9% 17.7 INCAP (1979) / G. Carvajal y L. Marulanda (2020)
3 % 29.50 N. Rodriguez (2013)
E Lignina g% 17.5 INCAP (1979) / G. Carvajal y L. Marulanda (2020)
% 16.90 N. Rodriguez (2013)
Proteina lignificada g% 3.0 INCAP (1979) / G. Carvajal y L. Marulanda (2020)
Proteina cruda g% 10.1 INCAP (1979) / G. Carvajal y L. Marulanda (2020)
Cenizas insoluble g% 0.4 INCAP (1979) / G. Carvajal y L. Marulanda (2020)
Lisina g/16gN 6.8 INCAP (1979) / E. Armas, N. Cornejo y K. Murcia (2008)
4 Histidina g/16gN 3.9 INCAP (1979) / E. Armas, N. Cornejo y K. Murcia (2008)
2 Arginina g/16gN 4.9 INCAP (1979) / E. Armas, N. Cornejo y K. Murcia (2008)
‘§ Treonina g/16gN 4.6 INCAP (1979) / E. Armas, N. Cornejo y K. Murcia (2008)
= Cistina g/16gN 1.0 INCAP (1979) / E. Armas, N. Cornejo y K. Murcia (2008)
< Metionina g/16gN 1.3 INCAP (1979) / E. Armas, N. Cornejo y K. Murcia (2008)
Valina 0/16gN 7.4 INCAP (1979) / E. Armas, N. Cornejo y K. Murcia (2008)
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Tabla 24 continuacion.

Isoleucina g/16gN 4.2 INCAP (1979) / E. Armas, N. Cornejo y K. Murcia (2008)

Leucina g/16gN 7.7 INCAP (1979) / E. Armas, N. Cornejo y K. Murcia (2008)

Tirosina g/16gN 3.6 INCAP (1979) / E. Armas, N. Cornejo y K. Murcia (2008)

Q Fenilalanina g/16gN 4.9 INCAP (1979) / E. Armas, N. Cornejo y K. Murcia (2008)
2 Hidroxiprolina g/16gN 0.5 INCAP (1979) / E. Armas, N. Cornejo y K. Murcia (2008)
§ Acido aspartico g/16gN 8.7 INCAP (1979) / E. Armas, N. Cornejo y K. Murcia (2008)
'E ] Serina g/16gN 6.3 INCAP (1979) / E. Armas, N. Cornejo y K. Murcia (2008)
< Acido glutamico g/16gN 10.8 INCAP (1979) / E. Armas, N. Cornejo y K. Murcia (2008)
Prolina g/16gN 6.1 INCAP (1979) / E. Armas, N. Cornejo y K. Murcia (2008)

Glicina g/16gN 6.7 INCAP (1979) / E. Armas, N. Cornejo y K. Murcia (2008)

Alanina g/16gN 5.4 INCAP (1979) / E. Armas, N. Cornejo y K. Murcia (2008)

Nota: Esta tabla muestra un resumen de las propiedades de la pulpa de café a partir de la bibliografia utilizada en el desarrollo del

capitulo.
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3.4 Conclusién

Un buen sustrato debe poseer ciertas caracteristicas para que coincida con el soporte, entre las
cuales estan: «insoluble en la solucién de humectacion para garantizar las condiciones del cultivo en
estado solido al momento de la incubacion, se debe poseer gran cantidad de carbohidratos y de proteinas,
una estructura que permita la adhesién y penetracion del microorganismo, que sea fermentable, baja
tendencia a la aglomeracion con el micelio y a la formacidn de masas compactas durante la fermentacion

a fin de evitar restricciones» [68].

Se describieron las caracteristicas fisicoguimicas de la pulpa de café partiendo de la literatura,
en donde se concluye que la pulpa de café de la especie (Coffea ardbica) cuenta con gran
contenido de azUcares, polisacaridos, proteinas, carbohidratos y compuestos faciles de degradar,
lo cual la convierten en un buen sustrato para el crecimiento de microorganismos dado que posee
los nutrientes necesarios, ademas de contar con ciertos compuestos de la pared celular en un
buen porcentaje como lo son la celulosa y la lignina que permiten la adsorcion de los iones
metalicos debido a que cuentan con grupos funcionales como lo son los carboxilos, hidroxilos y
carbonilos, los cuales presentan gran afinidad hacia dichos metales. Por otro lado el Aspergillus
niger es uno de los microorganismos capaces de degradar las sustancias toxicas que contiene la
pulpa de café como lo son la cafeina, taninos y demas compuestos polifenolicos, convirtiéndolo
en un género interesante, razon por la cual es posible el desarrollo de un bioadsorbente, puesto
que la pulpa de café promueve el crecimiento de este hongo objetivo de este trabajo.
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4 CONDICIONES OPERACIONALES PARA EL DESARROLLO DE UN
BIOADSORBENTE (PULPA DE CAFE Y ASPERGILLUS NIGER)

El Aspergillus niger es un hongo filamentoso que hoy en dia tiene un gran valor agregado
para la biotecnologia, dado que es utilizado ampliamente de manera industrial para la produccién
de numerosas enzimas y productos como el &cido citrico, ademas de ser un microorganismo de
facil adaptacién a las diferentes condiciones presentes en el entorno y al acoplarse a los
diferentes sustratos. Por otro lado con la creciente importancia que se le ha dado al medio
ambiente debido al aumento de la contaminacion especialmente por parte del sector industrial, se
ha optado por usar este microorganismo en la biorremediacion de los ecosistemas gracias a su
morfologia y su capacidad de actuar como biotransformador, bioacumulador y bioadsorbente de
sustancias contaminantes especialmente de metales pesados como el Cr (VI). Por otro lado, la
pulpa de café que serd el sustrato para el crecimiento del Aspergillus niger, cuenta con la
capacidad de ser un bioadsorbente para la remocion de metales pesados por sus propiedades

fisicoquimicas que la convierte en un excelente intercambiador i6nico con estas sustancias [29].

En este capitulo se identificaran las condiciones operacionales necesarias para el desarrollo de
un bioadsorbente entre la pulpa de café y el Aspergillus niger para la remocién de metales
pesados, de manera particular del Cr (V1) el cual ha causado altos niveles de contaminacion en el
ecosistema acudtico. Esto se realizard a través de un anélisis bibliografico en donde se
determinaran las propiedades morfoldgicas del microorganismo, las condiciones de remocion, su

medio de fermentacion y su asociacién (bidtica o abidtica).

4.1 Caracterizacion bibliografica

Se desarrollé una caracterizacién bibliografica dividida en 3 partes para la realizacion de
capitulo, con ayuda de las herramientas de bibliometria tales como Mendeley, Refworks, Nube
de palabras, Legible, Sentigem, Grammarly y Scopus. Para la primera parte se recopild
informacion relacionada con la morfologia del Aspergillus niger en donde se encontraron 94
articulos. En la Figura 7 se evidencian los articulos por afio, siendo el 2015 donde se presentan

mayor numero de publicaciones, en la Figura 8 se clasifican los documentos por érea,
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biotecnologia presenta el mayor porcentaje seguido por microbiologia, en este caso ingenieria

guimica cuenta con un porcentaje de 8.6% siendo la quinta area con investigacion.

Figura 7.
Documentos por afio morfologia Aspergillus niger.
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Nota: La figura 7 representan el total de documentos
recopilados por afio en el rango del 2000 al 2020 sobre la
caracterizacion morfoldgica del Aspergillus niger. Tomado

del analisis bibliométrico de Scopus.
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Figura 8.

Documentos por area de investigacion del Aspergillus
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Chemical Engine... (8.6%) \
Materials Scien... (10.5%)

Nota: La figura 8 muestra las areas de investigacion sobre
la morfologia del Aspergillus niger. Tomado del analisis

bibliométrico de Scopus.

De este total de articulos se seleccionaron 13, de ellos se utilizaron 7 los cuales reunian la
informacidn necesaria. En las Figuras 9 y 10 se identifican la clasificacion de los documentos
tanto por tipo como por area de investigacion, se observa que tanto en las revisiones como en los
articulos se presenta el mismo porcentaje del 43% y en cuanto el area, microbiologia y
biotecnologia se encuentran en primer lugar seguidas por ingenieria quimica, puesto que estas
ramas de investigacion buscan estudiar este tipo de microorganismos para realizar
modificaciones y poder implementar diferente productos, como en este caso que se busca hacer
una biorremediacion con el Aspergillus niger eliminando la sustancias contaminantes de los
ecosistemas especialmente en el acuatico, a traves de una propuesta de un bioadsorbente, el cual

se podria llevar a escala industrial con la debida investigacion.
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Figura 9y 10.

Documentos por tipo y area de investigacion del Aspergillus niger seleccionados.
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Nota: Las figura 9 y 10 representan la clasificacion por tipo de documento y area de

investigacion sobre la morfologia del Aspergillus niger.

En cuanto a la segunda etapa con ayuda de la bibliometria mencionada anteriormente, se
encontraron un total de 113 articulos para la remocion de metales pesados mediante
microorganismos y sus condiciones necesarias para llevar a cabo esta remocién, en la Figura 11
se reflejan los documentos filtrados por afio en un rango de tiempo entre el 2000 y el 2020,
donde desde el 2015, las publicaciones sobre este tema aumentan con respecto a afios anteriores.
En la Figura 12 se clasifican los documentos por area de investigacion, aqui el medio ambiente,
agricultura y ciencias bioldgicas sobresalen con los mayores porcentajes, e ingenieria quimica se

encuentra en la quinta posicion.
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Figura 11.

Documentos por afio sobre la biorremediacion de metales pesados.
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Nota: La figura 11 presenta los documentos reunidos por afio para el rango del
2000 al 2020 en cuanto a la remocidn de iones metalicos mediante el uso de

microrganismos. Tomado del analisis bibliométrico de Scopus.
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Figura 12.

Documentos por area de investigacion sobre la biorremediacion de

metales pesados.
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Nota: La figura 12 muestra los porcentajes de las diferentes areas de
investigacion sobre la remocién de iones metalicos mediante el uso

de microorganismos. Tomado del analisis bibliométrico de Scopus.

Para la seleccion de los articulos de interés se realizaron los siguiente pasos (Figura 13).
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Figura 13.

Diagrama de flujo para la bdsqueda bibliogréafica.
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Nota: La figura 13 muestra los pasos que se tuvieron en cuenta para la seleccion de los
documentos necesarios para el desarrollo del capitulo.

Para considerar los articulos relevantes se tuvo en cuenta 3 grandes aspectos y se analizaron
de la siguiente forma: en la primera parte se realiz6 una comparacion entre diferentes cepas de
microorganismos con un buen indice de tolerancia a iones metalicos, con un valor de
concentracion minima inhibitoria para los metales elevada y finalmente que contara con un buen
porcentaje de remocion, de estos valores se identifico que la cepa de Aspergillus niger cumple
con estos aspectos, convirtiéndolo en un microorganismo interesante para llevar a cabo la
investigacion. En la segunda parte se vuelven a revisar los tres pardmetros anteriores
centrandonos en el microorganismo seleccionado con diferentes metales. A la hora de
seleccionar el metal para trabajar se tuvo en cuenta la contaminacion causada por este y el
porcentaje de remocién capaz de efectuar el microorganismo, por lo cual se eligio el Cr (VI).

Para la Gltima parte se investigo el estado en el que se encuentra la biomasa y condiciones que
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mejoran la remocion, sin dejar de lado la capacidad de remocidn para este mismo metal que

presenta el sustrato.

A partir de esto se seleccionaron 17 articulos de los cuales se utilizaron 16 en total, en las
Figuras 14 y 15 se identifican el total de articulos por tipo de documento y area que fueron de
importancia para el capitulo, encontrando que los articulos son los que predominan junto con el
area de biotecnologia, este sector se ve beneficiado al ser un tema relevante para desarrollo sin
dejar de lado el medio ambiente, dado que nos ofrece diferentes oportunidades para realizar la
descontaminacion de los ecosistemas al utilizar la capacidad de diferentes biomasas que son
consideradas fuente de contaminacion al no realizarles un adecuado manejo, y por otro lado se

aprovecha la capacidad gue tienes los microorganismos para captar estas sustancias.

Figura 14y 15.

Documentos por tipo y @area de investigacion sobre la biorremediacion de metales pesados

seleccionados.
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Nota: Las figuras 14 y 15 muestran los porcentajes para los tipos y las diferentes areas de

investigacion sobre la remocion de iones metalicos mediante el uso de microorganismos.

Finalmente en la tercera parte la investigacion arrojo un total de 177 articulos en lo referente
al tipo de fermentacién bien sea sélida o sumergida, en la Figura 16 se identifican el total de
documentos de este tema de investigacion por afio desde 1980 al 2020, siendo del 2009 al 2012
los afios con mayores publicaciones, seguidos por 2014 y el 2018. La Figura 17 presenta las
areas de interés para este tema, destacando la bioquimica, microbiologia e ingenieria quimica

con porcentajes de 26.5%, 19.8% y 18.6% respectivamente.
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Figura 16.

Documentos por afio sobre la fermentacion mediante Aspergillus niger.

16
14
12

10

Dacuments
<o

1985 1988 1991 1994 1997 2000 2003 2006 2009 2012 2015 2018 2021

Nota: La figura 16 registra el total de documentos recopilados por afio en el
rango de 1980 al 2020 en cuanto a la fermentacion solida y sumergida
utilizando el Aspergillus niger. Tomado del andlisis bibliométrico de

Scopus.
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Figura 17.

Documentos por area de investigacion sobre la fermentacion

mediante Aspergillus niger.
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Nota: La figura 17 presenta el total de documentos recopilados por
area de investigacion en lo referente a la fermentacion solida y
sumergida utilizando el Aspergillus niger. Tomado del analisis

bibliométrico de Scopus.

Como segundo filtro se seleccionaron 17 articulos, de los cuales se utilizaron 7 que hablan de
manera mas detallada sobre el proceso y las condiciones para el crecimiento del Aspergillus
niger a tener en cuenta sobre diferentes sustratos. Las Figuras 18 y 19 evidencian tanto el tipo de
documento que en su totalidad fueron articulos de revista y el area de investigacion en donde
microbiologia e ingenieria quimica presentan el mismo porcentaje del 40%, se debe tener en
cuenta que estos dos campos tienen como interés la obtencion de productos y subproductos de
valor agregado empleando microorganismos, razon por la cual se ha ampliado el estudio en estos

temas para su posterior implementacion en la industria.
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Figura 18y 19.

Documentos por tipo y area de investigacion sobre la fermentacion es estado solido y
sumergidos utilizando Aspergillus niger seleccionados.
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Nota: Las figuras 18 y 19 muestran los porcentajes para el tipo de documento y las diferentes
areas de investigacion sobre la fermentacion es estado solido y sumergidos utilizando Aspergillus

niger.

4.2 ldentificacion morfoldgica del Aspergillus niger

Los hongos son organismos eucariotas llegando a ser unicelular o pluricelular, que
generalmente se encuentran con una gran variedad en el medio ambiente siendo parte de los
ecosistemas. El realizar una caracterizaciéon del microorganismo a nivel macroscopico y
microscopico del organismo que serd objeto de estudio es fundamental para identificar su
interaccion con otros elementos a su alrededor. Estos microorganismos poseen varias habilidades
ya sean para actuar como patégenos o ser de beneficio para el entorno y los seres humanos,
debido a sus facultades en el uso en la industria farmacéutica, de alimentos, o ya sea por su papel
en el reciclaje y degradacion de materia organica. Su identificacion serd indispensable para

obtener buenos resultados en las practicas a las cuales sera sometido.

4.2.1 Métodos de identificacion

Existen varios métodos que se han desarrollado a través de la historia con el fin de facilitar la
identificacion de varias especies pertenecientes a los grandes géneros de un reino. Entre los
métodos mas usados se encuentran los fenotipicos, bioguimicos, inmunol6gicos y moleculares,
siendo este ultimo el de mayor complejidad pero el que mayor sensibilidad y especificidad posee

a la hora de realizar un trabajo de identificacion.
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4.2.1.1. Métodos fenotipicos y bioquimicos: estudio convencional basado en las caracteristicas
observables tales como sus caracteristicas microscopicas, morfologia, propiedades bioguimicas y
metabdlicas. Asi mismo se debe tener en cuenta el medio de cultivo y sus condiciones 6ptimas
en las que se incluyen requisitos de crecimiento como temperatura y nutricion [69]. Por otro lado
en la identificacion bioquimica se analiza las caracteristicas metabolicas y la produccion de

enzimas mediante pruebas preliminares de lectura rapida, intermedia y lenta [70].

o Métodos inmunoldgicos: consiste en la determinacion de anticuerpos, producidos por
cada especie debido a los polisacaridos que se encuentran en el micelio, la prueba consiste en
agregar un antigeno a un medio de cultivo para detectar el anticuerpo [71].

o Métodos moleculares: este método comenzo utilizando sistemas comerciales como los
kits basados en el uso de la enzima taq polimerasa [72], con el fin de reconocer las cepas
desconocidas. “La identificacion molecular de un hongo filamentoso es un trabajo arduo debido
a que la técnica requiere extraccion de ADN para evaluar la composicion de la pared celular
constituida por proteinas, glicoproteinas, lipidos e iones para una correcta clasificacion” [72].
Inicialmente se realiza un ensayo en cadena de la polimerasa (PCR) con el fin de ampliar un
fragmento del ADN, de la muestra a analizar, en el caso de los hongos se suele ampliar regiones
bien conservadas como los genes ribosomales, o el gen de la B-Tubulina, esto con el fin de

obtener la secuencia de la region, para posteriormente compararla con una base de datos.
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4.2.2 Morfologia

Tabla 25.

Taxonomia del genero Aspergillus.

Subgénero Seccion Especie
Aspergillus Aspergillus A. glaucus
Restricti A. restrictus
Fumigati Fumigati A. fumigatus
Cervini A. cervinus
Ornati A. ornatulus
Clavati Clavati A. clavatus
Nidulantes Nidulantes A. nidulans
Versicolores A. versicolor
Usti A. ustus
Terrei A. terreus
Flavipedes A. flavipes
Circundati Wentii A. wentii
Flavi A. flavus
Nigri A. niger
Circundati A. ochraceus
Candidi A. candidus
Cremei A. cremeus
Sparsi A. sparsus

Nota: Esta tabla muestra la clasificacion taxondémica actual del genero
Aspergillus. Tomado de Taxonomia e identificacion de especies

implicadas en la aspergilosis nosocomial

4.2.2. 1. Aspergillus: Segun Francess Accensi i Alemany, el Aspergillus es un hongo
mitosporico, perteneciente a la familia Trichocomaceae, del orden de los Eurotiales incluidos al
phylum Ascomycota. Se caracteriza por la produccion de hifas especializadas (conidioforos)
donde se formaran las esporas asexuales o conidios, dichos conidi6foros cuentan con un
vesicula, estipe y célula pie [73]. Los aspergillus pueden dividirse entre los uniseriados y los
biseriados. En este género todas las capas de la pared celular estan implicadas en la formacion de
los conidios, que al madurar se liberaran de la célula.

4.2.2. 11. Aspergillus nigri: Es una seccion compleja de identificar dado que las diferencias entre

los distintos taxones son minimas, aqui se agrupan especies negras con caracteristicas similares
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en cuanto al tamafio y color la de colonia, presencia o ausencia de metula, tamafo, forma y
ornamentacion de conidios [73].

4.2.2. 111. Aspergillus niger: “Es un hongo filamentoso aerdbico, que puede crecer sobre materia
organica en un rango de temperatura de 6 a 47°C siendo de 35 a 37°C la temperatura 6ptima, con
una actividad de agua de 0.77 a 0.88 para su crecimiento y un rango de pH de 1.4 a 9.8” [74].
Este hongo requiere de sustratos ricos en carbohidratos, para su adecuado crecimiento, debido a
esto es muy comun encontrarlos en frutos secos, semillas oleaginosas, cereales y productos
carnicos.

o En su caracterizacion macroscopica presenta colonias de color negro o marrén oscuro, su
reverso es incoloro a amarillo, es denso granular a algodonoso [75].

o Para las caracteristicas microscopicas este cuenta con “cabezas conidiales biseriadas y
radiales, estipes de paredes gruesas, lisos, hialinos, amarillentos o de color marrén palido cerca
de la vesicula. Vesicula casi esférica, métulas ocupando toda la superficie de la vesicula.
Conidios globosos de color marrén, normalmente muy rugosos con crestas irregulares y

protuberancias” [75].

Tabla 26.

Diametro de colonias y dimensiones de las

estructuras de la especie Aspergillus niger.

Caracteristica

Diametro de colonia (mm) 50-70
Estipe (longitud, pm) 400-3000

Vesicula (anchura, um) 30-75
M¢étulas (um) 12-20E-06
Fialides (um) 7-10E-04

Conidios (um) 3.5-4.5

Nota: Esta tabla muestra la clasificacion las
dimensiones del Aspergillus niger. Tomado de
Taxonomia e identificacion de especies

implicadas en la aspergilosis nosocomial
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La especie Aspergillus niger es comunmente un agregado, que esta conformado por el A.
phoencis y A. niger, este Gltimo cuenta con dos tipos bien identificados el A. niger y el A.

tubingencis.

4.3 Remocién de metales pesados
4.3.1 Remocion de metales pesados por parte del Aspergillus niger vs otros microorganismos

Con el fin de identificar las ventajas que presenta el Aspergillus niger frente a otros
microorganismos, se realiza una comparacion donde se evidencia la tolerancia, y su capacidad de
crecimiento en medios contaminados por diferentes metales pesados, al igual que su capacidad
de biorremediacion, convirtiéndolo en un microorganismo de interés en la elaboracion de un

bioadsorbente para la disminucién de la contaminacion de los efluentes industriales.
4.3.1. . indice de tolerancia (IT) y Concentracion minima inhibitoria (CMI)

Los autores A. Villalba y G. Azuara [50], establecieron rangos de indice de tolerancia y
concentraciones para diferentes metales con hasta 120 horas de incubacién de la cepa de
Aspergillus niger a una temperatura de 28°C y basandose en otros autores se realizd una
comparacion de la cepa de interés con otros microorganismos. Los datos se evidencian a

continuacion.

Frente a la remocion de cadmio, con una concentracion de 1 mM del metal, mencionan que el
Aspergillus niger logro una tolerancia moderada frente a este metal, al igual que el Penicillium
sp, los cuales estdn en un rango de tolerancia entre 0.55 a 0.62, mientras que otros hongos
filamentosos como la Alternaria alternata se encuentra en 0.13, la especie Fusarium inhiben su
crecimiento total en la presencia de este metal incluso en esta concentracion y finalmente a una

concentracion de 0.1 a 0.2 mM se inhibid el crecimiento de Schizophyllum commune.

En cuanto al plomo el Aspergillus niger presenta un amplio rango de tolerancia ya que resiste
concentraciones mayores a 20 mM oscilando entre 0.12 a 1.45, también se report6 un efecto
similar para la Alternaria alternata y para el Fusarium oxysporium debido a que crecen
facilmente sobre este metal, respecto a la concentracion minima inhibitoria el Penicillium sp
presenta un rango de 0.75 a 25 mM, Fusarium sp 12.5 a 15 mM y Aspergillus niger de 20 a 30
mM
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Para el caso del mercurio a una concentracion de 1 y 5 mM se evidencid que el Aspergillus
niger tuvo gran tolerancia ya que presenta un rango entre 0.82 y 1.03, para el Aspergillus flavus a

una concentracion de 25 mg/L se identifico una tolerancia de 0.807.

En lo referente a la plata a concentraciones entre 1 a 5 mM Aspergillus niger cuenta con una
tolerancia entre 0.72 a 2.03, y a concentraciones mas altas se da la inhibicion de la cepa, se ha
demostrado que el Fusarium oxysporium es capaz de reducir los iones de plata en una solucion
formando una suspension estable, sin embargo no se han encontrado gran variedad de

microorganismos resistente a este metal.

A lo que corresponde al cobre se manifesté que a concentraciones entre 1 a 5 mM Aspergillus
niger tiene un indice de tolerancia de 0.77 a 1.18, para las cepas como el Penicillium sp y

Fusarium sp se indicaron valores similares 0.79 a 0.98 y 0.91 respectivamente.

Aspergillus niger al entrar en contacto con el zinc presenta una reduccién en los indices de
tolerancia dando valores entre 0.87 a 0.55 al incrementar la concentracion del metal de 1 a 20
mM. Por otro lado existen especies que toleran concentraciones mayores a 20 mM como la
Pichia anomala, Candida krusei, Cryptococcus laurentii y P. atratmentosum que empieza a

disminuir su crecimiento a los 40 mM

Finalmente para el cromo el Aspergillus niger presenta grandes niveles de tolerancia los
cuales se encuentran en rangos de 1.27 a 1.90 a diferentes concentraciones he incluso mayor a 20
mM. En lo que concierne al Penicillium sp presenta inhibicion a los 20 a 25 mM al igual que el

Fusarium.

En la tesis presentada por C. Aymara [9], se reportan la CMI para 4 cepas diferentes en 4

metales ecotoxicos distintos, los resultados se reflejan en la siguiente tabla.
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Tabla 27.

CMI de diferentes microorganismos para 4 toxicos.

Cepa Metal CMI (ppm)
Aspergillus niger Pb 5000
Cr 500
B 5000
Fe 5000
Pseudocamarosporium sp Pb 1000
Cr 2000
B 2000
Fe 500
Penicillium sp Pb 1000
Cr 500
B 1000
Fe 500
Alternaria sp Pb 1000
Cr 500
B 1000
Fe 500

Nota: esta tabla muestra la CIM para las cepas de Aspergillus niger,
Pseudocamarosporium s, Penicillium sp y Alternaria sp frente a cuatro
metales ecotoxicos. Tomado de biorremocion de metales ecotdxicos mediante
cepas flngicas nativas aisladas de efluentes industriales en un sistema de

biorreactores en serie de agitacion continua.

De esta informacion se infiere que la cepa de Aspergillus niger microorganismo de interés
posee gran tolerancia ante los metales ecotdxicos frente a otras cepas fungicas de los

Ascomicetos.

Para la remocion de Cr (V1) y Cr (Il1), en el articulo de los autores S. Gomez, D. Amaya, C.
Maldonado, M. Martinez, B. Quevedo, A. Soto y A. Pedroza, se realiz6 una comparacion de la
capacidad de remocién de 4 cepas tales como: Phanerochaete chrysosporium, Trametes
versicolor, Pleurotus ostreatus y Aspergillus niger, donde se obtuvieron resultados a 25°C y 8
dias de incubacidn con concentracion minima inhibitoria de 7500, 300, 4500 y 1000 en mg/L
respectivamente para Cr (VI1), en el caso del Cr (I11) se reportaron 30000, 15000, 12000 y 5000
en mg/L respectivamente [76].

92



Tabla 28.

Tabla resumen

para CMI e IT de diferentes microorganismos para diferentes metales.

Metal Microorganismo Autor
Aspergillus niger
Penicillium sp .
Cd Alternaria alternata A V'”g”f\ yG. Azzlgalrg (2018)
Fusarium - Aymara ( )
Schizophyllum commune
Aspergillus niger
Pb Alternaria alternata A. Villalba y G. Azuara (2018)
Fusarium oxysporium C. Aymara (2018)
Penicillium sp
Fusarium sp
Hg Aspergillus niger A. Villalba y G. Azuara (2018)
Aspergillus flavus
Ag Aspergillus niger A. Villalba y G. Azuara (2018)
Fusarium oxysporium
Cu Aspergillus niger
Penicillium sp A. Villalbay G. Azuara (2018)
Fusarium sp
Aspergillus niger
Zn Pichia anomala
Candida krusei A. Villalbay G. Azuara (2018)
Cryptococcus laurentii
P. atratmentosum
Aspergillus niger
B Penicillium sp
Alternaria sp C. Aymara (2018)
Pseudocamarosporium sp
Asper_gl_lll_Js niger A. Villalbay G. Azuara (2018)
Pen|C|II|_um Sp C. Aymara (2018)
Fusarium . N. Gémez y T. Sanchez (2020)
Cr Pseudocamarosporium sp S. Gomez, D. Amaya, C
Phanerochaete . . '

Maldonado, M. Martinez, B.
Quevedo, A. Soto y A. Pedroza
(2008)

chrysosporium
Trametes versicolor
Pleurotus ostreatus

Nota: esta tabla muestra la CIM y el IT para las diferentes cepas encontradas a lo largo

del analisis bibliografico para diferentes metales ecotoxicos, es una recopilacion de los

trabajos presentados por los autores A. Villalba, G. Azuaray C. Aymara.
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4.3.1. 1. Remocion

N. Gémez y T. Sanchez en el estudio de la eficiencia que tienen los hongos ligninoliticos para
la biodegradacion y adsorcion de metales pesados, se evidencia que el Aspergillus niger cuenta
con la capacidad de remover Pb, Cr, B y Fe en 93.92, 96.98, 27.8 y 85.93% a diferencia de la
cepa de Phanerochaete chrysosporium donde los porcentajes de remocion solo fueron evidentes
para el Pb con 57%, Cd con 74% y Ni con 98%, para la Pleurotus ostreatus se obtuvo
porcentajes de remocion de 97.45% para Pb y 59.98% para el Cr, la cepa de Pycnoporus
sanguineus removi6 Unicamente el Pb en un 99.89% vy finalmente Penicillium citrinum el Cr (V1)
en un 79.8%. De estos datos se infiere que el Aspergillus niger remueve mayor cantidad de

metales con porcentajes significativos a diferencia de las otras cepas fungicas estudiadas [77].

El Cr (VI) es uno de los metales con mayor capacidad de ser removido por el Aspergillus
niger ya que se evidencia grandes eficiencias al transformarlo de Cr (VI) a Cr (lIl) en los
procesos de biorremediacién, pero cabe destacar que el Penicillium chrysogenum también
presenta buena eficiencia con respecto al Cr y otros metales en los cuales se encuentran Cd, Cu,
Pb, Zn y Mn con porcentajes de 25, 74, 59, 24, 55 y 57% respectivamente valores reportados por
X. Deng, L. Chai, Z. Yang, C. Tang, Y. Wang, e Y. Shi [78]. Otras cepas con buenos porcentajes
se reportan por los autores L. Chapofian e Y. Medina son la Paecilomyces sp que cuenta con un
porcentaje de remocién a 120 horas del 88.24%, el Penicillium sp con 86.91% y el Fusarium sp
con 85.86% [79].
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Tabla 29.

Tabla resumen para % de remocion en diferentes microorganismos para diferentes metales.

Cr Pb Cd B Fe Ni Cu Zn Mn
Aspergillus niger 96.98% 93.92% 96,2% 27.8% 85.93% 70,9% 735% 60,9% 61,5%
Phanerochgete ] 570 4% ) ) 98% ) ] ]
chrysosporium

Pleurotus ostreatus 59.98% 97.45% - - - - - - -
Pycnoporus sanguineus - 99.89% - - - - - - -
Penicillium citrinum 79.8%. - - - - - - - -

Penicillium chrysogenum 25% 24% 74% - - - 59% 55% 57%
Paecilomyces sp 88.24% - - - - - - - -
Penicillium sp 86.91% - - - - - - - -
Fusarium sp 85.86% - - - - - - - -

Nota: esta tabla muestra el % de remocion para las diferentes cepas encontradas a lo largo del analisis bibliogréfico de

diferentes metales ecotdxicos, es un recopilacion de los trabajos presentados por los autores N. Gomez y T. Sanchez
(2020), X. Deng, L. Chai, Z. Yang, C. Tang, Y. Wang e Y. Shi (2012), L. Chapofian e Y. Medina (2016), C. Villaveces

(2019).
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4.3.2 Remocidn por Aspergillus niger

4.3.2. 1. indice de tolerancia (IT) y Concentracion minima inhibitoria (CMI)

Se ha evidenciado en diferentes estudios que el Aspergillus niger es un eficiente
bioadsorbente de metales pesados ya que en presencia de algunos de estos el crecimiento del
microorganismo no presenta inhibicion como lo citado por los autores A. Villalba y G. Azuara.
Donde se identificd el comportamiento del Aspergillus niger en un medio de cultivo con
presencia de diferentes sales metélicas. Entre los metales evaluados se encuentra el Cr, Pb, Zn,
Cd, Ag, Hg y Cu.

En este estudio se utiliza como medio de cultivo un agar papa dextrosa, y el microorganismo
es aislado del suelo minero, posteriormente se toma la muestra y se realizan disoluciones a varias
concentraciones con agua destilada para preparar la suspension de esporas y su conteo mediante
una cdmara Neubauer. Finalmente se realiz6 la determinacion del indice de tolerancia para las
diferentes concentraciones de las sales metalicas, mediante la relacion del radio del micelio

tratado con metal y el radio del micelio sin metal [50].

De esto se obtuvo como resultado una caracterizacion macroscopica y microscopica tipica del
Aspergillus niger y los indices de tolerancia frente a cada metal de estudio, evidenciado en la

siguiente tabla.

96



Tabla 30.

CMI e indice de tolerancia del Aspergillus niger frente a metales toxicos.

Metal CMI (mM) indice de tolerancia
Hg 5 0.82+0.03
Ag 5 2.03+0.32
Cu 5 1.18+0.38
Cd 15 0.61+0.09
Zn >20 0.550.01
Cr >20 1.30£0.05
Pb >20 0.71+0.12

Nota: Esta tabla muestra la CIM vy el indice de tolerancia que presenta la
especie Aspergillus niger frente a una concentracion de determinado metal.
Tomado de Aislamiento e identificacion de Aspergillus niger y evaluacion

de su tolerancia a metales téxicos.

A partir de los datos se identifica que el Aspergillus niger cuenta con gran potencial para la
biorremediacion de metales pesados especialmente del Zn, Cr y Pb, dado que a una
concentracion de 20 mM el crecimiento del hongo no se inhibia si no por el contrario presentaba
un buen crecimiento, se debe tener en cuenta que la tolerancia depende de factores como lo son
la temperatura, pH, concentracion de biomasa y del ion metalico, tiempo de crecimiento y fuente

de sustrato.
4.3.2. 1. Remocioén

En la tesis presentada por C. Aymara se realiza un estudio donde se establece la mejor cepa
fungica entre cuatro aislada para la biorremocion de metales ecotoxicos, de las cuales se
selecciona la de Aspergillus niger por su capacidad de crecimiento en un medio contaminado

frente a las otras [9].

La prueba se llevd acabo en un sistema en serie de cuatro recipientes en donde se encontraba
un medio de cultivo liquido y la solucion de metales en agitacion continua, del cual se utilizé una
muestra de la biomasa fingica obtenida a la salida del sistema después de 11 dias y se reportaron
los siguientes porcentajes y capacidad de biorremocion del Aspergillus niger frente a diferentes

iones metalicos (Tabla 17).
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Tabla 31.

Porcentaje y capacidad de biorremocion del Aspergillus niger.

Metal Co (ppm) Ct (ppm) % Capacidad

Pb 200 12.17+0.61 93.92  92.82+4.9
Cr 100 3.02+2.17  96.98  48.45+2.9
B 300 216.73+0.49 27.8 41.13+11.9
Fe 200 28.13+2.68  85.93 85.8+2.9

Nota: Esta tabla muestra el porcentaje de remocion de la cepa
frente a 4 diferentes metales ecotdxicos. Tomado de biorremocién
de metales ecotoxicos mediante cepas fungicas nativas aisladas de
efluentes industriales en un sistema de biorreactores en serie de

agitacion continua.

Se evidencia que el Aspergillus niger tiene gran capacidad de biorremediacion de diferentes
iones metélicos y es este caso particular el cromo, el plomo, el boro y el hierro siendo el cromo

el que mayor porcentaje de remocion y el boro el de menor capacidad.

Por otro lado en el trabajo de investigacion de N. Gomez y T. Sanchez, se registraron los
valores de remocion de un efluente industrial con una concentracion de iones metalicos en total
del 66.4 mg/L, donde para el Pb (93.91%), Cr (99.83%), B (47.29%) y Fe (96.34%). También se
reportaron valores para el tratamiento en solucion metélica a una concentracién total de 100

mg/L para los mismos metales en 93.92, 96.98, 27.8 y 85.93% respectivamente [77].

En el articulo de C. Villaveces, se realizd una investigacion sobre los microorganismos con
gran potencial en la biorremocion de metales pesados, donde el Aspergillus niger posee una gran
eficiencia con diferentes metales, en donde el Cr (V1) fue el metal con mayor porcentaje (100%)
de remocion, teniendo en cuenta un pH de 5.3 a 6.2, concentracion del metal 50 mg/L a 28°C,
con agitacion de 100 rpm durante 6 dias. También se enuncia que la cepa es capaz de remover el
Cr (I11) con una eficiencia del 88% a un pH 5.1 y a temperatura de 30°C. Igualmente se reportan
porcentajes de remocién para Cd (1), Pb (1), Fe (I11), Cu (1I), Ni (11), Zn (11), Mn (1) de 96.2,
90, 90, 73.5, 70.9, 60.9 y 61.5% respectivamente [80].
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Con respecto a la capacidad de biorremediacion del Ni (11) a través de la cepa de Aspergillus
niger en el articulo presentado por G. Duca, C. Nufiez, A. Navarro y M. Rubio se realizd un
estudio con un inéculo proveniente de una solucion de conidios en un medio de cultivo con
nitrato de sodio, fosfato dipotéasico, sulfato de magnesio, agua, cloruro de potasio y glucosa, la
remocion se evalud en una solucion con 50 mg/L de cloruro de niguel, controlando temperatura,
pH, tiempo de incubacion y concentraciones del ion entre 1.5 y 3 mg/L. Finalmente por medio de

una Espectroscopia de Absorcion Atomica Llama se determind la concentracion final del niquel.

En los resultados obtenidos se evidencia que el rango en el que se trabaj6 la concentracion del
niquel no provoco inhibicion de la cepa, ademas se establecié que es el pH 6ptimo para la
biorremocion es de 4.5 obteniendo la mayor eficiencia de remocion con un porcentaje del 60 a
73%, también se realizd un ensayo para identificar la posible ubicacion final del metal en la cepa
y se concluyd que un 57.8% se encontraba en el interior celular y el restante en la pared celular
[81].

Para la remocion del arsénico en el trabajo por los autores E. Dominguez, J. Vargas, J.
Cardenas e I. Acosta, se realizé un analisis de la capacidad de disminuir la concentracion de este
metal mediante una cepa de Aspergillus niger por el método de espectrofotometria de absorcion
atdbmica por generacion de hidruros, que al igual que en los anteriores estudios se tienen en
cuenta condiciones como temperatura, pH, concentracion tanto de biomasa como del ion
metalico y tiempo de incubacion, la cepa crecio en un caldo Sabouraud dextrosa. En el articulo
se llevo a cabo una comparacion entre biomasa nativa y biomasa modificada con 6xido de hierro,
siendo esta Ultima la que presento mayores porcentajes de remocion a un pH cercano al neutro,

pero manteniéndose en medio acido [82].

A pesar de que se obtienen buenos resultados en la remocion del metal, se debe tener en
cuenta que esto solo se presentd al momento de realizar la modificacion a la cepa, lo cual es una

desventaja frente a otros metales como los mencionados anteriormente.

4.3.3 Remocion de Cr (V1) por Aspergillus niger

El Cromo al ser un metal pesado, se encuentra en la naturaleza en forma de compuestos que
posteriormente se somete a un proceso de reduccion del 6xido de cromo con aluminio para

obtenerlo en su forma pura, este metal es catalogado como uno de los elementos de la
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modernidad por sus propiedades en la industria como en la metalurgia, galvanoplastia,
curtiembres, textiles y como biosida en el agua de enfriamiento de las centrales eléctricas. Este
metal presenta estados de oxidacion de *2, *3, "4, '5 y "6, siendo este ltimo el mas tdxico y
contaminante encontrdndose especialmente en los efluentes dado el vertimiento de las industrias

en los cuerpos de agua, sobrepasando los limites maximos de concentracion.

A partir de los estudios reportados en la bibliografia, se evidencia que el Aspergillus niger
posee una gran capacidad de biotransformacion de Cr (V1) a Cr (111), este ultimo es menos toxico
que solo llega a causar problemas en altas concentraciones en las plantas, sin embargo este ion
también puede ser sometido a un proceso de biorremediacion mediante la misma cepa, por ende

se elige el Cr (V1) como metal de intereés.
4.3.3. 1. Remocion por medio bidtico

La remocion de cromo hexavalente, en el articulo de los autores E. Rivera, J. Cardenas, V.
Martinez e . Acosta, se utiliza el Aspergillus niger como un bioadsorbente mediante el método
calorimétrico de la Difenilcarbazida, en el cual se utiliza como medio de sustrato la glucosa y
como fuente de carbono el azlcar o glicerol. La cepa que fue aislada de una zona contaminada y
se mantuvo en un medio minimo de Lee modificado, posteriormente se incubaron las esporas en
el medio de cultivo junto con una concentracién del metal, realizando el experimento por
triplicado para determinar la concentracion final del Cr (VI) y Cr (Il1), mediante métodos
espectrofotométricos de la Difenilcarbazida y Chromazurol S respectivamente. EI Cr total se
determiné mediante Espectrofotometria de absorcion atdmica [53].

En la Tabla 18 se evidencian los resultados del analisis de reduccion llevados a cabo en un
medio de Lee modificado con 50 mg/L de Cr (V1) a 100 rpm con una temperatura de 28°C y un
pH 6.2, donde se realiz6 una comparacion por 3 métodos de identificacion de la concentracion

del metal presente transcurrido el séptimo dia.
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Tabla 32.
Capacidad de reduccion de Cr (V1) por la cepa de Aspergillus niger a 28°C y pH 6.

Metal (mg/L) Dial Dia7
Cr (VI) Difenilcarbazida 50 0
Cr (1) Chromazurol S 0 49.6
Cr Total Espectrofotometria de absorcion atomica 50 49.8

Nota: Esta tabla muestra la concentracion final luego de la biorremocion del Cr (V1) por
Aspergillus niger. Tomado de Remocion de Cromo (VI) por una Cepa de Aspergillus

niger Resistente a Cromato.

Los resultados obtenidos tienen una gran dependencia de variables como el pH, la
concentracion de biomasa, la concentracion del ion y la fuente de carbono fermentable jugando
un papel importante para la remocién del metal. Ahora debido a que el Cr (V1) se reduce a Cr
(1), el cual es menos toxico ya sea para el medio ambiente o para los seres vivos contribuye a la
disminucion en la contaminacion, sin embargo no se produce un cambio significativo en los

niveles totales de Cr.

En el articulo de los autores I. Acosta, A. Bravo, V. Martinez, J. Cardenas y M. Moctezuma,
se realizd un trabajo similar al articulo anterior utilizando la Difenilcarbazida, en el cual se
evalud el porcentaje de remocion del Cr (V1) mediante la cepa de Aspergillus niger a diferentes
temperaturas, pH, velocidades de agitacion, concentracion de biomasa y concentracién de del ion
metalico, donde se obtuvo resultados de remocién eficientes a 60°C temperatura a la cual no se
tiene en cuenta la concentracion del ion metalico y el tiempo de remocion fue mucho menor,
comparado con la remocion a 28°C donde dependiendo la cantidad del ion metalico el tiempo

aumentaba. En ambas condiciones se logra obtener un 100% de remocion del metal pesado [54].
4.3.3. 1. Remocion por medio abiotico

Se realizd un estudio utilizando biomasa muerta de Aspergillus niger para la eliminacion de
cromo hexavalente, en el articulo elaborado por D. Park, Y. Yun, J.H. Jo, y J. Park, inicialmente
se cuenta con un microorganismo en un medio de cultivo de extracto de malta, glucosa y

peptona, después de su incubacion pasa a un autoclave a altas temperaturas transformandolo en
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biomasa no viable, posteriormente se lavd y se secO a temperatura ambiente para finalmente

almacenarlo en un desecador.

Tabla 33.

Capacidad de reduccion de Cr (VI) por la cepa de Aspergillus niger muerta a pH 2.

Metal (mg/L) 0h 158 h
Cr (V1) 50 0
Cr (111) Espectrofotometria de absorcion atdmica 0 37

Cr Eliminado 50 13

Nota: Esta tabla muestra la concentracion final luego de la biorremocion del Cr (V1) por
biomasa de Aspergillus niger abidtica. Tomado de Mechanism of hexavalent chromium

removal by dead fungal biomass of Aspergillus niger.

La remocion del Cr (VI) se llevd acabo en un sistema discontinuo teniendo en cuenta la
concentracion del metal y la biomasa, tiempo, pH y temperatura y luego del proceso de
desorcion se emplea la Espectroscopia de fotoelectrones de rayos X para la cuantificacion del
cromo total y su estado de oxidacion, en donde se evidencié que el Cr (VI) empieza a
desaparecer, mientras que por otro lado el Cr (I1l) que no estaba presente se comienza a formar
esto sucede a un pH de 2.00 durante 158 h, partiendo de una concentracion inicial del Cr (V1) de
50 mg/L y después del proceso se obtiene una concentracién de 37 mg/L de Cr (111) y los 13

mg/L restante fueron eliminados [83].

En lo referente a la biosorcion de cromo hexavalente mediante biomasa muerta Aspergillus
niger, los autores Y. Khambhaty, K. Mody, S. Basha y B. Jha, en su articulo establecen los
coeficientes de velocidad cinética y el equilibrio de biosorcidn mediantes isotermas. En la
preparacion de la biomasa muerta se utiliza como medio de cultivo papa hervida, triturada y
dextrosa y luego dias después de su incubacion los hongos son sacrificados y finalmente
pulverizados, con esto se logré determinar el volumen del poro, el area superficial y el tamafio
del poro de la biomasa mediante diferentes métodos que arrojaban valores similares, en la Tabla

34 se evidencian las caracteristicas de la biomasa muerta utilizada en el estudio.
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Tabla 34.

Caracteristicas del Aspergillus niger en estado abiotico.

Parametros
Area superficial
e Area de superficie de un solo punto (m%g™) 3.4037
e Area superficial BET(m’g™) 3.9506 + 0.03705
Volumen de poro
e \olumen total de poros de adsorcion de un solo punto(cm’g™) 0.005713

Tamarfio de poro

e Diametro de poro medio de adsorcion (4V/A por punto unico) (UN) 54.8417

Nota: Esta tabla muestra las caracteristicas del Aspergillus niger, una vez se realiza el proceso de
pulverizacion. Tomado de Kinetics, equilibrium and thermodynamic studies on biosorption of
hexavalent chromium by dead fungal biomass of marine Aspergillus niger.

A diferentes temperaturas, pH, tiempo y concentraciones de la biomasa y el ion, se determino
el cambio de la concentracién del Cr (V1) en el proceso de sorcion, a través de calorimetria por
un espectrofotometro Shimadzu, la expresion de velocidad que mas se ajustdé a los valores
obtenidos en el estudio en donde se evaluaron 8 modelos, fue el de pseudo segundo orden dado
que el coeficiente de correlacion es decir r? presento un valor de 0.99, con un error estandar <1.
Finalmente el modelo de equilibrio entre la fase adsorbida y la acuosa que dio un mejor ajuste
experimental fue Langmuir (Tabla 35), este comportamiento se exhibe a temperaturas de 37°C a
50°C con valores de r” de 0.960 y 1.0 respectivamente, de esto se concluye que el Aspergillus
niger posee un gran potencial de biorremediacion al contar con una superficie homogénea, donde
cada sitio de union permite la entrada de una sola molécula del ion metalico, siendo sitios
enérgicamente equivalentes y sin interaccién entre las moléculas ya sorbidas, presentando gran
eficiencia para tratar soluciones acuosas que contienen dicho metal, que se mejora al incrementar
la temperatura porque aumenta la frecuencia de colision entre el sorbato y la superficie del
sorbente [84].
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Tabla 35.

Parametros de sorcién de Cr (VI) mediante el modelo de Langmuir.

Temperatura (°C)

Parametro de Langmuir

22 37 50
r2 0.780 0.960 1.0
Error residual 8.263 0.254 0.002
Error estandar 0.866 0.152 0.016
Capacidad méaxima de sorcion (mg ? ) 54.348 74.074  117.647
Constante de enlace de equilibrio (Img ™) 0.015 0.138 0.368
Factor de separacion 0.302 0.059 0.024

Nota: Esta tabla muestra los parametros para la adsorcion de Cr (V1) por biomasa
muerta del Aspergillus niger utilizando el modelo de Langmuir a diferentes
temperaturas. Tomado de Kinetics, equilibrium and thermodynamic studies on
biosorption of hexavalent chromium by dead fungal biomass of marine Aspergillus

niger.

En lo relacionado con la recuperacién del bioadsorbente y el metal se deben tener en cuenta
varios factores, entre ellos el costo de la biomasa utilizada y su transporte y por otro lado si el ion
metélico a recuperar es valioso. En el caso de contar con una biomasa facil de adquirir, con
costos de preparacién minimos y un metal sin interés econémico, una vez que la biomasa este
saturada del ion metélico se puede realizar un proceso de incineracién y precipitacion del metal o
de exposicion a acidos o bases fuertes seglin sea el caso, se debe tener en cuenta que estas
técnicas son costosas al momento de eliminar los lodos generados. Para el caso en el que se
cuente con un metal valioso o no se quiera comprometer la integridad del bioadsorbente
manteniéndolo funcional, al momento de la recuperacion se puede utilizar reactivos quimicos
suaves para retirar los metales de los sitios, permitiendo un uso posterior. Sin embargo se
requiere profundizacion en la investigacion en cuanto a la regeneracion del sorbente y

recuperacion del metal adsorbido [85].
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4.3.4 Remocién de Cr (V1) por pulpa de café

Para identificar las caracteristicas optimas para la remocion del Cr (VI), mediante la pulpa de
café, los autores D, Gémez, J. Rodriguez, J. Mufioz y J. Betancur, recolectaron pulpa de café
variedad castilla y platano pseudotallo, los cuales se secaron a 60°C y se trituraron hasta obtener
un tamafio de 0.180 mm. Posteriormente se realizd un andlisis Bromatoldgico, Contenido
celulitico y Espectro infrarrojo para determinar las condiciones de la materia antes de la
remocion, por otro lado se realizé la cuantificacion de Cr (VI) del agua residual sintética

mediante Espectrofotometria de absorcion atdbmica y método de llama directa aire acetileno.

Se determind que para una remocion eficiente de Cr (V1), se requiere de un pH acido de 2.0 lo
cual se debe a que la superficie de la pulpa presenta una mayor cantidad de sitios activos
negativos que se unen fécilmente a los iones positivos del metal permitiendo la absorcion, se
debe tener en cuenta que pH pzc de la superficie de la pulpa es de 3.5, razon por la cual entre
mas negativo se encuentre el medio mayor es la remocién, en cuanto al tiempo se determiné que
eran necesarios 105 min para alcanzar un buen porcentaje de eliminacion, a este tiempo se llega
al equilibrio entre el metal y los grupos funcionales de la superficie de la pulpa de café. Por otro
lado se realizo la lectura del espectro infrarrojo para analizar las bandas de adsorcion asociadas a
los grupos funcionales que pueden intervenir en la adsorcion de Cr (VI1), este estudio identifico
que las bandas mas anchas correspondian a los grupos hidroxilos (OH), compuestos alquilos
(CH) y grupos carbonilos (C=0), los cuales se encuentran presentes en la ligninas, celulosa y

pectina de este residuo

La pulpa de café al igual que el Aspergillus niger se ajustan a un modelo cinético de pseudo
segundo orden con un coeficiente de determinacién R® de 0.9968 y como modelo de

linealizacion el de Langmuir, los parametros se muestran en la siguiente tabla.
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Tabla 36.

Datos de sorcion de Cr (VI) mediante el modelo de Langmuir.

Pardmetro de Langmuir

R2 0.9869
Capacidad méxima de sorcion (mg ¢ ™) 13.48
Factor de separacion 0.12-0.77

Nota: Esta tabla muestra los parametros para la adsorcion de
Cr (VI) por biomasa residual (pulpa de café) utilizando el
modelo de Langmuir. Tomado de Coffee Pulp: A Sustainable
Alternative Removal of Cr (V1) in Wastewaters.

Finalmente al realizar la remocion utilizando la pulpa de café y el platano se logré una
remocion del 59.13% usando proporcion 1:1 y a medida en que disminuye la proporcion de

platano el porcentaje de remocién desciende minimamente [86].

Partiendo de la informacion recolectada para la remocidn de metales pesados se infiere que el
Aspergillus niger presenta gran capacidad para el crecimiento sobre fuentes contaminadas,
debido a su amplio rango en el indice de tolerancia y su concentraciéon minima inhibitoria,
posicionandolo sobre otras especies flngicas, ademas de que presenta una amplia gama de
metales sobre los que puede actuar como lo son el Pb, Cd, Hg, Ag, Cu, Fe, Zn, Mn, Ni, As, Thy
Cr. Por otro lado cabe resaltar que especies como: Penicillium sp, Alternaria alternata, Fusarium
oxysporium, Aspergillus flavus, Pichia anomala, Candida krusei, Cryptococcus laurentii y P.
atratmentosum también poseen la capacidad de tolerar y remover diferentes metales pesados, sin
embargo la mayoria son especificos para un solo tipo de ion metélico ya que pueden inhibirse en

presencia de los otros.

A nivel de remocidn, no se puede hablar de una eliminacion del metal, si no de la capacidad
que poseen estos microorganismos en la biorremediacion, ya sea mediante la biosorion
inmovilizando el ion en la pared celular, bioacumulacion cuando dichos iones son retirados del
medio e introducidos al interior de la membrana celular donde seran utilizados en procesos
metabdlicos o la biotransformacion reduciendo su estado de oxidacion. Muchos de estos
microorganismos tienen altos porcentajes de remocién siguiendo alguno de los procesos

anteriores, el cual se determina segun el metal y las condiciones del medio. Para el caso
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especifico del Aspergillus niger en la remocion de Cr (VI), este realiza biotransformacion
reduciéndolo a Cr (II) casi al 100%, también se resalta un gran porcentaje en cepas como:
Pseudocamarosporium sp, Phanerochaete chrysosporium, Pleurotus ostreatus, Penicillium

citrinum, Paecilomyces sp, Penicillium sp y Fusarium sp con valores que oscilan entre 70 a 90%.

Identificando las ventajas del Aspergillus niger como su estructura interna dado que posee
macroporos que facilitan el intercambio ionico al interior del microorganismo, disminuyendo la
concentracion del metal de interés, llevan a emplearlo en estado bidtico o abidtico como
bioadsorbente del Cr (VI) que es el metal de estudio. Ya sea en estado bi6tico o abidtico se
evidencia un porcentaje de remocion alto del casi el 100% siendo los dos efectivos, a pesar de
esto se debe tener en cuenta que el medio biotico al contar con células vivas se ve limitado por
los aspectos fisioldgicos como efectos toxicos por las grandes concentraciones del metal, las
condiciones del medio en el que se usa y los nutrientes requeridos desventajas que no posee el

proceso abidtico.

Al hablar de la pulpa de café encontramos grandes propiedades porque ademas de ser un buen
sustrato por su contenido de proteinas y carbohidratos que ayudan al crecimiento de los hongos
también es muy Util a la hora de ser utilizado como bioadsorbente ayudando a disminuir los
porcentajes de contaminacion presentes en los ecosistemas, siendo una opcidén econémica
eficiente y con multiples usos, asi mismo esta presenta condiciones similares a la del Aspergillus

niger llegando a actuar como potencializador en la remocién.

4.4 Condiciones éptimas para la remocion de Cr (V1) por Aspergillus niger

Para el desarrollo de un bioadsorbente utilizando el Aspergillus niger es necesario conocer el
efecto del pH, la temperatura, las concentraciones tanto del ion como de la biomasa y como se
relacionan con el tiempo para obtener los mayores porcentajes de remocion del contaminante, de
igual manera se debe considerar los nutrientes del medio puesto que la cepa necesita fuentes

fermentables u oxidables para el crecimiento como lo son la glucosa o el glicerol.

4.4.1 Efecto del pH

Partiendo de la informacidn bibliografica se evidencia que el Aspergillus niger requiere de pH

acidos, para un eficiente funcionamiento en procesos de bioadsorcion. Segun lo reportado por A.
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Rodriguez, I. Bravo, A. Martinez. V. Cardenas y J. Moctezuma, la mayor remocion de Cr (VI)
con una concentracion de 50 mg/L se obtiene a un pH de 1 a los 30 min [54], por otro lado E.
Rivera, J. Cérdenas, V. Martinez e I. Rodriguez, concluyeron que la méxima remocion se
presenta en un rango de pH de 5.3 a 6.2 al cabo de 6 dias [53], también se enuncia que a una
concentracion de 100 mg/L del ion metélico, el pH optimo es de 5.0 cifra registradas por J.
Sandana, B. Nair y R. Puvanakrishnan [53] ([87]) Y finalmente en los valores mencionados por
V. Ren, Q. Zhan, X. Zhan, L. Zhao y H. Li, a esta misma concentracion el pH oscila en el rango
de 2.0 a 7.0 siendo el de 2.0 la condicion optima [88].

Cuando se habla de biomasa muerta el pH del medio no es una variable muy influyente a la
hora de remocién, sin embargo se recomiendan pH &cidos como lo mencionan D. Park, Y. Sang,
J. Hye y J. Park, donde la remocion a un pH de 2.0 se produjo a una mayor velocidad con

respecto a los otros valores de pH en rango de 1 a 4 [83].

4.4.2 Efecto de la temperatura

Esta variable es una de las mas importantes en los procesos de bioadsorcion ya que de esta

depende la velocidad de remocion del ion.

Para una concentracién de 50 mg/L la remocion del Cr (VI) en un 100% se dio tanto a los
28°C como a los 60°C, cabe destacar que el tiempo para la segunda temperatura fue
aproximadamente la mitad que para la primera, esto se identifica en el articulo de los autores A.
Rodriguez, I. Bravo, A. Martinez. V. Cardenas y J. Moctezuma [54]. Por otro lado en el articulo
V. Ren, Q. Zhan, X. Zhan, L. Zhao y H. Li, donde se utiliz6 una concentracion inicial de 300
mg/L, se evidencié que la mayor remocion se dio a los 40°C [88] y finalmente en el articulo de
E. Rivera, J. Cardenas, V. Martinez e I. Rodriguez, se realizd un estudio a temperatura constante
de 28°C, en donde esta variable no influye en el porcentaje de remocion sino en la velocidad del

proceso [53].

Para el proceso abiotico la mayor remocion de Cr (V1) se presento a los 50°C valor reportado
por los autores Y. Khambhaty, K. Mody, S. Basha y B. Jha [84], por otro lado en el articulo de
los autores D. Park, Y. Sang, J. Hye y J. Park, se concluye que el rango de temperatura éptima es
de 5°C a 45°C, al momento de reducir el Cr (V1) al Cr (111) [83].
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4.4.3 Efecto de la concentracién de ion metalico

En relacion a lo suministrado por los autores E. Rivera, J. Céardenas, V. Martinez e 1.
Rodriguez, se evidencia que al aumentar la concentracion del ion en la solucion disminuye la
eficiencia en la remocion puesto que una variacion de 50 mg/L a 200 mg/L de Cr (V1) reduce el
porcentaje de eliminacion de este metal del 90% a 20% respectivamente [53]. Con respecto a
otros autores se encuentra relacionada la temperatura con la concentracion ya que como lo citan
A. Rodriguez, I. Bravo, A. Martinez. V. Cardenas y J. Moctezuma, al tener una temperatura de
60°C, la concentracion del ion no influye en el proceso de remocion pero influye en el tiempo
pues el proceso es mas tardio, por otro lado si se trabaja con temperaturas como los 28°C, la

remocion caera si la concentracion aumenta [54].

Para el caso de la biomasa muerta ocurre el proceso contrario dado que la concentracion del
ion no inhibe el crecimiento de la cepa, en su lugar al aumentar dicha concentracion, la tasa de
eliminacion fue mas efectiva como en lo reportado por D. Park, Y. Sang, J. Hye y J. Park, donde
en una concentracion de 25 mg/L del metal se elimind completamente de la solucion a las 30 h,
en el caso de 200 mg/L ocurri6 el mismo proceso en un tiempo de 400 h [83].

4.4.4 Efecto de la concentracion de la biomasa

Para evaluar el comportamiento de la concentracion de biomasa en la remocién de Cr (VI) se
realizaron diferentes pruebas, dejando constante la concentracion del ion metélico en 50mg/L en
donde los autores A. Rodriguez, I. Bravo, A. Martinez. V. Cardenas y J. Moctezuma, obtuvieron
mayor eficiencia en la remocion al incrementar la biomasa, al suministrar 1 g de biomasa la
remocion se dio a los 30 min y con 5 g de ella se dio a los 3 min [54], este mismo
comportamiento se presenta en el articulo de los autores E. Rivera, J. Cardenas, V. Martinez e I.
Rodriguez, en donde al aumentar la biomasa se alcanza un mayor porcentaje de remocion en un

menor tiempo.

En el caso de la biomasa muerta se identifica que esta posee el mismo comportamiento
anterior, dado que al aumentar la biomasa de 5 a 20 g/L el tiempo disminuye de 192 a 33 h
eliminando completamente el Cr (1), datos reportados por D. Park, Y. Sang, J. Hye y J. Park
[83].
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Tabla 37y 38.

Tablas resumen para las condiciones que mejora la remocion de Cr (VI) en estado bidtico y
abidtico mediante Aspergillus niger.

Efecto Bidtica Autor
1 A. Rodriguez, I. Bravo, A. Martinez. V. Cardenas
y J. Moctezuma (2015)
oH 53262 E. Rivera, J. Cardenas(,z\é.lglartlnez e |. Rodriguez
5 J. Sandana, B. Nair y R. Puvanakrishnan (2006)
2 V. Ren, Q. Zhan, X. Zhan, L. Zhao y H. Li (2018)
28 260 A. Rodriguez, I. Bravo, A. Martinez. V. Cardenas
y J. Moctezuma (2015)
Temperatura (°C) 40 V. Ren, Q. Zhan,(;(o.lglan, L. Zhao y H. Li
28 E. Rivera, J. Cardenas, V. Martinez e |.

Rodriguez (2015)
E. Rivera, J. Cardenas, V. Martinez e I. Rodriguez

Concentracion del Baja (2015)
ion no influye a 60°C A. Rodriguez, I. Bravo, A. Martinez. V.
Baja a 28°C Cérdenas y J. Moctezuma (2015)
Alta A. Rodriguez, 1. Bravo, A. Martinez. V. Cardenas
Concentracion de la y J. Moctezuma (2015)
biomasa Alta E. Rivera, J. Cardenas, V. Martinez e |.
Rodriguez (2015)
Efecto Abidtica Autor
Ph 2 D. Park, Y. Sang, J. Hye y J. Park (2004)
Temperatura (°C) 50 Y. Khambhaty, K. Mody, S. Basha y B. Jha
(2008)
5a45 D. Park, Y. Sang, J. Hye y J. Park (2004)
Concentracion del ion No influye D. Park, Y. Sang, J. Hye y J. Park (2004)

Concentracion de la biomasa No influye D. Park, Y. Sang, J. Hye y J. Park (2004)

Nota: esta tabla muestra las condiciones recopiladas para la remocion de Cr (V1) mediante la

cepa de Aspergillus niger en estado abidtico y bidtico con su respectivo autor.

En referente a lo anterior se infiere que el porcentaje de remocion esta intimamente ligado a
las condiciones del medio.
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En el caso del pH el rango de trabajo se encuentra de 1.0 a 7.0, pero la velocidad y la
eficiencia utilizando biomasa viva incrementar a medida que el medio sea mas acido, dado que la
superficie del bioadsorbente se protona, generando una mayor atraccion hacia los aniones del
cromato, aumentando la capacidad de bioadsorcion al elevarse la concentracion de iones H*, por
el contrario si se alcanza la neutralidad en el medio, la concentracién de los iones OH™ genera una
disminucion en la bioadsorcion ya que la superficie del bioadsorbente cambia sus condiciones

transformandose en negativa, impidiendo la atraccion entre los iones.

Con respecto a la temperatura se infiere que cuando la concentracion del ion metélico es alta
se requiere un aumento de la temperatura para obtener un proceso de remocidn eficiente y rapida,
debido a que las esporas de bioadsorbente son sensibles a ella, por el lado de la biomasa muerta a
medida que aumenta la temperatura se aumentan los choques entre el bioadsorbente y el

adsorbato por consiguiente la velocidad de reaccién aumenta y el tiempo de contacto disminuye.

Cuando hablamos de la concentracion inicial del ion metalico se debe tener en cuenta el
estado en el que se encuentra la biomasa, bien sea bi6tico o abidtico, puesto que al ser biotico
esta concentracion puede llegar a inhibir el crecimiento de la cepa fungica ademéas de que los
iones dispersos en la solucion entran a competir por un puesto en la superficie adsorbente, una
alta concentracion del metal llega a saturar las posiciones positivas reduciendo el porcentaje de
eliminacion del metal. Por otro lado en la biomasa abidtica, la concentracién no afecta la
remocion si no Unicamente el tiempo del proceso, esto es debido a que no se presenta inhibicion
y gque posee una gran area superficial y gran tamafio de poro lo que es util para la eliminacion de

grandes concentraciones contaminantes.

En alusion a la concentracion de biomasa se identific6 que a mayores cantidades de esta el
tiempo de remocion disminuye esto se explica debido a que a mayor cantidad de bioadsorbente,

mayor cantidad de sitios disponibles para reaccionar con los aniones de la solucion.
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Tabla 39.

Condiciones para favorecer la remocion de Cr (VI) en estado bidtico y abidtico mediante

Aspergillus niger.

Efecto Bidtica Abidtica
pH (1-7) preferiblemente &cidos 1-7 preferiblemente 4cidos
Temperatura (28 -60°C) preferible a los 60°C (5 -45°C)
Concentracion del A mayor concentracion menor i
. ., No influye
ion remocion
Concentracion de A mayor biomasa menor

A mayor biomasa menor tiempo

la biomasa tiempo

Nota: esta tabla muestra las condiciones que mejora la remocion de Cr (V1) mediante la cepa de

Aspergillus niger en estado abidtico y bidtico encontradas a lo largo del analisis bibliogréafico.

4.5 Caracteristicas para la asociacion entre Aspergillus niger y la pulpa de café

4.5.1 Tipo de fermentacion

4.5.1. I. Fermentacion sumergida: Mediante esta técnica se da el crecimiento del microorganismo
en un medio de cultivo rico en nutrientes y condiciones fisicoquimicas controladas. Este método
cuenta con diferentes ventajas como la homogeneidad del medio, control sobre las variables
como temperatura, pH, agitacion y aireacion, al presentar una mejor distribucion de oxigeno y

calor en el sistema, razén por la cual es muy utilizada en la industria biotecnoldgica.

En un estudio donde se utilizo suero lacteo para la fermentacion liquida del Aspergillus niger,
inicialmente se cultivd el microorganismo en un agar papa dextrosa a 30°C durante 96 h, para la
recoleccion de esporas y su conteo en una camara Neubauer. Por otro lado el suero recolectado
paso por un proceso de esterilizacion a 121°C durante 15 min y posteriormente se enriquece con
medio Czapek-Dox, seguidamente se introducen las esporas para darle paso a la fermentacion a
una temperatura de 30°C, por 240 h y 150 rpm. Una vez terminado el proceso de fermentacion se
procede a filtrar la biomasa para determinar la cinética de los carbohidratos, la biomasa pasa por
una estufa y es incubada por 48 h. El sobrenadante es filtrado a un tamafio de poro de 0.22um
que posteriormente se congelara para determinar azlcares totales, azlcares reductoras y
proteinas solubles mediante las metodologias de Dubois y col, la técnica de Miller y la

metodologia de Bradford respectivamente.
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Los autores M. Marin, A. Robledo, A. Charles, S. Gonzélez, N. Camposeco, evidenciaron un
maximo crecimiento del Aspergillus niger a las 216 h con 199 g de biomasa, donde el
microorganismo asimilo las fuentes de carbono y nitrogeno presentes en el medio al degradar los
monosacaridos y las proteinas solubles con el fin de obtener carbono y nitrégeno, que son

macronutrientes necesarios para su crecimiento [89].

4.5.1. 1. Fermentacion sélida: Al igual que la fermentacion liquida, esta técnica es utilizada para
la produccién de enzimas, metabolitos secundarios y en el crecimiento de los microorganismos.
Aqui el material sélido actia como la principal fuente de nutrientes y le da soporte fisico al
microorganismo, este tipo de fermentacion posee varias ventajas por su simplicidad al
asemejarse al entorno natural en donde se da el crecimiento del microorganismo y su menor

requerimiento energetico.

En la investigacion de M. Rainbault y D. Alazard se dio el crecimiento del Aspergillus niger
utilizando harina de yuca mediante fermentacion en estado sélido, en donde se dio una
distribucion homogeénea de las sales tanto para los micelios como para las esporas, dada la forma
que posee el sustrato como lo son sus poros que permiten la aeracion y el crecimiento micelial.
Las esporas germinaros entre 6 a 8 h de fermentacion y se dio el crecimiento total del micelio
entre 20 a 24 h a un pH de 4.5, un porcentaje de humedad del 50% y una temperatura de 35°C
[90].

Para la fermentacion solida y liquida con Aspergillus niger utilizando pulpa de café y maiz,
los autores R. Duran, M. Reyes, A. Nieves, J. Mazo y A. Torres, recolectaron el sustrato, lo
molieron y lo secaron en un horno a 60°C por 24 h, para la produccion de esporas se realizd en
un agar sabouraud dextrosa y cloranfenicol a una temperatura de 30°C por 4 dias y su conteo se
dio en una camara Neubauer. En el caso de la fermentacion sumergida se seleccionan 2.5 g de
sustrato y se adicionan a 100 ml de una solucion salina y se agitan a 200 rpm por 20 min,
posteriormente se pasa ha filtrado y esterilizacion para inocular, en la fermentacion sélida se
utilizan 10 g de sustrato y se esteriliza a 121°C por 15 min, a continuacién se humedece por
aspersion con una solucion salina, luego se afiade el indculo hasta obtener una humedad del 70%

y se lleva a un lugar con poca luz y a 30°C [91].
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A partir de esto se logra concluir que cualquiera de los dos tipos de fermentaciones es viable
para el crecimiento del Aspergillus niger ya que estos sustratos contiene altos porcentajes de

proteinas y carbohidratos que proporcionan los nutrientes necesarios para su crecimiento.

Finalmente utilizando la pulpa de café para la fermentacion sélida con Aspergillus niger los
autores M. Molina, O. Lechuga y R. Bressani determinaron que en este proceso disminuyeron los
porcentajes de cafeina, polifenoles y fibra, compuestos que se consideran toxicos en la pupa de
café, esto debido a que el Aspergillus niger es capaz de degradar estos compuestos y utilizarlos

para su metabolismo, como se evidencia en la Tabla 36 [92].

Tabla 40.

Composicién porcentual de la pulpa de café sin fermentar y luego de la
fermentacion solida, usando Aspergillus niger y la tecnologia de fermentacién por

bandeja.
Componente _ Concentraciéon %
Pulpa sin fermentar Producto fermentado

Nitrogeno total 1.83 18.27
Aminoacidos totales 5.37 18.02
Cenizas 5.97 12.84
Potasio 1.48 1.12
Celulosa 25.31 18.83
Hemicelulosa 3.23 1.69
Lignina 21.54 20.80
Cafeina 0.98 0.72
Polifenoles 5.34 1.54
Fibra Cruda 23.79 16.27

Nota: esta tabla muestra la concentracion en % de ciertas sustancias que componen
la pulpa de café antes de fermentar y después de la fermentacion en estado solido
mediante bandejas. Tomado de valor nutritivo de la pulpa de café sometida

fermentacion sélida usando Aspergillus niger en pollos y cerdos.

Por otro lado en el articulo de los autores H. Anzola, D. Beltran, E. Facundo, E. de Leal y C.
Poveda, se ve reflejado como el microorganismo interés (Aspergillus niger) reduce estos
compuestos, Tabla 37.
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Tabla 41.

Composicion quimica porcentual de la pulpa de café sin fermentar y fermentada

(Base seca).

Concentracion %

Componente Pulpa sin fermentar Producto fermentado
Nitrogeno total 1.94 2.21
Proteina Cruda 12.15 13.83
Cenizas 8.03 13.95
Potasio 6.98 7.22
Celulosa 15.12 12.06
Hemicelulosa 2.91 2.64
Lignina 12.70 19.08
Taninos 4.57 3.01
Fibra Cruda 18.15 15.03

Nota: esta tabla muestra la concentracion en % de ciertas sustancias que componen la
pulpa de café antes de fermentar y después de fermentar en estado s6lido. Tomado de
digestibilidad y energia digestible de la pulpa de café fermentada con Aspergillus

niger en cerdos

De la anterior informacién se llega a concluir que las sustancias que conforman la pared
celular de la pulpa de café, presentan un decremento llegando a reducir el porcentaje de fibra
total, por el contrario el nivel de cenizas aumenta los minerales, destacando el contenido de
potasio. Finalmente el contenido de cafeina, taninos y demas polifenoles disminuye, estas
sustancias son consumidas en su mayoria como nitrogeno no proteico. Al disminuir porcentajes
como la fibra cruda y polifenoles, el residuo solido que se genera después de la fermentacion
puede llegar a ser utilizado como alimento para animales rumiantes, sin embargo se debe tener

cuidado en no sobrepasar la racion.

4.5.2 Interaccion pulpa de café y Aspergillus niger

Durante la fermentacion ya sea sélida o liquida el Aspergillus niger tiene la capacidad de

producir diferentes enzimas como lo son:
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Tabla 42.

Enzimas producidas por el Aspergillus niger.

Enzimas
o — Amilasa
Amiloglucosidasa
Catalasa
Celulosa
Clorogenato esterasas
Endoglucanasa
Feruloil esterasas
Fitasa
o — Galactosidasa
 — Galactosidasa
B — Glucanasa
Glucoamilasa
Glucosa aerodeshidrogenasa
Glucosa Oxidasa
o — Glucosidasa
o — D — Galactosidasa
B — Glucosidasa
Hemicelulasa
Hesperidinasa
Invertasa
Lipasa
Pectinasa
Proteasa
Tanasa
Xilanasa

Nota: Esta tabla muestra la las enzimas
producidas por fermentacion sumergida y
solida por la  cepa de Aspergillus niger.
Tomado de Fungal morphology and
metabolite production in submerged mycelial

processes.

Muchas de estas enzimas le atribuyen a la cepa la propiedad de procesar los diferentes
compuestos presentes en el sustrato a través de la fermentacion y para el caso en especifico de la
pulpa de café la cepa comienza consumiendo las fuentes faciles de carbono por medio de las
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Glucanasas, celulosas, Xilanasa y Hemicelulasas, seguidamente cuando estas fuentes son
degradadas utiliza las Pectinasas y proteasas para obtencion de los nutrientes necesarios para su
crecimiento, ademas esta cepa puede utilizar las Feruloil esterasas y Clorogenato esterasas
encargadas de liberar el &cido cafeico, degradar los taninos y polifenoles que servirdn para

contribuir al desarrollo del microorganismo [93].
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4.6 Conclusion

Se logrd identificar las condiciones necesarias para el desarrollo del bioadsorbente a partir de
la pulpa de café y el Aspergillus niger, el cual sera utilizado para la remocion de Cr (V1) de las
aguas residuales. Como cepa de estudio se selecciond el Aspergillus niger ya que posee
caracteristicas de gran interés biotecnologico como lo es su capacidad de tolerar la presencia de
varios metales ecotdxicos, asi como su remocién en altos porcentajes, propiedades atribuidas por

los macroporos de su morfologia.

Partiendo de la bibliografia se determin6 que tanto la fermentacion liquida como sélida son
procesos Viables para efectuar el adecuado crecimiento de la biomasa fangica, sin embargo la
fermentacion sélida presenta varias ventajas como lo son: mayor produccion de biomasa en un
espacio reducido, tiempo de crecimiento mas cortos, baja posibilidad de contaminacion,
semejanza al ambiente natural del microorganismo y es un proceso mas econémico, debido a que
“cuenta con medios de cultivo sencillos los cuales requieren una tecnologia simple al no
necesitar una esterilizacion, asi mismo el sustrato solido en este caso la pulpa de café, no necesita
de grandes reactores y su aireacioén es forzada facilitando el transporte de oxigeno” [94],
mientras que para la fermentacion sumergida esto no es posible, requiriendo de reactores de
mayor tamafio, tanques de alimentacion, esterilizacion del sustrato y aireacion controlada [95] lo
cual representa mayores gastos energéticos, por lo cual la fermentacion solida seria la mejor

opcién a utilizar.

En cuanto a las condiciones éptimas de crecimiento, la pulpa de café como sustrato cuenta
con varios nutrientes que permiten el desarrollo del micelio y una adaptacion adecuada, se debe
considerar que este microorganismo no es muy exigente dado que es una de las cepas presentes
en la microbiota natural que posee la pulpa de café, a pesar de esto se recomienda una humedad

alrededor del 80%, temperatura entre 30°C a 40°C y un pH en rangos de 4.5 a 5.5.

Finalmente la asociacion en cuanto a la biomasa flngica méas conveniente para el desarrollo
del bioadsorbente es por medio abidtico dado que para la remocion del metal no se requiere un
suministro de nutrientes, un control constante de las condiciones del medio y no se presenta
inhibicion al entrar en contacto con una alta concentracion de iones metalicos, debido a que se

presenta un proceso de biotransformacion y bioadsorcion para el Cr (V1) en especifico, ademas
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de que se puede dar la regeneracion de la biomasa utilizada siendo un proceso eficiente para una
adecuada remocidn, cabe resaltar que el rango de pH va de 1 a 7 y la temperatura puede estar de
5°C a45°C.
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5 PROTOCOLO PARA EL DESARROLLO DEL BIOADSORBENTE ENTRE PULPA
DE CAFE Y ASPERGILLUS NIGER

Hoy en dia la contaminacion en el ecosistema acuatico se ha incrementado principalmente por
la intervencidn antropogénica, en la que las industrias son las mayores responsables debido al
vertimiento de sustancias que son consideradas peligrosas en diferentes concentraciones, como lo
son los metales pesados que provocan efectos nocivos para todo ser vivo. Por esta razon se han
implementado diferentes técnicas para la remocion de estas sustancias dentro de las cuales
destaca el proceso de biosorcion, que es una técnica potencial para la biorremediacion de

ecosistemas contaminados.

En este capitulo se planteard un protocolo para la recuperacion de los ecosistemas acuaticos
haciendo uso de un bioadsorbente tipo filtro prensa, entre la pulpa de café y el Aspergillus niger,
empleando la fermentacion en estado solido donde se efectuara el crecimiento del
microorganismo utilizando la pulpa de café como sustrato. La seleccion de estas biomasas se dio
a partir de caracteristicas que ayudaran en dicho proceso, en el caso del Aspergillus niger su
morfologia y versatilidad le permiten adaptarse al medio rapidamente y realizar procesos de
intercambio idnico con los metales pesados para reducir su estado de oxidacion, por otro lado la
pulpa de café, es una fuente rica de carbono, nitrégeno y minerales que ayudan al crecimiento del
microorganismo ademas de realizar procesos de bioadsorcién con los iones metalicos. En lo que
concierne al estado en el que se asociara el bioadsorbente se seleccioné el medio abidtico dado

las ventajas que este presenta a la hora de requerimientos nutricionales y control de condiciones.

Para el planteamiento de este protocolo a partir de una recopilacién bibliografica se realizara
la caracterizacion de la biomasa, la preparacién del indculo, la fermentacion en estado sélido y

finalmente la generacion del bioadsorbente con una geometria deseada.

5.1 Caracterizacion bibliogréafica

Se realiz6 una caracterizacion bibliografica para la asociacion entre la pulpa del café y el
microorganismo de estudio (Aspergillus niger) para la elaboracion de un disefio metodoldgico de
un bioadsorbente capaz de eliminar metales pesados de aguas residuales especialmente del Cr

(VI) metal de estudio. Se revisé un total de 22 articulos con ayuda de herramientas de
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bibliometria como lo fue Mendeley, Refworks, Nube de palabras, Legible, Sentigem, Grammarly
y Scopus con el fin de identificar la informacién de mayor relevancia para el objeto de estudio.
Por medio de un analisis estadistico se agruparon los documentos segun el afio (Figura 20)
siendo el afio 2019 el que mayor numero de publicaciones presenta, en tipo y area de
investigacion (Figuras 21 y 22), sobresalen los articulos y los papers con 81.8% y un 9.1%
respectivamente, en cuanto el area de investigacion destacan bioquimica con un 20.4%,

microbiologia con 18.5% e ingenieria quimica con un 14.8%.

Figura 20.

Documentos por afio para la asociacion entre la pulpa de café y

Aspergillus niger.

Daocuments

1985 1988 1991 1994 1997 2000 2003 2006 2009 2012 2015 2018 2021

A7

Nota: La figura presenta la cantidad de documentos publicados por afio en
lo referente a la biomasa de la industria cafetera y biomasa fungica de

Aspergillus niger. Tomado del analisis bibliométrico de Scopus.
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Figura 21y 22.

Documentos por tipo y area de investigacion para la asociacion entre la pulpa de café y

Aspergillus niger.

Other (7.4%) \
Social Sciences... (3.7%)

Book Chapter (4.5 ‘
ook Chapter (4.5%) Materials Scien... (3.7%)
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\ Biochemistry, G... (20.4%)

Chemistry (5.6%)

Immunology and ... (18.5%)

Eriginearing (J.4%): ™

Agricultural an... (9.3%)

; Chemical Engine... (14.8%)
Article (81.8%)

Nota: Las figuras 21 y 22 presenta el tipo de documentos y area de investigacion de los cuales se
recolecto la informacion para el desarrollo del bioadsorbente entre la pulpa de café y el

Aspergillus niger. Tomado del analisis bibliométrico de Scopus.

Para la seleccion de los documentos que aportan informacién necesaria para la propuesta del
protocolo del bioadsorbente entre la pulpa de café y el Aspergillus niger, se realizé un arbol de

decision (Figura 23) el cual describe los aspectos a tener en cuenta.

Se tuvieron en cuenta 3 aspectos globales que fueron de gran relevancia en la seleccion de los
parametros para el desarrollo del capitulo. En el primer aspecto se evalla la biomasa, tanto la que
conformara el sustrato (Pulpa de café) como la que crecerd sobre este (Aspergillus niger), se
debe tener en cuenta que el sustrato pertenezca a la especie coffea arabica y su obtencion sea por
beneficio himedo, que incluya una caracterizacion fisicoquimica para su acondicionamiento.
Para el caso de la biomasa fangica, la especie sera Aspergillus niger en donde se relate las

condiciones de crecimiento y su método de inoculacion.

El segundo grande aspecto es tipo de fermentacion, en este se tendra en cuenta que se dé por
estado solido y que la finalidad de esta sea la obtencion de biomasa, por otro lado se requiere
informacién de los pardmetros mas importantes que proporcionen un buen crecimiento del

microorganismo.
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Finalmente para determinar los pasos necesarios para el desarrollo de la bioadsorbente, la
informacion recolectada debe poseer el tipo de manufactura, la asociacion (bidtica y abiotica) y

por ultimo la formacion de la geometria.
Figura 23.
Arbol de decision busqueda bibliografica para el bioadsorbente.
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Nota: La figura muestra el arbol de decision empleado en la busqueda bibliografica para la

propuesta de un bioadsorbente para la remocién de metales pesados.

De acuerdo al arbol de decision se obtuvieron 18 articulos de los cuales se utilizaron 12 que
cumplian con los requerimientos necesarios para el desarrollo del capitulo. Estos se encuentran
clasificados por tipo y area de investigacion (Figuras 24 y 25), en donde se resalta los articulos y
revisiones como tipo de documentos y en las areas microbiologia y biotecnologia seguida de la
agricultura y agroindustria, estas dos areas resaltan debido a que el estudio de este tipo de

asociacion es de gran interés dado que a partir de este se obtienen productos de valor agregado y
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enzimas, ademas el subproducto resultante sirve para ser utilizado en la alimentacion de

rumiantes.

Figura 24y 25.

Documentos por tipo y &rea de investigacion seleccionados para la asociacion entre la pulpa de
café y Aspergillus niger seleccionados.
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Nota: Las figuras 24 y 25 presenta el tipo de documentos y area de investigacion de los cuales se
obtuvo la informacion para el desarrollo de un protocolo para el disefio de un bioadsorbente entre

la pulpa de café y el Aspergillus niger.

5.2 Disefio metodoldgico

5.2.1 Caracterizacién de la biomasa

Para el desarrollo de la propuesta del bioadsorbente se utilizard como sustrato pulpa de café
de la especie coffea arabica obtenida por beneficio hiumedo. Para la caracterizacion de esta
biomasa es necesario realizar un acondicionamiento mediante los analisis establecidos por el
protocolo de la NREL, con el fin de conocer las propiedades fisicoquimicas y las cantidades de

las sustancias que serviran como nutrientes para la cepa.

5.2.1. I. Acondicionamiento de la biomasa: segln la literatura el mejor método de secado para
cantidades a nivel laboratorio (< 20 g), es a través de un horno a 60°C durante 24 h [91]. Una vez
se obtenga la biomasa seca se pasa por un molino y posteriormente por un tamiz para obtener
didametros no mayores a 2 mm, los autores R. Duran, M. Domingo, A. Camilo, J. Mazo y A.

Torres, utilizan 3 tamarfios diferentes 250um, 200pum y 150um [91]. Este acondicionamiento con

124



el fin de reducir el porcentaje de agua en la biomasa, evitar la proliferacion de microorganismo,

mejorar la adhesion y el contacto con otras sustancias.

Para la composicion aproximada del material se realizan los siguientes estudios con el fin de

cuantificar y conocer los nutrientes disponibles para el crecimiento de la cepa seleccionada.

o Determinacion de solidos totales: este se realiza con el fin de determinar el porcentaje de
humedad y sélidos totales que serviran como base para calculos analiticos posteriores.

o Cenizas: es el porcentaje de residuo después de la oxidacion en base seca, es utilizada
para identificar la composicion quimica de la muestra como lo es el contenido de minerales y
materias inorganicas presentes en la biomasa, aqui se resalta el papel del fésforo, potasio, calcio
y magnesio por su valor nutricional.

o Proteinas en la biomasa: este procedimiento es utilizado para determinar las proteinas
formadas por aminoacidos esenciales y no esenciales presentes en la pulpa de café y a su vez la
cantidad de nitrogeno que contiene. Este elemento es de vital importancia en los hongos para la
sintesis de aminoé&cidos, proteinas y acidos nucleicos, requeridos para la construccion del
protoplasma [96]. Dependiendo del resultado que se quiera obtener ya sea favorecer la
esporulacién o el crecimiento micelial se hace uso de un complemento en cuanto a la biomasa.
En el caso que se quiera aumentar la producciéon micelial se utiliza como complemento al
sustrato la asparagina y compuestos amoniacales que causas efectos inhibitorios en la fase del
crecimiento, por otro lado si se busca la esporulacién se utilizan sustratos como urea como en la
investigacién de M. Molina, O. Lechuga, R. Bressani [92], nitratos y aminoacidos [96].

o Extractos en biomasa: en este paso se busca estudiar la composicion quimica preliminar
del material a través del material soluble en agua y etanol por el método soxhlet a 105+ 5 °C
[97]. En esta etapa también es importante cuantificar los taninos, la cafeina y deméas compuestos
polifendlicos presentes en este tipo de sustrato debido a que el microorganismo de interés
(Aspergillus niger) es capaz de utilizar estas sustancias como fuente de carbono.

o Carbohidratos estructurales y lignina en biomasa: es uno de los procesos mas importantes
citados al momento de caracterizar la biomasa por varios autores como lo son: R. Duran, M.
Reyes y A. Nieves [91], M. Molina, O. Lechuga, R. Bressani [92], N. Pilar [96], W. Pefialoza,
M. Molina, R. Gdmez y R. Bressani [98], L. Vandenberghe, C. Soccol, A. Pandey y J. Lebeault
[99], H. Anzola, D. Beltran, E. Facundo, E. de Leal y C. Poveda [100], ellos destacan esta
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identificacion debido al aporte del contenido celular en los que se destacan la fibra,
hemicelulosa, celulosa, lignina, y proteinas, los cuales cuentan con grupos funcionales como los
carboxilos, carbonilos e hidroxilos que sirven para la retencion de iones metalicos.

o Determinacion de azucares, subproductos y productos de degradacion: al igual que para
los carbohidratos estructuras los autores citados resaltan la cuantificacion de estas sustancias al
ser una fuente de carbono nutricional de importancia a la hora del crecimiento del
microorganismo ya que aportan el material estructural y el suministro de energia para los
diferentes procesos de oxidacion, en esta etapa se resalta el valor de la glucosa para el
crecimiento de hongo durante la fermentacion. Se recomienda el uso complementario de

azUcares tales como la fructosa, manosa y galactosa para un crecimiento mas acelerado.

5.2.2 Microorganismo y la preparacion del indculo

Para la conservacion de la cepa esta se mantiene en un medio de cultivo comercial, en este
mismo medio generalmente se da la produccion de esporas a 28 °C, como lo describen los
articulos de los autores W. Pefialoza, M. Molina, R. Gomez y R. Bressani [98], H. Anzola, D.
Beltran, E. Facundo, E. de Leal y C. Poveda [100], S. Roussos, A. Aquiahuatl, J. Cassaigne, E.
Favela, M. Gutiérrez, L. Hannibal, S. Huerta, G. Nava, M. Raimbault, W. Rodriguez, J. Salas, R.
Sanchez, M. Trejo y G. Viniegra [101]. Luego viene la suspension de esporas, y para determinar

el numero de esporas de moho viable se realiza un recuento en germinacion en la placa Petri.

Estas esporas de moho viable se pasardn al medio de cultivo (Pulpa de café) para iniciar la
fermentacién. El ciclo de vida que presenta el Aspergillus niger se puede evidenciar en la (Figura
26).

5.2.3 Fermentacion en estado sélido

Se pretende realizar una fermentacion en estado solido debido a su simplicidad, altos
rendimientos y bajo riesgo de contaminacion bacteriana en donde el microorganismo
(Aspergillus niger) crecera sobre el sustrato (pulpa de café), aprovechando su alto contenido en
nitrégeno, carbono y minerales, bajo ciertos pardmetros que influiran en el rendimiento y

crecimiento de la biomasa fungica, como lo son:
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o Sustrato: Para favorecer el crecimiento de la cepa se requiere que el medio de cultivo
cuente con los nutrientes necesarios de una manera equilibrada como para el caso del carbono-
nitrégeno, es decir que posean una gran proporcion de carbohidratos y proteinas. Algunos
autores adicionan nutrientes en forma de urea, fosfato dicélcico y glucosa como suplementos
para el medio, de esta forma se garantizard el inicio del crecimiento del microorganismo [102].

o Tamafo de particula: este factor es importante dado que permite la adhesion del
microorganismo y asi mismo permite el intercambio de nutrientes entre él y el sustrato. Es
impdrtate tener un buen tamarfio al inicio de la fermentacion debido a que por el consumo de
estos nutrientes la particula ira disminuyendo [103].

o Humedad: esta variable es de gran importancia debido a que es un factor de optimizacién
influyendo directamente en el crecimiento del microorganismo y la formacion de productos,
dependiendo de la fermentacion, el tipo del sustrato y el microorganismo a utilizar los valores de
humedad varian entre el 30% al 80%, para el caso especifico de la pulpa de café y Aspergillus
niger varios autores recomienda que este valor sea aproximadamente del 80%, esto con fin de no
disminuir la porosidad del sustrato e impidiendo la difusién de oxigeno y nutrientes ademas de
prevenir el crecimiento microbiano [102].

o Temperatura: esta es una de las variables mas importantes dado que si no se encuentra
dentro del rango establecido conlleva a la desaceleracion del crecimiento del microorganismo, la
deshidratacion del medio y un cambio en el metabolismo regular de los microorganismos, para la
fermentacidn entre la pulpa de café y Aspergillus niger los diferentes autores recomiendan que
este valor se encuentre en un rango aproximado de 30 a 35°C, de esta manera se asegurara un
crecimiento estable [102].

o pH: es un factor critico puesto que es dificil efectuar un control dado que no se cuenta
con la instrumentacion requerida para este tipo de medio, sin embargo se debe tener en cuenta
que por el tipo de fermentacion esta variable tiende a poseer un estabilidad relativa en algunos
casos, asi mismo un adecuado control reduce el riesgo de contaminacion, esta también depende
de la fuente de nitrogeno del sustrato. Para el caso del Aspergillus este cuenta con un amplio
rango de pH, pero varios autores recomiendan que este medio sea acido [103].

o Aireacion y Agitacion: aqui se suministra la cantidad de oxigeno necesario para la
eliminacion del dioxido de carbono y el calor metabolico, esta variable se ve afectada por el

sustrato y el namero de espacios los cuales deben representar al menos el 30% del volumen total.
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Se debe considerar que la agitacion que se lleve a cabo debe ser moderada dado que a mayor
intensidad se presentaran lesiones en el micelio, en el caso de la pulpa de café y Aspergillus
niger algunos autores recomiendan un caudal de aireacion de 8 litros/min por kg de sustrato
utilizado [104].

o Microorganismo: en cuanto al microorganismo se recomienda que este cuente con
facilidad de utilizar diferentes fuentes de carbono y que cuente con una buena capacidad de
adherencia al sustrato, por otro lado el tipo de indculo es un factor que influye durante la
fermentacion ya que dependiendo de lo que se quiera producir influira en el tiempo y los costos
del proceso. Para el caso del Aspergillus niger, los autores recomiendan el uso de las esporas
dado que cuentan con una mayor eficiencia sobre el micelio a la hora de la remocion del metal de
interés [104].

A partir de la revision bibliogréafica se describe el proceso de fermentacion en donde algunos
autores después de tener acondicionada la biomasa y haber preparado el in6culo, proceden a
esterilizar el sustrato (pulpa de café) mediante diferentes técnicas, como lo describen los autores
R. Duran, M. Reyes y A Nieves, en donde utilizan vapor de agua a 121°C, 15 Ib de presion
durante 15 min y luz ultravioleta durante 15 min [91]. En el caso de los autores L.
Vandenberghe, C. Soccol, A. Pandey y J. Lebeault la esterilizacion se realiza 121°C durante 15
min afadiendo metanol al 4% [99]. Por otro lado los autores que no realizan el proceso de
esterilizacion proceden a la adicién de nutrientes al sustrato después del acondicionamiento y de

la preparacion del inéculo.

Los autores R. Duran, M. Reyes y A Nieves afiaden a su medio cultivo por aspersién una
solucién de nutrientes que contiene (KH,PO,4 0.25%, MgSO, - 7 H,0 0.05%, NH,CI 0.5%) [91],
en el articulo de M. Molina, O. Lechuga y R. Bressani se le agrega urea (2.5%) y fosfato
dicélcico (2.0%), ambos de calidad comercial [92], en la investigacion realizada por L.
Vandenberghe, C. Soccol, A. Pandey y J. Lebeault la solucion de nutrientes afiadida estaba
compuesta por ZnSO, - 7 H,O 0.2% y FeCl; H,O 0.014% ademas se le agrega glucosa (40%)
[99], finalmente W. Pefialoza, M. Molina, R. Gdmez y R. Bressani es su articulo utilizaron
fosfato monopotasico, urea y sulfato de amonio en proporciones de 5.0, 3.5 y 7.5%
respectivamente [98]. Luego de la adicion de nutrientes, los autores anteriormente mencionados

proceden a la inoculacién del medio de cultivo con las esporas viables del microorganismo de
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interés (Aspergillus niger) para su crecimiento, esto se utiliza aproximadamente en un rango de

temperatura entre 30 a 35 °C con una humedad aproximada del 80%.

Por ultimo los autores W. Pefialoza, M. Molina, R. Gomez, R. Bressani y L. Vandenberghe,
C. Soccol, A. Pandey, J. Lebeault, llevan los sustratos sélidos inoculados a fermentadores de
columna vertical, en donde se suministro aire humidificado a un caudal de 8 litros/min por kg de

sustrato y 65 ml/min respectivamente.

Tabla 43.

Complementos nutricionales para el sustrato.

Compuesto % Autor
M. Molina, O. Lechuga y R. Bressani
25-35  (2016)./ W. Pefialoza, M. Molina, R.
Gbémez y R. Bressani (1985).
L. Vandenberghe, C. Soccol, A. Pandey

Asparagina, Compuestos
amoniacales/ Urea

Glucosa, fructosa, manosa y 40

galactosa y J. Lebeault (2000).
R. Duran, M. Reyes y A Nieves (2020).
Fosfato monopotéasico 0.25-5 /W. Pefialoza, M. Molina, R. Gomez y

R. Bressani (1985).
0.05 R. Duran, M. Reyes y A Nieves (2020).

Sulfato de magnesio
heptahidratado

Cloruro de amonio 0.5 R. Duran, M. Reyes y A Nieves (2020).
. M. Molina, O. Lechuga y R. Bressani
Fosfato dicalcico 2 (2016).

L. Vandenberghe, C. Soccol, A. Pandey
y J. Lebeault (2000).

L. Vandenberghe, C. Soccol, A. Pandey
y J. Lebeault (2000).

W. Pefialoza, M. Molina, R. Gomez y
R. Bressani (1985).

Sulfato de zinc heptahidratado 0.2

Cloruro férrico hidratado 0.014

Sulfato de amonio 7.5

Nota: esta tabla muestra los complemento matronales comidnmente usados para el
desarrollo micelial y de esporas de aspergillus niger sobre pulpa de café con su respectivo
autor.

5.2.4 Generacion del bioadsorbente
En la produccion de un material de crecimiento en un recinto, un hongo filamentoso

(Aspergillus niger), es cultivado para producir una masa adecuada del inéculo, el cual adoptara la
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forma del soporte solido. Para esto se utiliza la técnica de manufactura basada en el recinto, en la
cual se debe realizar los siguientes pasos, para obtener una asociaciéon tanto bidtica como

abiética:
5.2.4. |. Bioadsorbente biético:

a. Creacion de sustrato, aqui se combinan los constituyentes del sustrato para obtener un
medio de crecimiento sélido, la adicion de estas sustancias se hace a partir de la cantidad de
nutrientes que posea el medio.

b. Inoculacién del sustrato con la cepa del hongo deseada Aspergillus niger (Figura 27).

C. Disposicion del sustrato inoculado dentro del recinto o series de recintos, segun el disefio
0 geometria deseada, de esta manera se producira la forma final requerida.

d. Hacer crecer el microorganismo dentro del sustrato, llevandolo a una camara de
incubacion controlada ambientalmente, en esta etapa el micelio crece consumiendo los nutrientes
presentes en el sustrato, llenando los espacios entre las particulas dandole volumen al material
(Figuras 28 y 29).

. Las etapas anteriores se repiten cuando lo que se desea es la aplicacion del material con
estructura en capas.

e. Se retira la composicion del sustrato que se encuentra en el recinto.

El bioadsorbente que se busca disefiar presenta una estructura tipo filtro prensa el cual cuenta
con laminas rectangulares delgadas, organizadas de forma paralela entre ellas, se selecciona este
disefio debido a que presenta mayor superficie de filtracion en poco espacio, es econdémico, su

proceso de filtracion es alto adaptandose al liquido que se requiere filtrar.

Dado que en capitulos anteriores se mencion0 la mejor asociacion para el desarrollo del
bioadsorbente y las condiciones para una mejor remocion, se procede a la deshidratacion de la
composicién anteriormente obtenida para cumplir con el estado abidtico previamente

seleccionado.
5.2.4. 1. Bioadsorbente abiotico

Para la produccién de un bioadsorbente abiotico se deben seguir los numerales anteriores de

la (a—e) posteriormente se realizan los siguientes pasos:
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f. Para la obtencion de la composicion biologicamente inerte, la biomasa viva que se

encuentra en el recinto, se somete a un proceso de deshidratacion para darle muerte a los

organismos residentes.

. La composicion en forma de ldmina se debe transferir al interior de un horno de secado

por conveccidn, en donde circulard aire seco a una temperatura de 54 °C durante 4 horas.

g. Finalmente la composicion después de ser sometida a la deshidratacion es procesada para

obtener la geometria y acabado de superficie deseado, que para este paso se presentard en forma
de l&mina [105] (Figura 30).

Figura 26.

Disefio Metodoldgico.
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Nota: La figura 26 muestra cada uno de los pasos que se realizaran en el disefio metodolégico

para la obtencidn del bioadsorbente.
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Figura 27.

Ciclo de vida del Aspergillus niger.

1 Microscopia Aspergillus niger

= @.o@

2 Conidios . C)

Nota: La figura 27 muestra el ciclo de vida y las partes a nivel microscopico del
Aspergillus niger.

Figura 28. Generacion del inoculo en el sustrato con la cepa

Generacion del inéculo en el sustrato con la cepa.

%
7
¢

NAONR
\

Nota: La figura 28 refleja la etapa inicial del crecimiento del Aspergillus niger.
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Figura 29.

Comienzo del crecimiento del microorganismo.

Sustrato pulpa de café

Nota: La figura 29 muestra el desarrollo somatico y esporulacion del Aspergillus niger.

Figura 30. Crecimiento avanzado del microorganismo.

Crecimiento avanzado del microorganismo.

Ramificacion de hifas

Crecimiento micelial de Aspergillus niger

Nota: La figura 30 muestra la ramificacion de las hifas del Aspergillus niger.
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Figura 31.

Vista del bioadsorbente.

Bioadsorbente ¥

Nota: La figura 31 muestra la proyeccion caballera del bioadsorbente

entre el Aspergillus niger y la pula de café.
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5.3 Conclusién

Se especifico un protocolo para el desarrollo del bioadsorbente entre biomasa de pulpa de café
y Aspergillus niger en asociacion bidtica y abidtica. Para efecto del desarrollo de este
bioadsorbente en estado abiotico al igual que en estado bidtico, se realizan los mismos pasos

hasta la salida de la composicion del recinto.

Para el desarrollo del protocolo se tuvieron en cuenta aspectos de relevancia tales como: el
acondicionamiento de la biomasa considerando pardmetros como lo son solidos totales, cenizas,
proteinas, carbohidratos y azlcares, la preparacion del indculo con las condiciones requeridas
para el crecimiento, el proceso de fermentacién sélida en donde el microorganismo obtendra los
nutrientes necesarios dependiendo de variables como el sustrato, temperatura, pH y aireacion.
Finalmente se contemplé el tipo de manufactura del bioadsorbente para la obtencion de una
geometria final deseada que para este caso es filtro prensa. Una vez obtenido este bioadsorbente
para poder determinar la eficiencia y eficacia de esta técnica se requiere un desarrollo

experimental haciendo uso de las dos formas expuestas, mediante pruebas en aguas residuales.

Con este proyecto queremos resaltar el uso de la biomasa residual en aras de hacer una
aplicacién real de economia circular o bioeconomia teniendo en cuenta esta politica en
Colombia, basada en recursos bioldgicos y renovables aplicados a la biotecnologia, lo
biorecursos y la bioecologia para lograr la sostenibilidad ambiental, conservacion de
ecosistemas, crecimiento econémico con la generacion de nuevos productos y procesos a partir
de la biodiversidad y la biomasa mediante la investigacion y la innovacién. Por otro lado hacer
uso de una tecnologia que llegard a poseer ventajas superiores a las de las técnicas comunes ya
utilizadas como lo son las quimicas, entre las ventajas que presentaria este tratamiento biologico
se resalta las altas eficiencias, su bajo costo de implementacion, facil adquisicion de materias
primas, simplicidad y la capacidad que esta presenta para remover uno de los iones mas
contaminantes como es el Cr (V1), lo cual en las técnicas quimicas solo se puede evidenciar en la

fotocatalisis, pero esta requiere un elevado costo de implementacion.
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6 CONCLUSIONES

Se realizd una caracterizacion bibliografica de las propiedades fisicoquimicas de la pulpa de
café para la especie (Coffea arabica) obtenida por beneficio himedo, en la cual se resaltd la
composicion que la convierten en un buen sustrato a la hora del crecimiento de microorganismos
por su gran contenido de nutrientes, distribuidos en polisacéridos en los que se encuentran en
mayor proporcion la celulosa, hemicelulosa y la lignina, por otro lado también estan presentes
varias fuentes de nitrégeno, minerales y otras sustancias fuentes de carbono. Asi mismo se
considera un adsorbente eficiente debido a sus grupos funcionales tales como carbonilos,

carboxilos e hidroxilos que estan presentes en la pared celular de este residuo.

Se determinaron las condiciones requeridas para el desarrollo del bioadsorbente a partir de la
pulpa de café y el Aspergillus niger, para la remocion de Cr (V1) de las aguas residuales a partir
de una recopilacion bibliografica, eligiendo la fermentacion en estado so6lido, biomasa fungica
abiotica, un sustrato con aproximadamente un 80% de humedad, temperatura entre 30°C a 40°C
y un pH en rangos de 4.5 a 5.5, cabe resaltar que para una adecuada remocion del ion metélico
del medio el rango de pH vade 1 a 7 y la temperatura puede estar de 5°C a 45°C.

Se propuso un protocolo para el desarrollo experimental del bioadsorbente tipo filtro prensa
para la remocion de metales pesados como lo es el Cr (VI), entre biomasa de pulpa de café y
Aspergillus niger en asociacién biotica y abiotica, a partir de un analisis bibliografico, en el cual
se tuvieron en cuenta factores como la caracterizacion del sustrato, la preparacion del indculo, la
fermentacion en estado solido y la obtencion de la geometria que promoveria una mayor
remocion del metal dada la asociacion que se forma entre el microorganismo y el sustrato al
contar con suplementos como urea, fructosa, galactosa y manosa que aceleran la produccién de

esporas.
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ANEXOS

ANEXO (A)
RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar un anélisis elemental y proximal de la pulpa de café para determinar
los valores exactos que contiene la materia prima en cuanto a la composicién de las sustancias de
utilidad para el crecimiento del microorganismo. Esto con el fin de poder afiadir un buen
complemento nutricional a la hora de obtener un buen desarrollo micelial o aumento de esporas

en la fermentacién sélida segun sea el caso.

Para la recoleccion del sustrato se aconseja que proceda de una misma zona para obtener

homogeneidad en cuanto a las propiedades fisicoquimicas que la caracterizan.

Indagar cuales son las concentraciones de taninos, polifenoles y cafeina que pueden llegar a
ser toxicas en aguas naturales y verificar en cuanto disminuyen estos compuestos luego de
efectuar la fermentacion en estado solido, finalmente determinar si estos valores resultantes

siguen siendo contaminantes para el ecosistema si por el contrario no causan efecto.

Se sugiere llevar a cabo pruebas de remocién de los metales pesado en un agua residual
sintética utilizando tanto la biomasa residual (Pulpa de café), como de la biomasa fingica
(Aspergillus niger) en ambos estados, con el fin de determinar la eficiencia de cada una y a su

vez un punto de comparacion.

Una vez se obtenga el bioadsorbente se deben ejecutar pruebas en agua residual sintética para
comprobar gque estado es mas eficiente, y asi poder realizar una comparacion para cuando se

lleve a un cuerpo de agua residual real de una industria.

Una vez se obtiene el bioadsorbente se deben efectuar pruebas con el fin de encontrar el
numero maximo de reciclos que puede llegar a resistir la biomasa, e indagar su disposicion final

y si es posible la recuperacion del metal y regeneracién de la biomasa.

Realizar el estudio y construccion de las isotermas y cinética de absorcion de la biomasa
fangica (Aspergillus niger), biomasa residual (pulpa de café) y de la asociaciéon entre ellas
(bioadsorbente), con el fin de analizar su capacidad de adsorcién, el proceso de desorcion.
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Se debe tener en cuenta variables como el caudal, la zona y demas condiciones propicias del
efluente para lograr un correcto dimensionamiento de las laminas del bioadsorbente y establecer
el tiempo de adsorcién, tiempo de saturacion, concentracion méxima de adsorcion y numero de

reciclos. Esto con el fin de determinar la disposicion final del bioadsorbente, su regeneracion y
recuperacion del metal.
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