UNIVERSIDAD NACIONAL MICAELA BASTIDAS DE
APURIMAC

FACULTAD DE INGENIERIA

ESCUELA ACADEMICO PROFESIONAL DEINGENIERIA
AGROINDUSTRIAL

MICAELA BASTIDAS

. ™
P ~~\ ..
> :\‘

-
7~
-
o .
- . -
: ”. . S
=i Y _) =
~ -
b - —
- o, -
-

-
=
| B
4 =
-
7,

-

U

“EVALUACION DE UN SISTEMA DE BIORREMEDIACION DE AGUA
CON METALES PESADOS USANDO BIOMASA DE BASIDIOMICETOS
PROVENIENTES DEL SANTUARIO NACIONAL DEL. AMPAY”

TESIS PARA OPTAR TIiTULO PROFESIONAL DE INGENIERO
AGROINDUSTRIAL

YULY AGRADA VALENZUELA

Abancay, Junio del 2018

PERU

Repositorio Institucional - UNAMBA - PERU



UNIVERSIDAD NACIONAL MICAELA BASTIDAS
DE APURIMAC

FACULTAD DE INGENIERIA

ESCUELA ACADEMICO PROFESIONAL DEINGENIERIA
AGROINDUSTRIAL

“EVALUACION DE UN SISTEMA DE BIORREMEDIACION DE
AGUA CON METALES PESADOS USANDO BIOMASA DE
BASIDIOMICETOS PROVENIENTES DEL SANTUARIO NACIONAL
DEL AMPAY”

TESIS PARA OPTAR TiTULO PROFESIONAL DE INGENIERO
AGROINDUSTRIAL

YULY AGRADA VALENZUELA

Abancay, Junio del 2018

PERU

Repositorio Institucional - UNAMBA - PERU



“EVALUACION DE UN SISTEMA DE BIORREMEDIACION DE
AGUA CON METALES PESADOS USANDO BIOMASA DE
BASIDIOMICETOS PROVENIENTES DEL SANTUARIO NACIONAL
DEL AMPAY”

Repositorio Institucional - UNAMBA - PERU



DEDICATORIA

CON TODO MI CARINO Y MI AMOR PARA LAS PERSONAS QUE HICIERON
TODO EN LA VIDA PARA QUE YO PUDIERA LOGRAR UNO DE MIS SUENOS,
POR MOTIVARME Y DARME LA MANO CUANDO SENTIA QUE EL CAMINO
SE TERMINABA, A USTEDES POR SIEMPRE MI CORAZON Y MI

AGRADECIMIENTO INFINITO.

“No te rindas pase lo que pase, digan lo
que digan, sientas lo que sientas, asi ya
no sientas solo sobrevive, y jMdtalos a

todos! [No seas un maldito fracasado!

NoxRecomendable

Repositorio Institucional - UNAMBA - PERU



AGRADECIMIENTOS

Quiero expresar mi mds profundo agradecimiento a mi asesor MSc. Victor Hugo Sarmiento
Casavilca por su apoyo incondicional para la realizaciéon de este trabajo y por todo lo
aprendido. También desde lo personal por su amistad, sus consejos, por estar siempre que lo

necesité, y por creer en mi aun en los momentos en que yo no lo hacia.

A mis padres por su amor y dedicacién por sus hijos. A mis queridos hermanos: Einer: por
ser nuestro dngel, modelo perfecto de bondad, humildad, honestidad, y esfuerzo. Elvis, Jorge,
Sindy, Dafny y Yesi: por todo su apoyo incondicional, consejos en momentos dificiles, por
su complicidad y por ser mis confidentes. A ustedes gracias por darme el mejor regalo, mis

sobrinos: Sisari, Diogo, Sitwa, Samin, Kira y Sayri, quienes alegran mi vida.

A mis compafieros y amigos, por su apoyo y compafiia en este tiempo, quiero expresarles
que para mi fue un privilegio conocerlos compartir todas y cada una de las experiencias

vividas.

A la Escuela Académico Profesional de Ingenieria Agroindustrial, por darme los medios

para el desarrollo de mi investigacion.

A la direccién de investigacion de la UNAMBA, por el apoyo econdémico brindado para

culminar mi trabajp de investigacion.

Repositorio Institucional - UNAMBA - PERU



UNIVERSIDAD NACIONAL MICAELA BASTIDAS DE APURIMAC

FACULTAD DE INGENIERIA

ESCUELA ACADEMICO PROFESIONAL

DEINGENIERIA AGROINDUSTRIAL

AUTORIDADES UNIVERSITARIAS

DR. ECON. LEONARDO ADOLFO PRADO CARDENAS.

RECTOR.

DR. ROLANDO RAMOS OBREGON.

VICERECTOR ACADEMICO.

DRA. IRIS EUFEMIA PAREDES GONZALEZ

VICERECTORA DE INVESTIGACION.

Repositorio Institucional - UNAMBA - PERU



UNIVERSIDAD NACIONAL MICAELA BASTIDAS DE APURIMAC
FACULTAD DE INGENIERIA

ESCUELA ACADEMICO PROFESIONAL

DEINGENIERIA AGROINDUSTRIAL

AUTORIDADES DE FACULTAD

PhD Ing. LUCY MARISOL GUADALUPE GUANICHI ORELLANA.

DECANA DE LA FACULTAD DE INGENIERIA.

MSc. GUADALUPE CHAQUILLAQUILCA.

DIRECTORA DE LA ESCUELA ACADEMICO PROFESIONAL DE INGENIERIA
AGROINDUSTRIAL.

ING. DARIO DANTE SANCHEZ CASTILLO

DIRECTOR DEL DEPARTAMENTO ACADEMICO DE LA FACULTAD DE
INGENIERIA.

Repositorio Institucional - UNAMBA - PERU



CONFORMIDAD DE TESIS

El suscrito M.Sc. Victor Hugo Sarmiento Casavilca docente asociado de la Escuela
Académico Profesional de Ingenierin Agroindustrial de la Universidad Nacional Micaela
Bastidas de Apurimac, ASESOR del proyecto de Tesis e informe final denominado
“Evaluaciin de un sistema de biorremediacién de agua con metales pesados usando
h'mm:sﬁ;dc basidiomicetos provenientes del Santuario Nacional del Ampay” presentado
por la Bach. Yuly Agrada Valenzuela, para optar ¢l Titulo Profesional de INGENIERO
AGROINDUSTRIAL, da conformidad de que el estudio ha sido desarrollado siguiendo ¢l
Método Cientifico, redactado de acuerdo a las normas de estilo APA y el Reglamento General
de Grados y Titulos de la Universidad Nacional Micaela Bastidas de Apurimac, habiéndose

subsanado todus las observaciones presentadas por el jurado evaluador.

Abancay Junio del 2018

A
—_—

~“M.Sc. V{c!ur'ﬁugn Sarmiento Casavilea

i Asesor
V/

Repositorio Institucional - UNAMBA - PERU



P

UNIVERSIDAD NACIONAL MICAELA BASTIDAS DE APURIMAC

FACULTAD DE INGENIERIA

ESCUELA ACADEMICO PROFESIONAL DEINGENIERIA AGROINDUSTRIAL

TESIS

“EVALUACION DE UN SISTEMA DE BIORREMEDIACION DE AGUA CON
METALES PESADOS USANDO BIOMASA DE BASIDIOMICETOS
PROVENIENTES DEL SANTUARIO NACIONAL DEL AMPAY”

Responsable: YULY AGRADA VALENZUELA

i T .
uis (Hlfcardn Paredes Quiroz

Presidente del jurado

/4 ,

Iffﬁ. Affredo Fernindez Ayma Ing. quﬁiur}j Ccopa Flores
Primer miembro del jurado Segundo miembro del jurado
g

o

|
M.Se. Victpr Hugo Sarmiento Casavilca

/ Asesor de tesis

Repositorio Institucional - UNAMBA - PERU



_a =". s cori L] o 72
UE -_'_.-_]I.:...'-.!‘-F Ili», [\:L":g
—ﬁ-j— e Wi £
ﬂc‘.Tﬂ DE E:LLJTEMTJ&C[ mg TEsre .h_y/

E;:ﬂ el ﬂudl'}gng Fal ;\minf}, EAP J §7 d.n G "
e c_Lﬂém e la AHB A = 1Ll ‘6o a.om. drr_l dfq 0¥ de
wmie del 2018, €l presidende del mméu: evalpadoy Tnn E.us Preaudo

}Eﬂ;gﬁcg @gftﬂ? d LEClUIG A Wemotand o Eﬂiﬂflpl fﬂ DSﬁ 20\8-0D _EAPT A

_anaxpa acle E-eauu&u miife ol Bach. ":"'u]u Agrada \elenznele pare la
___E_u'ﬂﬂ.ﬁin('.mh cm‘L {.r ?ubhc.e de EE-L% Tfrhle.dﬂ' Euulununn dcun ﬂg[eﬁﬂ

cle km t.m 2 lEE gga&g& usoﬂc‘la bmmg&c de bumdm_
Muicelas @muemc aluatte  Nag A r.,"h Soli el ed o Fﬂr

Mﬁ_pm_u,},n_ tagl _se a__msﬁu‘mwmﬁb_reﬂhmgﬂg&

Acls s%m&,n gl‘?\ﬂggdcrﬂg cvaluader oe e '-TWIIn ael T ng ,jﬁlﬁ;d‘gﬁﬁmgﬂde?
lembs e an es
fmﬂ'kn "_Tﬂf }LF_cmmg@F:g are gmﬂieﬂ Blunoz q“‘;gmgs h;]ﬂ-:{gn— =
“h&f_‘:},‘,ﬁilﬂﬁ ) ﬁgh; lg !I'n;[!.'ﬁ;: 5 E;ndn (if‘E Eﬂ&iﬁ on 1 Pg'ﬂ liﬂ& l
Mﬁ@ d@l_ﬁﬂﬁ_@::mz_mlm
_El_&umln_amlmﬁn_&ﬁn_uﬂ_@dmn dm_ Bueno (1) conm 6]

*T.\_L_ iE&E.T‘Tt.p. &rTni Siendn las 1214 An
— Cm %‘ de o adfueda Lmaﬂ_lam%mnlﬂ_c@\lumdn_@gm@:__

:i \o_ ceRanle T_sn..Tc-.,

Ing. Alfredo Fernangioz A

@'mﬂEq m'g,ugg,u 0 GEERAL _/LICPEE&DE NT E

a v .__,._‘_ _-.11_ EF =1 ]
iy L 0
—— B s ;

I "l —

Loa L] bt =B

I Wl __‘_,_._n—'—'-_'__ i

"] H o £ / ! 1

. e~
) =

_

e T STy AR PRI CE R

.......
o Ay ....,

Repositorio Institucional — UNAMBA - PERU



INDICE GENERAL

PAG
RESUMEN.. 9
ABSTRACT 10
CAPITULO I 11
INTRODUCCION 11
CAPITULO 11 14
MARCO TEORICO 14
2.1. LAMINERIA ..o 14
2.2. CONTAMINACION MINERA ......cooovimimiiieieeeeeeeeeeeeees oo 14
2.3.  PROBLEMATICA DE LOS RESIDUOS DE LA MINERIA EN EL PERU.................. 15
2.4. CONTAMINACION DEL AGUA POR METALES PESADOS Y SU REPERCUSION
EN EL MEDIO AMBIENTE Y SALUD........ooovuiiviiieieeeeeeeeeseeeeeseeeessseee s 16
2.5, METALES PESADOS ...t ee e seaeees 18
2.5.1. COBRE (CU) oo e 19
252, PLOMO (PD) ..o 19
2.53. CADMIO (Cd) oo e 20
2.6.  METODOS DE DETERMINACION DE METALES PESADOS .......cccoovveiviivneanns 20
2.6.1. ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA (EAA)......cooveieeeernnan. 21
2.6.1.1. PRINCIPIO DEL METODO PARA LA DETERMINACION DE METALES
PESADOS ... 21
2.6.1.2. ANALISIS CUANTITATIVO DE METALES PESADOS..........coocvviieeeeeeeereeeeenene. 21
27.  BASIDIOMICETOS .....oomioeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee oo 22
2.7.1.  CARACTERISTICAS GENERALES.........ccocciviiiiiieeeeeseeeeeeeseeseeees s 22
2.7.2.  BASIDIOMICETOS Y SU IDENTIFICACION ........cocoviiiiimieieieeeeseeeeeseeeeseenenns 23
2.7.2.1. MICELIO ... 23
2.7.2.2. BASIDIOCARPO ... 24
2.8. CLASIFICACION ... 25
2.9, CEPAS .o 26
2.9.1. CEPARIO ....ooooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 26
2.9.2. AISLAMIENTO Y MANTENIMIENTO DE CEPAS........ocooivieieieeeeeseeeeeeereseens 26
2.9.2.1. MEDIOS DE CULTIVO ....coooomioiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s snen 26

Repositorio Institucional - UNAMBA - PERU



2.9.2.2. CONSERVACION DE CEPAS ......cooomiiiiieieeeeeeeeeeeeseeeeeeeees e 26

p X LU 07-N0 23 ()Y VNN 28
2.11.  BIORREMEDIACION ....oooooeooeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e s e e e e s s s e e sseseses e eesesesesesens 28
2.12.  BASIDIOMICETOS COMO AGENTES BIORREMEDIADORES DE METALES
PESADOS. ..o, 29
2.12.1. MECANISMO DE BIORREMEDIACION DE LA BIOMASA DE
BASIDIOMICETOS . . .o, 30
2.12.1.1. BIOSORCION ..o e e s et e s e e et e s e e s s s e e e s s s e s e e s esesesesens 30
2.13. COLUMNA DE LECHO EMPACADO ......o.oooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee oo renons 35
2.13.1. LECHO EMPACADO ... se e e e s e esese s 35
2.13.2. CINETICA DE ADSORCION ..o 35
2.13.3. DINAMICA DE SORCION EN COLUMNA EMPACADA DE LECHO FIJO.......... 36
CAPITULO 111 38
MATERIALES Y METODOS 38
3.1. UBICACION ESPACIO-TEMPORAL ......oovoveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 38
3.2. MATERIALES. ..o e, 38
3.2.1. CEPAS DE HONGOS BASIDIOMICETOS ..o 38
3.2.2.  EQUIPOS, MATERIALES Y REACTIVOS w...ooeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeseeseeeseeseeeeseeseeneens 38
3.3. IMETODOS ..o e, 40
3.3.1.  TIPO Y NIVEL DE INVESTIGACION .....oooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee oo 40
3.3.2.  DISENO DE INVESTIGACION ... 40
333, POBLACION . ..o oo e e e e e s e s e e s s e s e e es e s e sr s s e 40
3.3.4. MUESTRA ..o e e e e s oo s e s e s e s e s e s e s s s e s e s s e s e s s e s e s esesesesesese s 40
3.4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL ..o, 41
34.1. ETAPA I. OBTENCION DE LA BIOMASA A PARTIR DE CEPAS DE
BASIDIOMICETOS ..o, 41
3.4.1.1. COLECTA DE HONGOS BASIDIOMICETOS ..o, 42
3.4.1.2. AISLAMIENTO DE CEPAS ..o, 42
3.4.1.3. REPIQUE ...t e e e e e e e e e e e s e e s e eeeseneennn. 45
3414, INOCULADO ..., 46
3.4.1.5. OBTENCION DE LA BIOMASA .....ooooeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen, 46
3.4.1.6. EVALUACION DE LA BIOMASA EN ESPECTROFOTOMETRIA INFRAROJO
(FTIR) oo ee e e e e e e e e e e s e e e s e ee s e e s s e s s e e s s e s seseeresenens 47

Repositorio Institucional - UNAMBA - PERU



3.4.2. ETAPA II: ACONDICIONAMIENTO DE LA MUESTRA ......oovoooeoeoeeeeeeeeees 48
3.4.2.1. EMPAQUETADO .....eioieeeeeeeeeeeeee et eee e et eesee e eseseeses e eeeseseeeeseeeeseeeeessaneaes 48
3.4.2.2. PREPARACION DE LA SOLUCION PATRON MULTIELEMENTAL ........o......... 48
343,  ETAPA L EVALUACION ....ooooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e s e s s eseneses e 49
3.4.3.1. FILTRACION EN COLUMNA DE LECHO POROSO.......coovoeeeeeeeeeeeeeeeenn, 49
CAPITULO IV 51
RESULTADOS Y DISCUSIONES 51
4.1. RESULTADOS DE LA ETAPA L. ..o 51
4.1.1. COLECTA Y AISLAMIENTO DE HONGOS BASIDIOMICETOS PARA LA
OBTENCION DE BIOMASA ..o, 51
4.1.2. OBTENCION DE BIOMASA .....o oo eees e s e s 52
4.2. RESULTADOS DE LA ETAPA L ..o, 53
42.1. ACONDICIONAMIENTO DE LA MUESTRA ..o 53
4.3. RESULTADOS DE LA ETAPA IIL ..o 54
43.1. EVALUACION ESTADISTICA DEL SISTEMA DE BIORREDACION PARA
METALES PESADOS Y PARA CADA HONGO ..., 54
432. CINETICA DE RETENCION DE METALES POR CADA TIPO DE
HONGO . .o, 57
4.4. CAUDAL DE LA SOLUCION DE METALES PESADOS ..o, 63
4.5. RELACION ENTRE EL PESO DE LA BIOMASA MUERTA Y EL VOLUMEN DE
SOLUCION MULTIMETAL BIORREMEDIADA ..o, 64
CAPITULO V 66
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 66
5.1. CONCLUSIONES ..o s e s e e s e s e 66
5.2. RECOMENDACIONES ... oo s s s s s s 67
BIBLIOGRAFIA 68
ANEXOS..... 74

Repositorio Institucional - UNAMBA - PERU



CUADRO 1:
CUADRO 2:
CUADRO 3:

CUADRO 4:
CUADRO §:
CUADRO 6:
CUADRO 7:

CUADRO 8:
CUADRO 9:

INDICE CUADROS

PAG

Denominacién y codificacion de 1as Cepas.......c.eeevveeeriieiniieinieeiiiee e 42
Longitud de onda para cada metal ...........cooceeeriiiiniiiiniiiiiieeeeeee e 50
Coordenadas geogréficas Santuario Nacional del Ampay: Laguna Ankas

Q’ocha (Jaguna PEQUETA)......cccueeerriieiiieeiiee ettt 51
Identificacion de basidiOmMICELOS Y CEPAS ....eevurrerureeriieeriieeniieeriieeeireeeieee e 52
Produccion de biomasa a 1as 96 horas ...........cocueevieniiiiiiniiiniienieeeeeeeeee, 53
Pesos de biomasa seca para el empaquetado de columnas...........ccoceeereeennneen. 54

Resultados estadisticos de anova y tukey para los sistemas de biorremediacion

EVAIUAAOS ...t 55
Caudal de la alimentacién de la solucion de metales pesados...........cceeueeenneee. 63
Relacién peso de biomasa y el volumen del metal para la biorremediacion..... 65

Repositorio Institucional - UNAMBA - PERU



TABLA 1:

TABLA 2:

TABLA 3:

TABLA 4:
TABLA 5:

INDICE DE TABLAS

Limites mdximos permisibles de concentracion de metales pesados (Hg, As, Cd y
Pb) en agua, suelo y alimentos de consumo humano..........cc.cccecceevieiiennienncenee. 17

Limites mdximos permisibles para la descarga de efluentes liquidos de actividades
MINETO - MELAIUTZICOS . ...eeutiiiieiiiieeeite ettt ettt 17

Metales pesados y valores de interés segin los Estdndares de Calidad Ambiental

(ECA) PAra €] QQUA ...c.eviiiiiieeiieeeiieeeee ettt st e st e s e e snaeeens 18
Afinidad de grupos funcionales e iones metaliCos ..........coeeveeveeveeriieinieeenieennen. 31
Capacidad de biosorcién (mmol/g) de diferentes tipos de biomasas..................... 35

Repositorio Institucional - UNAMBA - PERU



FIGURA 1:
FIGURA 2:

FIGURA 3:
FIGURA 4:
FIGURA 5:
FIGURA 6:
FIGURA 7:
FIGURA 8:
FIGURA 9:
FIGURA 10:

INDICE DE FIGURAS

Partes del DaSidIOMICETIO.......couvvuuenieeieeeeeiiiieeeeeee ettt e et eeeteaareeeseseeeresaraneeas 23

Esquema general de los mecanismos del proceso de adsorcion en columna de

LECRO FT]0 ettt e 33
Esquema de una columna de 1echo fijo.........cooieiiiiiiiiiiiiiiee, 37
Etapas de la metodologia experimental.............ccoceeviiriiiiieniiiiieniceceeeeeee 41
Diagrama de flujo para el aislamiento de Cepas.........cccceevvveerienieenieniieenieeieeee. 43
ATS1AAO A COPAS...uevieiiiieeiiieeite ettt ettt e ettt e st e et e e sabee e sabee s b eesareeens 44
Repique de 12 CEPA ...oovuviiiiiiieeieece et 45
INOCUIAAO ... 46
Diagrama de flujo para la obtencion de biomasa...........cccceeevevieeniiieiniieiniieennienn. 47
Sistema de filtracion por lecho poroso acondicionado para la biorremediacion de

agua con metales PESAAOS........oovviiiiiiiiiiiiie e 49

Repositorio Institucional - UNAMBA - PERU



INDICE DE GRAFICOS

PAG
GRAFICO 1: Retencién de metales por cada tipo de basidiomiCetos..........cevvveerrveernveernueenns 56
GRAFICO 2: Evaluacién de retencién en funcién de cada metal y basidiomiceto .................. 56
GRAFICO 3: Cinética deretencién de cobre para cada biomasa de basidiomicetos................. 57
GRAFICO 4: Cinética retencién de plomo por cada biomasa de basidiomicetos. .................... 58
GRAFICO 5: Cinética de retencién de cadmio por cada biomasa de basidiomicetos. ............. 58

GRAFICO 6: Cinética de retencién de metales por la biomasa del basidiomiceto geastrum. .. 59

GRAFICO 7: Cinética de retencién de metales por la biomasa del basidiomiceto hygrophorus.

GRAFICO 8: Cinética deretencién de metales por la biomasa del basidiomiceto cantharellus. 60

GRAFICO 9: Cinética deretencién de metales por la biomasa del basidiomiceto ectomicorriza

Repositorio Institucional - UNAMBA - PERU



RESUMEN

Con el desarrollo de las actividades industriales, los problemas de contaminacién ambiental
aumentaron debido a la presencia de contaminantes peligrosos, ante ello se ha demostrado en
diversas investigaciones la capacidad de los microorganismos para la remocién de metales
toxicos (biorremediacion) siendo menos costoso y menos daifiino para el medio ambiente. El
presente estudio logré desarrollar un sistema de biorremediacion de metales pesados
utilizando biomasa de basidiomicetos provenientes del Santuario Nacional del Ampay
para retener metales como el plomo, cadmio y cobre. Se realizé a nivel de laboratorio el
empaquetamiento en columnas de lecho poroso con biomasa seca de 4 basidiomicetos
pertenecientes a los géneros Geastrum, Hygrophorus, Cantharellus y Ectomicorriza
obteniéndose4.34 + 0.235 g/L, 5.50 + 0.342g/L, 3.64 + 0.129g/Ly 3.45 + 0.754 g/Len
produccién de biomasa respectivamente, a las 96 horas de inoculado en caldo Saboraud
dextrosa. La méxima capacidad de biorrediacion corresponde a la biomasa del basidiomiceto
de género Cantharellus, quien retuvo un porcentaje de 100+0.049 de cobre, 100+0.051 de
plomo y 100£1.197 de cadmio, seguido del basidiomiceto del género Ectomicorriza que
retuvo 56.56+0.017% de cobre, 100.53+0.005 % de plomo y 87.53+0.005 % de cadmio, asi
mismo el género de Hygrophorus permitié una capacidad de retencién de 65.41+0.012 % de
cobre, 74.79+£0.004 % de plomo y 41.29+0.08 % de cadmio, por tdltimo el género Geastrum

retuvo0.63+0.60 %, plomo 69.41+£0.001 % y cadmio de 1.65+0.071 %.
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ABSTRACT

With the development of industrial activities, the problems of environmental pollution
increased due to the presence of dangerous pollutants, before it has been demonstrated in
various investigations the capacity of microorganisms for the removal of toxic metals
(bioremediation) being less expensive and less harmful For the enviroment. The present study
was able to develop a system of bioremediation of heavy metals using biomass of
basidiomycetes from the National Sanctuary of Ampay to retain metals such as lead, cadmium
and copper. The packing in columns of porous bed with dry biomass of 4 basidiomycetes
belonging to the genera Geastrum, Hygrophorus, Cantharellus and Ectomycorrhiza was
obtained, obtaining 4.34 £ 0.235 g /L, 5.50+0.342 g/L,3.64 £0.129 g/L L and 3.45 + 0.754
g/ L in biomass production respectively, at 96 hours of inoculation in Saboraud dextrose broth.
The maximum capacity of biorrediacién corresponds to the biomass of the basidiomycete of
genus Cantharellus, who retained a percentage of 100 £ 0.049 of copper, 100 + 0.051 of lead
and 100 % 1.197 of cadmium, followed by the basidiomycete of the genus Ectomycorrhiza that
retained 56.56 £ 0.017% of copper, 100.53 £ 0.005% of lead and 87.53 + 0.005% of cadmium,
likewise the genus of Hygrophorus allowed a retention capacity of 65.41 + 0.012% copper,
74.79 £ 0.004% lead and 41.29 + 0.08% cadmium, finally the genus Geastrum retained 0.63 +

0.60%, lead 69.41 + 0.001% and cadmium of 1.65 + 0.071%.
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CAPITULO I

INTRODUCCION

La contaminacién en la actualidad es uno de los problemas ambientales mas importantes
debido a la mayor presencia de actividades productivas como es la mineria. La region de
Apurimac es una de las mds pobres y pequenas del Perd, sin embargo, es una zona
eminentemente minera contando con los 3 proyectos méas costosos de la historia, (Las Bambas,
Apurimac Ferrum, Los Chancas)(MEM, 2016). Este hecho es beneficioso para la economia,
pero es preocupante para el medio ambiente, debido que las industrias mineras son una de las
principales fuentes de generacion de metales pesados y sustancias toxicas los que son vertidos
a los yacimientos hidricos sin un tratamiento adecuado previo. Los iones metalicos pesados
como Arsénico (As), Cadmio (Cd), Cobalto (Co), Cromo (Cr), Cobre (Cu), Mercurio (Hg),
Niquel (N1), Plomo (Pb), Estafio (Sn) o Zinc (Zn) en cantidades excesivas a las permitidas, tiene
repercusiones negativas en la salud del ser humano cuya exposicion estd relacionada con
problemas de salud como: retrasos en el desarrollo cognitivo, varios tipos de cancer, dafios en
los rifiones, e incluso la muerte. Pueden cambiar la alcalinidad del suelo y disminuir su
productividad, producir algunas alteraciones en las plantas, a nivel de los rios y lagos, también

afecta principalmente la fauna (Londofio &Mufioz, yReyes, Vergara, Diaz, & Gonzéles, 2016).

Actualmente existen diferentes procesos de remediacion para la eliminaciéon de metales
pesados de soluciones acuosa como la precipitacion quimica y la sorcion (métodos
tradicionalmente méas empleados) (Dévila , 2012), pero dan soluciones parciales al problema,

son caras o generan subproductos toxicos, lo que afecta al medio ambiente. Por lo tanto, la

11
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necesidad de buscar métodos ambientalmente seguros motiva el interés hacia las técnicas
bioldgicas(Batul, 2017). El uso de biomasa proveniente de hongos es utilizado como
biosorbente debido a su gran cantidad de compuestos orgdnicos los cuales son capaces de
adsorber y/o intercambiar iones metélicos gracias a sus grupos funcionales (aminos, hidroxilos,
carboxilos, etc.) que actidan como centros atrayentes de cationes. Ademds son de bajo costo,
tienen cierta selectividad por los metales y son de facil manejo(Cafizares, 2000).

Por ello se tiene como alternativa, evaluar un sistema de columnas con lecho poroso, con
biomasa de basidiomicetos provenientes del Santuario Nacional del Ampay, como un método
para determinar el desempefio de biorremediacion de metales pesados (cobre, plomo y cadmio)
en una solucién acuosa. Siendo necesaria la obtencion de biomasa, que serd sometida a secado,
triturado y empacado en columnas con un flujo de una solucién de agua con metales pesados.
Posteriormente se analizard la concentracion del efluente de la columna utilizando el equipo de
Espectrofotometria de Absorcion Atémica (EAA); La identificacion de los hongos
basidiomicetos, asi como la identificacion de los grupos funcionales presentes en las biomasas
y el estudio de los factores que afectan el proceso de biosorcién como son el pH tiempo de

contacto, los que deben ser investigados.
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% OBJETIVOS

o OBJETIVO GENERAL

- Evaluar un sistema de Biorremediacion de agua con metales pesados, utilizando
biomasa de cuatro basidiomicetos provenientes del Santuario Nacional del Ampay.

o OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Desarrollar a nivel de laboratorio un sistema de empaquetamiento de columnas de lecho
poroso con biomasa de cuatro basidiomicetos provenientes del Santuario Nacional del

Ampay, para la biorremediacion de agua con metales pesados.

- Evaluar el desempefio de la biomasa de cuatro tipos de basidiomicetos provenientes del
Santuario Nacional del Ampay como agentes biorremediadores de agua con metales

pesados.
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CAPITULO 11

MARCO TEORICO

2.1. LA MINERIA
La mineria es una de las actividades mds antiguas de la humanidad, que consiste en la
obtencion selectiva de minerales y otros materiales a partir de la corteza terrestre (MME,

2015).

La mineria en el Pert a lo largo de la historia, ha sido uno de los principales motores de la
economia y uno de los argumentos mds poderosos de nuestra riqueza. De acuerdo con el
Ministerio de Energia y Minas (MEM), a nivel mundial y latinoamericano, el Pert se ubica
entre los primeros productores de oro, plata, cobre, plomo, zinc, hierro, estaiio, molibdeno,

entre otros(Loayza, 2016).

Entre las regiones que tienen el mayor nimero de proyectos mineros se encuentra
Apurimac, una de las regiones mds pobres y pequeias del pais el cual tiene 3 de los proyectos
mads costosos de la historia(MEM, 2016). A pesar de ello, la actividad minera es también el
origen de muchos desencuentros e inequidades sociales, que han cobrado fuerza en las tltimas

décadas, y de dafios significativos al ambiente(Loayza, 2016).

2.2. CONTAMINACION MINERA
Las fuentes principales de contaminacion del agua son por vertimientos urbanos,

industriales, mineros, y agricolas (Ocola, 2015).

La mineria ha tenido graves implicaciones medioambientales pues desplazan comunidades,

se apropian de extensos territorios, de las aguas, de la biodiversidad , desequilibran la seguridad

14
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y soberania alimentaria de la poblacion afectada(Coello & Burgos, 2012). Produce un impacto
directo en el suelo, flora, fauna y el agua. En la fase de prospeccién y exploracion, se abren
caminos, se derriban bosques primarios, intervienen maquinarias utilizando combustibles
contaminantes. En la explotacion se utilizan metales pesados y otras sustancias toxicas, entre
ellos: Hierro, Cobre, Zinc, Mercurio, Plomo, Arsénico, Cianuro, etc, que directamente se

depositan en los yacimientos hidricos(Ocola, 2015).

2.3. PROBLEMATICA DE LOS RESIDUOS DE LA MINERIA EN EL PERU

En el Perd la contaminacion de las aguas es tan antigua como el desarrollo de las ciudades,
las industrias mineras que se desarrollan en nuestras cordilleras a alturas que varian de 4,000
a 5,000 msnm, casi en el nacimiento de los cursos de aguas superficiales que forman riachuelos,
y a su vez forman rios que desembocan al mar. El proceso técnico de obtencién de minerales
envuelve una serie de procedimientos empleando una serie de reactivos quimicos que actuando
como decantadores obtienen el mineral puro en forma de concentrado. Los liquidos resultantes
de este proceso conteniendo a veces excedentes de reactivos quimicos o iones metalicos, como
cobre, plomo, plata que por algunas circunstancias no son obtenidos por estos procedimientos
quimicos salen a depositarse algunas veces en lo que se denominan canchas de relaves, donde
por decantacién los sélidos son retenidos y el efluente liquido discurre a lo largo de las

quebradas, cayendo finalmente a algtn curso del agua (Malnati, 2000).
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2.4. CONTAMINACION DEL AGUA POR METALES PESADOS Y SU
REPERCUSION EN EL MEDIO AMBIENTE Y SALUD

Los recursos hidricos se encuentran entre los mds amenazados y afectados por la actividad
minera y metalirgica, generalmente causados por deficiente planificacién y evaluacion previa,
inadecuadas técnicas de las operaciones y del tratamiento de minerales y desechos lo que
produce dafios a la integridad y funcionamiento de los ecosistemas y a la salud de las personas.
Esto puede ocurrir de forma directa, a través del vertido en rios, lagunas y ambientes marino
costeros de efluentes que superan los limites maximos permisibles de metales toxicos
establecidos por la normativa peruana(tabla 2) e internacional, y de manera indirecta, por
deposiciéon de polvo y particulas, que adsorben cationes metédlicos, en ecosistemas

acudticos(Loayza, 2016).

Los metales pesados tienden a bioacumularse (biomagnificarse), y aumenta la
concentracion de un producto quimico en un organismo bioldgico en un cierto plazo. Como
elementos de rastro, algunos metales pesados (cobre, selenio, zinc) son esenciales mantener
en el metabolismo del cuerpo humano por que realizan funciones indispensables para el
mantenimiento de la vida, el crecimiento y la reproduccion. Sin embargo, en concentraciones

mads altas pueden conducir al envenenamiento (Coello & Burgos, 2012).

Los més susceptibles de estar presentes en el agua de consumo humano son el mercurio,
niquel, cobre, plomo y cromo, aunque también pueden aparecer otros como el hierro, arsénico,

cadmio, etc.(Vigo, 2017).
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Tabla 1: Limites maximos permisibles de concentracion de metales pesados (Hg, As, Cd y Pb)

en agua, suelo y alimentos de consumo humano

Alimento Unidad Hg As Cd Pb

Agua de consumo humano 0.001 0.05 0.01 0.05
Agua marina y de estuarios mg/L (ppm) 0.0001  0.05 0.05 0.01
Agua de uso agricola 0.001 0.1 0.01 0.05
Agua para uso pecuario 0.01 0.2 0.05 0.05

Fuente: Codex, 1995 y UE (2016) mencionado por Reyes, Vergara, Diaz, & Gonzéles (2016)

Tabla 2: Limites maximos permisibles para la descarga de efluentes liquidos de actividades

minero - metaldrgicos

Parametro Unidad Limite en cualquier Limite para el

momento promedio anual
pH 6-9 6-9
Sélidos totales en suspension 50 25
Aceites y grasas 20 16
Cianuro total 1 0.8
Arsénico total 0.1 0.08
Cadmio total mg/L o 0.05 0.04
Cromo Hexavelente (*) (ppm) 0.1 0.08
Cobre total 0.5 0.4
Hierro (Disuelto) 2 1.6
Plomo total 0.02 0.16
Mercurio total 0.002 0.0016
Zinc total 1.5 1.2

Fuente: MINAM(2010)

(*) En muestra no filtrada

Los valores indicados en la columna “Limite en cualquier momento” son aplicables a cualquier muestra colectada por el Titular Minero, el

Ente Fiscalizador o la Autoridad Competente.
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Tabla 3: Metales pesados y valores de interés segun los estdndares de calidad ambiental

(ECA) para el agua
Metal pesado Unidad Al A2 A3
Cadmio (Cd) mg/L 0.003 0.005 0.01
Cobre (Cu) 2 2 2
Plomo (Pb) 0.01 0.05 0.05

Fuente: D.S. N°004-2017-MINAM

Al: aguas que pueden ser potabilizadas con desinfeccion: aquellas aguas que pueden ser destinadas para el consumo humano por
simple desinfeccion.

A2: aguas que pueden ser potabilizadas con tratamiento convencional: aquellas aguas para consumo humano, sometidas a un
tratamiento convencional, mediante dos o mds de los siguientes procesos: coagulacion, floculacién, decantacion, sedimentacion, y/o
filtracion otros.

A3: aguas que pueden ser potabilizadas con tratamiento avanzado: agua para consumo humano, sometidas a un tratamiento
convencional que incluye procesos fisicos y quimicos avanzados como percolacién, micro filtracién, ultrafiltracién, nanofiltracién,
carboén activado, Gsmosis inversa, otros.

2.5. METALES PESADOS

Segun la tabla periddica un metal pesado es un elemento quimico con alta densidad (mayor
a4 g/cm?), masa y peso atémico por encima de 20. Algunos de estos elementos son: Aluminio
(Al), Bario (Ba), Berilio (Be), Cobalto(Co), Cobre (Cu), Estaiio(Sn), Hierro (Fe), Manganeso
(Mn), Cadmio (Cd), Mercurio (Hg), Plomo (Pb), Arsénico (As), Cromo (Cr), Molibdeno (Mo),
Niquel (Ni), Plata (Ag), Selenio (Se), Talio (T1), Vanadio (Va), Oro (Au) y Zinc (Zn)(Londofio

& Munoz, 2016).

Muchos de ellos son esenciales para el crecimiento y desarrollo de plantas, animales y seres
humanos (Mendoza, 2017), sin embargo en algunos casos su deficiencia o exceso puede

conducir a problemas de salud(LLondofo & Muiioz, 2016).
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Los metales son elementos que muchas veces no se degradan totalmente (Mendoza, 2017)
y son bioacumulativos, ya que se acumulan en el medio ambiente y el organismo, y no se

eliminan ni por heces, ni por sudoracién ni por orina(Vigo, 2017).

2.5.1. COBRE (Cu)

Metal de transicion de color rojizo que junto con la Plata y el Oro forman la llamada
familia del cobre (Lara, 2008) y de ndmero atémico 29, posee buenas propiedades
quimicas, eléctricas, fisicas y mecanicas ademads de su abundancia por lo que tiene una gran
variedad de aplicaciones técnicas tanto puro como en las aleaciones(Londofo & Muifioz,

2016).

La exposicién prolongada a polvos de cobre puede irritar la nariz, la boca, los ojos y
causar dolores de cabeza, mareo, ndusea y diarrea; El beber agua en concentraciones altas
de cobre produce ndusea, vomitos, calambres estomacales o diarrea, ademds puede causar
dafio del higado y los rifiones y la muerte. La EPA no ha clasificado al cobre en cuanto
carcinogenicidad en seres humanos porque no hay estudios adecuados en seres humanos o

en animales(ATSDR, 2016).

2.5.2. PLOMO (Pb)

Metal pesado de color azuloso que se ha utilizado durante muchos afios debido a su
resistencia a la corrosion, ductibilidad, maleabilidad y facilidad para formar aleaciones. Su
numero atémico es 82, peso atomico 207 (Londono & Mufioz, 2016) y sus valencias

quimicas normales son 2 y 4.(Lara, 2008).
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Es uno de los metales pesados mds t6xicos gran capacidad de bioacumulacion (Sanchez
C., 2016). Las vias principales de contaminacién en los humanos son a través de la
respiracion y los alimentos (sé6lidos y liquidos). La intoxicacion causa el "saturnismo" o
"plumbismo" que provoca anemia, afecta el sistema nervioso central, puede generar
alteraciones digestivas (Castillo, 2015).El plomo no se degrada. Cuando se libera al aire

puede ser trasportado largas distancias antes de sedimentar(Sanchez C. , 2016).

2.5.3. CADMIO (Cd)

Metal pesado blanco azulado, elemento poco abundante en la naturaleza que se obtiene
como subproducto de la mineria y de la extraccion de zinc y de plomo. Es uno de los
contaminantes metdlicos de los alimentos mas peligrosos debido no solo a su elevada
toxicidad y capacidad de acumulacion en la cadena alimentaria sino también a su amplia

distribucion derivada de sus numerosas aplicaciones industriales(Graza, 2015).

En cuanto a los dafios al ambiente, entra al aire de fuentes como la mineria, industrias y
al quemar carbon y desechos. Las particulas pueden viajar largas distancias y depositarse

en el suelo o agua(Séanchez C. , 2016).

2.6. METODOS DE DETERMINA CION DE METALES PESADOS

En la actualidad existen muchos métodos para el andlisis de metales pesados en aguas. Sin
embargo, uno de los mads utilizados actualmente es la Espectrofotometria de Absorcion

Atomica.
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2.6.1. ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION ATOMICA (EAA)

La Espectrofotometria de Absorcion Atémica (EAA) es una técnica analitica para la
determinacion cuantitativa o cualitativa de un elemento en una muestra. Estd basada en la
absorcion de radiacién de energia por dtomos libres(Sanchez C. , 2016), el término
espectrofotometria significa la observacion y el estudio del espectro, o registro que se tiene
de una especie tal como una molécula, un ion o un dtomo, cuando estas especies son

excitadas por alguna fuente de energia que sea apropiada para el caso (Rocha, 2000).

La velocidad y facilidad a la cual puede hacerse una determinacidn precisa y exacta
con esta técnica, hace que la absorcién atomica sea uno de los métodos mas populares para

la determinacién de metales(Sanchez C. , 2016).

2.6.1.1. PRINCIPIO DEL METODO PARA LA DETERMINACION DE
METALES PESADOS

Segtn la norma mexicana (Norma Oficial Mexicana, 2001) el método para la
determinacién de metales por espectrofotometria de absorcién atémica en aguas
naturales, potables y residuales se basa en la generacion de dtomos en estado basal y
en la medicion de la cantidad de energia absorbida por estos, la cual es directamente
proporcional a la concentracidn de ese elemento en la muestra analizada. La EAA con
flama es el método mds empleado para la determinacién de metales, la solucién

muestra es directamente aspirada a una llama de flujo laminar(Razmilic, 2016).

2.6.1.2. ANALISIS CUANTITATIVODE METALES PESADOS
Cuando la absorbancia de soluciones estandar de concentracién conocida del

elemento a determinar se grafica vs. la concentracion, se obtiene una curva de
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calibracion. La curva asi obtenida es generalmente lineal a bajas concentraciones y la
concentracion de la muestra puede ser determinada por interpolacién de su absorbancia
en la curva de calibracién. Para emplear este método de andlisis cuantitativo las
composiciones de las soluciones estdndar deben ser preparadas lo mds semejante
posible a la composicién de la solucién muestra para compensar o eliminar

interferencias (Raszmiliz, 2016).

Como la cantidad de energia que se pone en la llama es conocida, y la cantidad
restante en el otro lado (el detector) se puede medir, es posible, a partir de la ley de
Beer-Lambert, calcular cudntas de estas transiciones tiene lugar, y asi obtener una

sefial que es proporcional a la concentracién del elemento que se mide(Graza, 2015).

2.7. BASIDIOMICETOS

2.7.1. CARACTERISTICAS GENERALES

Los basidiomicetos (basidiomycota) son una division del reino Fungi (Villamizar &
Caycedo, 2013).Los basidiomicetos constituyen un grupo de hongos con més de 31, 000
especies vivas, en los que se encuentran las cldsicas setas y hongos con sombrero. La
caracteristica mas notable del grupo es una estructura en forma de palo, el basidio, en el

que se producen las meiosporas (basidiosporas) (Taylor, Krings, & Taylor, 2015).
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laminiflas (contiene

Figura 1: Partes del basidiomiceto

Fuente: Villamizar & Caycedo (2013)

2.7.2. BASIDIOMICETOS Y SU IDENTIFICACION

Una forma de identificar a los hongos es de acuerdo a la observacion de

caracteristicas en su micelio (hifas) y cuerpos (Courtecuisse & Duhem, 2000).

2.7.2.1. MICELIO

El micelio estd formado por hifas bien desarrolladas, septadas, que constituye el
cuerpo vegetativo del hongo. Dependiendo de su crecimiento se clasifican en
reproductores (aéreos) o vegetativos. Los micelios reproductores crecen hacia la
superficie externa del medio y son los encargados de formar los argdnulos
reproductores para la formacién de nuevos micelios y los micelios vegetativos se
encargan de la absorcién de nutrientres, crecen hacia abajo, para cumplir su funcion;

son microscopicas(Villamizar & Caycedo, 2013; Asturnatura, 2016).
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El micelio del hongo, bajo condiciones adecuadas de temperatura, luz y humedad,
produce el cuerpo fructifero o carpéforo, conocido cominmente como seta(Reyes et

al. 2009 citado en Palacios, 2016).

2.7.2.2. BASIDIOCARPO

Un basidiocarpo es el cuerpo fructifero de un basidiomiceto, que consiste en una
estructura multicelular (Villamizar & Caycedo, 2013).Las setas, las clavarias o
manitas, las estrellas de tierra son casos de hongos con basidiocarpos (Dennis 1970,
Alexopoulos & Mims 1996 citado en Palacios, 2016).Segun Villamizar& Caycedo
(2013) al 1gual que ocurre con los esporangios, los basidiomicetos que son visibles al
0jo desnudo son comunmente denominados como hongos, mientras que los

basidiocarpos que se sitdan bajo tierra son denominados falsas trufas.

Los cuerpos fructiferos segiin Courtecuisse y Duhem (2000)se caracterizan por

presentar:

Sombrero: Es la parte ensanchada de la seta, en el extremo superior. Las formas del

sombrero son muy variables.

Cuticula: Es la piel o membrana fina que recubre toda la porcién superior del

sombrero, puede ser lisa, aterciopelada o viscosa, o estar agrietada

Himenio: Situado en la parte inferior del sombrero en que se forman las esporas y una
de las partes donde se encuentra la mayor de la informacién macro y microscépica.

Pueden ser ldminas, poros, pliegues, aguijones.
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Estipite o pie: equivalente al tronco de un arbol en su funcién de elevar, nutrir y

sostener la ramificacidn reproductora, en este caso el sombrero con el himen.

Asi mismo una forma de caracterizar a los basidiomicetos es segin criterios
morfolégicos como son por el tamafio, color, textura, traslucidez, caracteristicas de

borde, otros(Pacheco & Serpas, 2013).

2.8. CLASIFICACION

» Pucciniomycetes: Incluye unas 1000 especies divididas en 63 géneros. Usualmente
patdgenos de plantas (Villamizar & Caycedo, 2013). Se compone de un grupo diverso de
hongos altos, tales como royas, levaduras, hongos de la suciedad, y de la jalea(Brondz,

2014).

» Agaricomycotina: Estin dentro de este grupo los hongos de jalea, levaduras,
champifiones, son de orden: Agaricales el cual consta de 32 familias, mas de 400

géneros(Brondz, 2014).

» Ustilaginomycetes: Son una clase de hongos (tizones o carbones). Incluye unas 1.400
especies divididas en 70 géneros. Usualmente pardsitos de gramineas (Poaceae)

(Villamizar & Caycedo, 2013).

» Hymenomycetes: Dentro de esta clase se incluyen varios géneros de hongos causantes
de enfermedades de especies forestales, frutales y algunas ornamentales. Los cuerpos
fructiferos son generalmente sombrillas. Orejas de palo y otras formas visibles a simple

vista (Villamizar & Caycedo, 2013).
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2.9. CEPAS

Se denomina cepa, al micelio de un hongo (forma algodonosa) que se desarrolla sobre un
medio de cultivo nutritivo. Su aislamiento o propagacién se puede realizar por medio de
espora o del tejido (fragmento del hongo) (Gaitdn, Salmones, Pérez , & Mata, 2006), siendo
ésta la mds comun debido al interés en la conservacion de sus cualidades

definitorias(Iquimicas, 2012).

2.9.1. CEPARIO

El cepario es un muestrario inventariado de microorganismos tales como hongos,
bacterias, virus y pardsitos que permite la conservacion de cepas puras de los

mismos(Angel Alarcon, 2006).

2.9.2. AISLAMIENTO Y MANTENIMIENTO DE CEPAS

2.9.2.1. MEDIOS DE CULTIVO

Agar Extracto de Malta (AEM); Agar Papa Dextrosa (APD), ambos frecuentemente
utilizados para la obtencién de micelio. (Carrillo, 2003; Gaitén, et al, 2006; Malvérez,

et al, 200Imencionado en Dominguez, Vizuez, Reyes, Arzaluz, & Martinez, 2013)

2.9.2.2. CONSERVACION DE CEPAS

Organismos internacionales muy reconocidos como son: American Type Culture
Collection (ATCC) — Estados Unidos, Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo (CECT)-
Espaia, United States Pharmacopoeia (USP)- Estados Unidos, cuentan con protocolos
de calidad y/o procedimientos estandarizados para mejores practicas en el laboratorio

en cuanto al mantenimiento de cultivos microbianos, estos procedimientos han sido
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utilizados de guia desde hace décadas para la mayoria de investigaciones en el resto
del mundo. Dentro de estos se tiene distintos métodos de conservacion, uno de los mas

utilizados por ser econdmica es la conservacion por transferencia periddica.

» Método de conservacion por transferencia periodica.

Para mantener la viabilidad y evitar la perdida de las caracteristicas propias de las
cepas, es necesario preservaralas adecuadamente. Para ello la cepa microbiana se
guarda en forma de cultivo activo en el medio en el que ha crecido(Dominguez,
Viézuez, Reyes, Arzaluz, & Martinez, 2013).Estos cultivos deben ser manejados con

cuidado en todo momento para evitar su contaminacion.

Las células no pueden permanecer indefinidamente en el mismo tubo, porque al
seguir activas excretan productos toxicos del metabolismo que se acumulan,
provocando el envejecimiento y muerte celulares, por lo que es necesario propagar el
micelio transfiriendo el cultivo a un medio de cultivo nutritivo y fresco en tubos de
ensayo a intervalos que aseguren la viabilidad del mismo. Estos intervalos varian
dependiendo de las caracteristicas del microorganismo en cuestion, algunas especies
requieren ser transferidas a nuevos medios después de dias o semanas, y otras después
de meses o afios. Esta frecuencia puede reducirse con el almacenamiento del subcultivo
a temperaturas relativamente bajas, en un refrigerador entre 4°C-8°C o en un freezer
entre —10°C y —20°C (Snell J, 2001; Merck E, 2000, mencionado por Hernandez &
Loaiza, 2014), hasta su uso. Se procede a su resiembra o reaislamiento cada 4 meses
aproximadamente(Dominguez et al.,2013).hasta un maximo de 5 pases. (Uruburu &

Garcia, 2012)
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2.10. LA BIOMASA

La biomasa es definida como la cantidad de material organico, de origen vegetal o
animal(Rico, 2007) y cuya obtencién maés utilizada en medio liquido se realiza mediante la
fermentacién sumergida (FS) con una porcién del tejido del micelio en frascos conteniendo
un medio de crecimiento, las que son incubadas en zarandas orbitales en agitacién contante y
a cierta temperatura, la separacién de la biomasa se realiza por filtracion o centrifugacién, y
posteriormente son secadas (Rodriguez, Crescencia, Soria, Aguilera, & Serrat , 2016 &

Garcia, Campos, Cruz, Calderén , Raynal , & Buitrén, 2016) .

Durante la etapa de crecimiento en FS se observa la formacion de masas miceliares
compactas de color blanco en forma de pellets, favoreciéndose la transparencia del medio de
cultivo. Esta forma de desarrollo del micelio facilita el empleo del sobrenadante del cultivo
en procesos de purificacion de enzimas, extraccion de exopolisacdridos u otros fines

biotecnoldgicos (Rodriguezet al., 2016).

2.11. BIORREMEDIACION

La biorremediacion es una tecnologia emergente que consiste en la recuperacion del medio
ambiente mediante el uso de métodos biotecnolégicos (MECD-Espaia, 2016), éstos métodos
utilizan organismos (como bacterias, plantas, hongos, etc.) o productos metabdlicos obtenidos
a partir de ellos para absorber, degradar contaminantes orgdnicos peligrosos o convertir
contaminantes inorgdnicos en compuestos ambientalmente menos o no toxicos(Sora,
2016).De esta manera atenuar el impacto en el suelo, agua y aire, generado por actividades

humanas, agricolas, mineras y petroliferas, entre otras(Elsemiarido, 2016).
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2.12. BASIDIOMICETOS COMO AGENTES BIORREMEDIADORES DE
METALES PESADOS.

Los basidiomicetos habitan una extensa gama de nichos ecoldgicos, desempefiando papeles
valiosos en el ecosistema (Mattos, 2016), uno de ellos es su potencial en procesos de
biodegradacion y biorremediacidn, gracias a la capacidad de su sistema ligninolitico para
degradar una amplia gama de compuestos xenobidticos (Bakatula, Cukrowska, Weiersbye,
Cozmuta, Peter & Tutu, 2014). El desarrollo de técnicas de biorremediacién con hongos se
debe a que éstos presentan enzimas oxidativas y, mds especificamente, en las enzimas
ligninoliticas. Estas enzimas son capaces de degradar e incluso mineralizar parcialmente
sustancias toxicas y recalcitrantes, tales como tintes textiles, disruptores, hidrocarburos
poliarométicos (HAP), metales pesados encontrados frecuentemente en aguas residuales o en

suelos contaminados(Tuomela & Hatakka, 2015 yRojas, 2013).

Durante la degradacion de la lignocelulosa y xenobidticos por hongos o enzimas aisladas
de estos hongos, los metales pesados interfieren tanto con la actividad de las enzimas
extracelulares implicadas en el proceso como con la colonizacion de hongos. La capacidad de
los hongos para adsorber y acumular metales junto con las excelentes propiedades mecénicas
de los pellets miceliares de hongos proporciona una oportunidad para la aplicacion de micelios
de hongos en la sorcidon selectiva de iones individuales de metales pesados de aguas

contaminadas(Baldrian, 2002).

Repositorio Institucional - UNAMBA - PERU



2.12.1.MECANISMO DE BIORREMEDIACION DE LA BIOMASA DE
BASIDIOMICETOS

2.12.1.1. BIOSORCION
En los dltimos afios una de las técnicas muy impulsadas por su eficiencia es la
biosorcion a través de la biomasa microbiana y sus productos (Gupta & Diwan, 2017

y Bulgariu & Gavrilescu, 2015).

La biosorcion de metales pesados con microorganismos (bacterias, hongos, algas),
es un proceso que utiliza biomasa viva o muerta para retirar o inmovilizar los iones
metélicos de un medio liquido o solido (Mejia, 2006 y Garcia et al., 2016)a través de
mecanismos fisicoquimicos (Caiizares, 2000 citado por Tejada, Villabona, & Garcés
, 2015).Segun Jing & Kjellerup (2017), éstos mecanismos son cuatro: (1) adsorcion
fisica, (2) intercambio i6nico, (3) complejacidon (quelacién) y (4) microprecipitacion
(Jing & Kjellerup, 2017). Por otro lado, Caiiizares (2000) menciona que la biosorcion
se da a través de mecanismos fisicoquimicos como la adsorcién o el intercambio

i6nico.

El mecanismo de eliminacion por biosorcidn no estd controlado por el metabolismo
del microorganismo, sino principalmente por la adsorcion superficial(Garcia et al.,
2016)debido a sustancias poliméricas extracelulares las cuales son una mezcla
compleja de biopolimeros microbianos de alto peso molecular (procariotas y
eucariotas).Uno de sus componentes esenciales es el exopolisacarido (EPS) liberado
de autodefensa contra las duras condiciones de inanicidn, el pH y la temperatura, por

lo que muestra propiedades fisiolégicas, Reoldgicas y fisicoquimicas. Su composicion
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anidnica neta permite al biopolimero secuestrar eficazmente iones de metales pesados

cargados positivamente(Gupta & Diwan, 2017).

Para que el proceso de bioadsorcion se pueda realizar con éxito, debe existir una
gran afinidad entre los grupos funcionales de la biomasa y el contaminante, ya que este
ultimo debe ser atraido hacia el solido y enlazado por diferentes mecanismos
(Canizares, 2000 citado por Tejada, Villabona, & Garcés , 2015). Esta operacion
continda hasta que se establece un equilibrio entre el adsorbato disuelto y el adsorbato
enlazado al sélido(Verdugo, 2017).

En la Tabla 4 se registran los principales grupos funcionales y su afinidad por los
iones metdlicos. Los metales del grupo A tienden a formar enlaces con los ligandos de
tipo I a través del dtomo de oxigeno. Los elementos del grupo B, a su vez muestran
una gran afinidad por los ligandos tipo III, pero ademads establecen fuertes uniones con
los ligandos tipo II. Dicho sea de paso, los iones metélicos intermedios pueden
establecer uniones con los tres tipos de ligandos con diferentes preferencias(Tejada,

Villabona, & Garcés , 2015).

Tabla 4: Afinidad de grupos funcionales e iones metélicos

Tipo de ligandos Ligandos Grupos de metales
I: ligandos que F, 0", OH, H,0, CO3*%, SOy, Grupo A: Li, Be, Na, Mg, K,
prefiere al grupo A ROSOs, NOs,, HPO4*, POs*, Ca, Sc, Rb, Sr, Y, La, Fr, Ra,
ROH, RCOO, C=0, ROR Ac, Al, Lantanidos, Actinidos
II: otros ligandos CL", Br-, N3, NOy, SO3*, NH3, Iones intermedios:Ti, V, Cr,
N>, RNHj, RoNH, =N-, -CO-N-  Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Ga,
R, 02, Oy, 02* Cd, In, Sn, Sb, As
III: ligandos que H,T,R, CN, CO, S, RS", RS, Grupo B: Rh, Pd, Ag, L, Pt,
prefieren al grupo B R3AS. Au, Hg, TI, Pb, Bi

Fuente:(Plaza, 2012)
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Ligandos:

Las aminas(RNH2)

Compuestos que se obtienen cuando los hidrégenos del amoniaco son
reemplazados o sustituidos por radicales alcohdlicos (aminas alifaticas) o
aromaticos (las aminas arométicas). Dentro de las aminas alifdticas tenemos a las
primarias (cuando se sustituye un solo dtomo de hidrégeno), las secundarias
(cuando son dos los hidrégenos sustituidos) y las terciarias (aquellas en las que los

tres hidrégenos son reemplazados) (Arrollo, 2011).

La Amida(CO)

Compuesto orgdnico que consiste en una Amina unida a un Acido Carboxilico
convirtiéndose en una Amina acida (o amida). Por esto su grupo funcional es del
tipo RCONH", siendo CO un carbonilo, N un dtomo de nitrégeno, y R, R" y R"

radicales orgénicos o atomos de hidrogeno(Fabela, Bribiesca, & Barrios, 2012).

El cianuro(CN")

Sustancia quimica natural que se encuentra en bajas concentraciones en toda la
naturaleza. El cianuro es el término general para los productos quimicos que
contienen un grupo ciano (triple enlace carbono y nitrégeno con la férmula

quimica CN) que ocurren naturalmente (Barrick, 2015).
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1. Transferencia de materia
externa
Mezcla

Difusién en los poros

Difusién superficial

AR

Adsorcion

Figura 2: Esquema general de los mecanismos del proceso de adsorcion en columna
de lecho fijo

Fuente :(Izquierdo, 2010)

En el proceso de adsorcion, la capacidad de remocion de iones metélicos del biosorbente
va a depender de la influencia de ciertos factores como son el pH, el tamafio de particula,

la temperatura, y la concentracion de la biomasa(Tejada, Villabona, & Garcés , 2015).

> Influencia del PH

Los cambios de pH tienen una incidencia inmediata en los procesos de adsorcion ya
que existen tres maneras en las que el pH influye en este proceso: el estado de los sitios
activos de la biomasa varia con el pH del medio haciendolos mas o menos disponibles
para el enlace con los compuestos en disolucion; valores de pH extremos pueden dafiar
la estructura del material y es fundamental la especiacion y solubilidad del metal en

disolucion que son factores que dependen directamente del pH(Chojnacka, 2010).
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» Influencia del tiempo de contacto

El tiempo de contacto consiste en conocer el tiempo de equilibrio entre el soluto y el
material, para que se complete el proceso de adsorcion y asi conocer la cinetica del
proceso de eliminacién. Este tiempo depende de algunos parametros como la
concetracion del contaminante y la cantidad del adsorbente, normalmente losprocesos
de adsorcion tienen tiempos cortos, llegandose al equilibrio en unas pocas horas e

incluso minutos(Verdugo, 2017).

> Efecto de la fuerza ionica

“Parametro de gran iportancia ya que al disminuir la fuerza ionica la eliminacion del
metal aumenta debido a la competencia por los sitios de enlace entre iones metalicos y

de sales, al aumentar la fuerza i6nica la adsocién disminuye” (Carro De Diego, 2012).

» Presencia de otros compuestos

“Generalmente, un agua residual no contiene unicamente un compuesto quimico, sino
que se compone de diferentes aniones o cationes. Por lo que es necesario realizar estudio

de eliminacion teniendo en cuenta la presencia de varios compuestos(Verdugo, 2017).

La capacidad de adsorcion de los bioadsorbentes puede verse afectada por la existencia
de otros iones metalicos en la disolucion y los centros activos del material. Esta
imcompatibilidad puede ocasionar la aparacion de efectos competitivos entre las
especies de la disolucién y por consecuencia una variacion en la capacidad de retencion
de los metales, respecto a su capacidad en disoluciones con un unico adsorbato

(Izquierdo, 2010).
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Diferentes tipos de biosorbentes han sido utilizados en la remocion de metales pesados,
incluyendo algas, hongos, bacterias y residuos agroindustriales (plantas, hojas, granos,

etc.)

Tabla S: Capacidad de biosorcién (mmol/g) de diferentes tipos de biomasas

Tipo Material Cd Pb Cu
Hongos  Rhizopus arrihzus 0.27 0.44 0.25
Penicillium chrysogenum 0.100 0.56 ---
Rhizopus nigricans 0.17 0.80 ---
Rhizopus Oligosporus - - 225
Algas Ascophyllum nodosum - - 085
Sargassum hemiphyllum - - 1.10
Sargassum sp. - 1.16 1.03
Cytoseira indica 0.76 --- 1.97
Bacterias Arthrobacter sp. 0.11 ---  0.13

Fuente: (Davila , 2012)

2.13. COLUMNA DE LECHO EMPACADO

2.13.1. LECHO EMPACADO
La torre o lecho empacado es un sistema el cual es atravesado por un flujo (liquido o
gas). Este sistema se conforma de particulas s6lidas, con propiedades fisicas y quimicas

similares, las cuales se encuentran en reposo(Amador, Ceballos, & Garcia, 2015).

2.13.2. CINETICA DE ADSORCION

La velocidad del proceso de biosorcién y el comportamiento dindmico del sistema son

factores muy importantes para el disefio del proceso, el control de la operacién y cualquier

35
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aplicacion de tipo practico. Un buen modelo matemético se convierte en una herramienta
importante ya que permite describir el comportamiento de todos los metales que son
retenidos por un determinado biosorbente. Para ello, el modelo debe incorporar pardmetros
dindmicos que incluyan los aspectos que controlan la velocidad del proceso (Tenorio, 2006

mencionado por Lara, 2008).

El modelo mas utilizado para representar el proceso de biosorcién se basa en el modelo

propuesto por Yagi y Kunii (1955) y consta de las siguientes etapas.

a) Transferencia externa de materia, de los iones metalicos desde el seno de la fase fluida
hasta las proximidades de la superficie externa del solido biosorbente.

b) Transferencia de materia interna o difusion, de los iones por el interior de los poros del
solido biosorbente.

¢) Adsorcion de los iones metalicos en los centros activos del biosorbente.

Las dos primeras son etapas fisicas de transferencia de materia, en cambio dltima etapa
puede ser de cardcter quimico. Para obtener ecuacion de cinética del proceso se combinaran
de forma adecuada las ecuaciones de velocidad de las etapas elementales que integran el

modelo global (Lara, 2008).

2.13.3. DINAMICA DE SORCION EN COLUMNA EMPACADA DE LECHO
F1JO

Las columnas empacadas con un sélido adsorbente de lecho fijo es la forma maés

frecuente como se conducen las operaciones de intercambio i6nico o adsorcidn.
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La Figura 3 muestra el esquema de una columna de lecho fijo a través del cual circula un
liquido que ingresa por el tope de concentraciéon C. Durante el proceso, la concentracion
en ambas fases cambia con el tiempo y la posicion en la columna. El fluido pasa a través

del lecho a flujo constante (Armijo, 2016).
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Figura 3: Esquema de una columna de lecho fijo

a) Columna empacada con el sélido adsorbente. Un liquido cargado con un soluto o ion ingresa por el tope,

b) concentracion del sorbato a la salida del lecho en funcién del tiempo.
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CAPITULO III

MATERIALES Y METODOS

3.1. UBICACION ESPACIO-TEMPORAL

La investigacion se realiz6 en los laboratorios de Biotecnologia Agroindustrial y Anélisis
Instrumental de la Universidad Nacional Micaela Bastidas de Apurimac, ubicada en la Avenida
Inca Garcilaso S/N del distrito de Tamburco, provincia de Abancay, departamento de

Apurimac.

3.2. MATERIALES

3.2.1. CEPAS DE HONGOS BASIDIOMICETOS

Los basidiomicetos fueron colectados del Santuario Nacional del Ampay, provincia de

Abancay, departamento de Apurimac, a partir de los que se obtuvieron sus cepas.

3.2.2. EQUIPOS, MATERIALES Y REACTIVOS

A continuacién, se detallan los equipos, materiales y reactivos utilizados para la

ejecucion de la investigacion.

EQUIPOS

» Equipo de espectroscopia de absorcion atémica: ANALYTIC JENA mod. Contra
300

» Balanza analitica: VACUUMBRAND, capacidad 600g* 0.01g, modelo ES-200 A

» Bomba de vacio: FAMARELG68 L/m, capacidad 20atm, modelo GVP-10
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Autoclave: MEMMERT, capacidad 50 L, modelo 25x
Estufa: LW SCIENTIFIC, capacidad 100 L, modelo UN 30
Microscopio: ROBAX, potencia 12 V, capacidad de Aumento 4x100, modelo 4260

Molino analitico: RETCH, capacidad 10000 RPM modelo GM 200

MATERIALES

Matraz Erlenmeyer

Tubos de ensayo con tapa rosca
Probetas

Beakers

Fiolas

Pipetas

Placas de Petri

Micropipeta

REACTIVOS

>

>

>

Agar papa dextrosa (PDA): ICN Biomedicals
Caldo Saboraud: ICN Biomedicals
Solucion multimetal: Merck IV

Agua ultrapura: Merck
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3.3. METODOS

En el desarrollo de la investigacidn se realizaron los siguientes métodos de andlisis:

3.3.1. TIPO Y NIVEL DE INVESTIGACION

La investigacion cientifica es de cardcter exploratorio y de nivel cuasi experimental.

3.3.2. DISENO DE INVESTIGACION

3.3.3. POBLACION

La poblacién en estudio fueron basidiomicetos colectados del Santuario Nacional del
Ampay (10 variedades) de los cuales se escogieron 4 tipos de basidiomicetos por sus
cualidades de crecimiento rdapido en condiciones de laboratorio y del mismo modo por la

mayor cantidad de biomasa producida.

3.3.4. MUESTRA

La muestra fue obtenida a partir de cada uno de los cuatro basidiomicetos, de los que se

produjo la biomasa que posteriormente fue secada y triturada.

a. Técnica de muestreo; el muestreo fue al azar no probabilistico.

b. Tamafio de muestra; el tamafio de la muestra fue extraida se acuerdo a los
requerimientos para el experimento, para este trabajo se tomé 16 gramos de biomasa

para cada variedad de basidiomiceto.
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3.4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

La ejecucion de la investigacion se dividi6 en 3 etapas, tal como se presenta en la figura 4:

ETAPA1
Obtencion de la biomasa a partir
de cepas de basidiomicetos.

ETAPA 11

Acondicionamiento de la muestra

ETAPA III

Evaluacion

Figura 4: Etapas de la metodologia experimental

3.4.1. ETAPA I: OBTENCION DE LA BIOMASA A PARTIR DE CEPAS DE
BASIDIOMICETOS

Para la obtencién la biomasa es necesario realizar una serie de actividades previas, estas
son: la colecta de hongos basidiomicetos, aislamiento de cepas, repique de cepas, inoculado
para la produccion de biomasa, ademads se realizé una identificaciéon morfolégica de los
basidiomicetos y también se efectud la evaluacidn en espectroscopia infra roja FTIR de la
biomasa seca obtenida con el objetivo de identificar grupos funcionales que permitan

explicar el nivel de retencién de metales pesados por parte de esta biomasa.
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34.1.1. COLECTA DE HONGOS BASIDIOMICETOS

La colecta se realizé utilizando una espatula de acero estéril para extraer los

basidiomicetos del lugar de crecimiento natural. Se necesitaron guantes quirdrgicos

para colocar los basidiomicetos dentro de bolsas de polietileno, cada uno por separado

y debidamente codificados (cuadro 1).

Cuadro 1: Denominacién y codificacion de las cepas

Denominacion

Codificacion de la

muestra

Basidiomiceto del Santuario del Ampay -002

Basidiomiceto del Santuario del Ampay -004

Basidiomiceto del Santuario del Ampay -007

Micorriza del Santuario del Ampay -001

BSA-002

BSA-004

BSA-007

MSA-001

3.4.1.2. AISLAMIENTO DE CEPAS

A continuacion, se describen las operaciones realizadas para el aislamiento de las

cepas:
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Basidiamiceta

Hipoclornito de sodio Lm::dn
1) ppm Restas de
Agua estenl tierra
Medio de cultvo .
PDA —{ Sembrado del tepdo ]
13 [ Incubacién ]
4°C [ Almacenamiento ]
Cepas aisladas
Figura S: Diagrama de flujo para el aislamiento de cepas
- Lavado

Se realizaron lavados a temperatura ambiente a los basidiomicetos sumergiéndolos
enagua estéril con hipoclorito de sodio a 10 ppm, ésta operacion se realizé dos veces
con el fin de eliminar restos de tierra y microrganismo diferentes al hongo, luego se

procedi6 al enjuague con agua estéril.

- Sembrado del tejido del basidiomiceto
El aislamiento se realizé a partir del tejido es decir un fragmento del basidiomiceto,
usando un bistur{ para cortar trozos de 0.3 cm® aproximadamente. Con la pinza se tomé

un trozo del basidiomiceto y se sembré en placas Petri conteniendo PDA (Agar papa
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dextrosa) como medio de cultivo con 1 ml de ampicilina (50 mg/ml) para inhibir el
crecimiento de otros microrganismos.

- Incubacién

Las placas Petri conteniendo el tejido de basidiomicetos fueron incubadas en una
estufa a temperatura de 28 °C por 96 horas, en este tiempo ocurre la propagacion del
micelio.

- Almacenamiento

Las placas propagadas con micelio, fueron refrigeradas para detener su desarrollo y
para permitir la conservacion de la cepa hasta ser repicado en tubos de ensayo los

cuales formaran parte del cepario.

N B AN

H20# hipocloriio H20 esténl H2O eséril
1) Lavado co Rt

2) Cortado

Ineubaeidn o 28 °C por 96 horay

>

Ewxaluar

Figura 6: Aislado de cepas
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34.1.3. REPIQUE

Se verifico la viabilidad de las cepas y crecimiento de micelios y se realiz el
repique, que consistié en transferir el micelio a tubos inclinados o pico de flauta,
conteniendo PDA con ayuda de un asa de siembra, cada uno por triplicado e incubado
en estufa a 28°C por 72 horas. Parte de los tubos repicados sirvieron para la
conservacion de la cepa en refrigeracion a 4°C y la otra parte fueron utilizados para el
inoculo en la produccién de biomasa, para esta ultima actividad, se tomé una porcién
de la cepa de los tubos y se repicé en placas Petri, se incubaron en la estufa a 28°C

hasta que el micelio tubo un radio aproximado de 2 cm de didmetro.

Medio PDA {ﬂ

inclinado f ! fl

Cepario Incobacion a 28 °C
I a 72 horas

il 2 oras
i J FJ Incubacion a 28°C

i 11

N

Almacenamiento Utilizado como
T a4eC mdculo

kY

Figura 7: Repique de la cepa
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34.14. INOCULADO

Este paso consistié en retirar parte del micelio (en ambiente y con material estéril)
de las placas de Petri usando un bisturi y adicionarlo directamente en frascos
Erlenmeyers de 1 L conteniendo un medio de cultivo liquido y estéril con 750 ml de

caldo Saboraud cada uno. Los Erlenmeyers cuentan con tapas de proteccion.

e
Micelio aislado

Calde Saborand
para la produccion
de biomasa

Figura 8: Inoculado

3.4.1.5. OBTENCION DE LA BIOMASA

Se transportaron los frascos inoculados al agitador orbital o shaker, donde estuvieron
en agitacion constante de 120 rpm a 28°C durante 96 horas, para la produccion de
biomasa. Transcurrido este tiempo se procedié a filtrar la biomasa con un sistema de
filtracion con bomba de vacio, la biomasa retenida fue secada en la estufa a 60°C durante
48 horas, seguidamente fue triturada en un molino analitico por 2 minutos a 6000 rpm
para uniformizar el tamafio de las particulas de la biomasa, luego se procedi6 a pesar en

una balanza analitica y almacenar en frascos de vidrio.
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Figura 9: Diagrama de flujo para la obtencién de biomasa

3.4.1.6. EVALUACION DE LA BIOMASA EN ESPECTROFOTOMETRIA
INFRAROJO (FTIR)

Se analiz6 la biomasa seca obtenida previo a ser rellenadas a las columnas de lecho
fijo para la biorremdiacion, con un espectrémetro de Infrarrojo con Transformada de

Fourier (FT-IR) (Thermo Scientific) en un rango de frecuencia de 4000-400 cm™ con el
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fin de identificar los posibles grupos funcionales ligandos causantes de la retencidon de

metales pesados por la biomasa mediante espectrometria FT-IR.

3.4.2. ETAPA II: ACONDICIONAMIENTO DE LA MUESTRA

La etapa II comprende el empaquetado de la biomasa en las columnas y la preparacién

de la solucién patrén multielemental.

34.21. EMPAQUETADO

Se empaqueto la biomasa seca previamente tamizada por mallas serie Tayler hasta
la malla numero 100 equivalente a 0.147 mm de didmetro de particula, seguidamente
se peso cantidades iguales de biomasa de cada basidiomiceto y por ultimo se rellen6
en columnas de 1.5cm de didametro interno, y de 15 cm de altura, con un soporte en la

base y agujero de salida de agua.

3.4.2.2. PREPARACION DE LA SOLUCION
PATRONMULTIELEMENTAL

Se prepar6 2000 ml de una solucién de Cobre (Cu), Plomo (Pb) y Cadmio (Cd), a
una concentraciéon de 20 ppm y pH 6.3, diluidos a partir de una solucién estandar
comercial, cuya concentracién original es de 1000 mg/L, para ello se utiliz6é agua
ultrapura calidad tipo I debido no contiene ningtn tipo de s6lidos, u materia orgénica,

y se uso la formula siguiente:

V1*#Ci= V2*Ca
Donde:
Vi:  Volumen inicial V2:  Volumen final
Ci:  Concentracion inicial C,:  Concentracion final
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3.43. ETAPA III: EVALUACION
3.4.3.1. EVALUACION DELA COLUMNA DE LECHO POROSO

La filtracion se realizd alimentando la muestra de agua con metales pesados de
concentracion conocida por la parte superior de la columna, el liquido atravesé el lecho
haciendo contacto con la biomasa muerta, la porcién de liquido (efluente) que atravesé
el lecho se recepciond en frascos de vidrio en varios intervalos de tiempo, lo que
permitio realizar la cinética del proceso. A los frascos se rotularon y taparon para evitar

su contaminacion.

Alimentacian de solucion

con metales pesados de —}

concentracion cotocida

colimna conteniendo
biomasa seca de

basidiomicetos

Salida de solucion de metales _ o8
pesados biorremediadapara — % |[

ser posteriormente

walcaies [LH. T
b -

Figura 10: Sistema de filtracion por lecho poroso acondicionado para la

biorremediacién de agua con metales pesados
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a. Preparacion de soluciones para la curva patron

Para la curva patrén se prepard concentraciones de 0, 2, 5, 10, 15, y 20 ppm en 50 ml
de agua ultrapura a partir de una la muestra multielemental con concentracién inicial
de 1000 mg/L equivalente a 1000 ppm utilizando una micropipeta. Se us6 la férmula

de diluciones (V1*Ci= V2*Cy) (anexo 5).

b. Caudal de alimentacion de la solucién de metales pesados

Se hall¢ el caudal de alimentacién de la solucion de metales para cada cepa, la que fue
suministrada por la parte superior del sistema y la recepcion del efluente en la parte
inferior. Para efectos de cdlculo se utilizé la féormula de caudal Q = V/T, donde: V es
Volumen de solucién de metales suministrado (ml) y T es el tiempo de contacto total

(min).

c. Analisis de la concentracion

Se analiz6 la concentracion de la solucidn patrén y las muestras de agua biorremediada
recolectada a distintos intervalos de tiempo para evidenciar la cinética de retencién de
metales pesados por la biomasa. El andlisis se realiz6 en el equipo de
Espectrofotometria de absorcion atémica (EAA), en el que se trabajé con el método
de flama, utilizando aire - acetileno como elemento de combustion. La metodologia y
parametros fueron programados mediante el ordenador del equipo.

Cuadro 2: Longitud de onda para cada metal

ELEMENTO TIPO LONGITUD DE ONDA (nm)

Cobre (Cu) Absorbancia 324.754
Plomo (Pb) Absorbancia 217.001
Cadmio (Cd)  Absorbancia 228.802

Repositorio Institucional - UNAMBA - PERU



CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. RESULTADOS DE LA ETAPA 1

4.1.1. COLECTA Y AISLAMIENTO DE HONGOS BASIDIOMICETOS PARA
LA OBTENCION DE BIOMASA

Los basidiomicetos fueron colectados en mes de febrero(época de lluvia) de los bosques
que rodean la laguna Ankasq ocha (laguna pequeia) del Santuario Nacional del Ampay el
que se encuentra a 5 Km de la ciudad de Abancay hacia el norte ubicada a una altitud de

3,250 msnm.

Cuadro3: Coordenadas geogréficas Santuario Nacional del Ampay: Laguna Ankasq ocha
(laguna pequefia)

Ubicacion geografica Latitud sur  Longitud Este Altitud
msnm

Santuario Nacional del

Ampay: Laguna 13°33° 72°51° 3,250

Ankasq ocha

(Laguna Pequefa)

Fuente: (IDMAPERU, 2014)

El Santuario Nacional del Ampay con su amplio espectro de microclimas, alberga una
gran diversidad de formas vegetales de altura, desde liquenes en roquedales hasta arboles
de 15 m. de altura (Chachacomo, Intimpa, entre otros) (IDMAPER(J, 2014). Dentro de esa
gran diversidad de organismos se encuentran también varios tipos de hongos

basidiomicetos algunos de los cuales se recolectaron para la presente investigacion.
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Se recolectaron 10 tipos de basidiomicetos de los cuales se escogieron cuatro especies
las que presentaban mejor crecimiento en el medio de cultivo selectivo de PDA con

ampicilina, asi mismo mayor produccion de biomasa.

En el siguiente cuadro se muestra los resultados de la identificacion de los a nivel de género

y cuya descripcion se muestra a detalle en el anexo 1.

Cuadro 4: Identificacién de basidiomicetos y cepas

Cédigo de la muestra Genero del basidiomiceto
identificado
BSA-002 Geastrum
BSA-004 Hygrophorus
BSA-007 Cantharellus
MSA-001 Ectomicorriza

4.1.2. OBTENCION DE BIOMASA

En cuanto a la produccién de biomasa se obtuvo buen crecimiento a las 96 horas de
inoculado el caldo Saboraud dextrosa, alcanzandose rendimientos distintos de biomasa
seca (cuadro 5) asi: el basidiomiceto Hygrophorus tuvo una mayor tasa de produccién con
valores de 5.50+ 0.342 g/L,, seguido de Geastrum con un valor de 4.34 + 0.235 g/L,
Cantharellus con 3.64 + 0.129 g/L y por dltimo y con menor produccién en comparacion
con las demds biomasas, Ectomicorriza con un valor de 3.45 £+ 0.754 g/L. Estos valores
resultan iguales y/o superiores comparados con lo reportado por Rodriguez, Crescencia,
Soria, Aguilera y Serrat (2016), quienes obtuvieron valores de biomasa seca de 1,38+0,01
g/LL de especies de basidiomicetos Trametes sp y 0,40+0,02 g/L y de la especie Pleurotus
sp, los cuales fueron inoculados en 50 ml medio caldo peptona a 120 rpm a 25 °C a tiempos

mayores a 120 horas.
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Cuadro5: Produccién de biomasa a las 96 horas

Basidiomiceto  Produccion de biomasa (g/L)

Geastrum 4.34 £ 0.235
Hygrophorus 5.50 £0.342
Cantharellus 3.64 £0.129
Ectomicorriza 3.45+0.754

La diferencia de los valores de biomasa obtenidos en la presente investigacion y lo
reportado por los autores antes mencionados, puede atribuirse directamente al medio de
cultivo, pues el crecimiento de hongos estd estrechamente relacionado con la fuente de
nutrientes disponible, fundamentalmente el carbono y el nitr6geno. En otras
investigaciones se estudio la produccion de biomasa, en diferentes medios para una misma
especie de basidiomiceto, obteniéndose valores de biomasa de 1,4—7,5g/LL en medios

complejos enriquecidos con azucares(Gonzdles Rodriguez, 2015).

4.2. RESULTADOS DE LA ETAPA 11

4.2.1. ACONDICIONAMIENTO DE LA MUESTRA

Posteriormente a la obtencion de la biomasa, éstas fueron secadas y trituradas en particulas
de 0.147 mm de didmetro para a continuacion ser empaquetadas con pesos similares en las
columnas de lecho poroso. El tamafio de particula es también un pardmetro importante en el
proceso de biosorcion, debido a que a menor dimension de particula existe un mayor nimero
de centros activos disponibes para que se dé la reaccién y una mayor facilidad para que el
adsorbato (los metales pesados) accedan a ellos teniendo mayor dispersion (Verdugo, 2017),
de igual manera Tejada, Villabona, & Marimon (2014) mencionan los procesos de adsorcion

se dan en el interior de las particulas, sobre las paredes de sus poros en puntos concretos, la
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capacidad que tiene el bioadsorbente para adsorber es directamente proporcional al area

externa y a menor tamaio de particula es mayor el area superficial de contacto.

A continuacién, se muestra el cuadro 6en el que se observa los pesos que se utilizaron para

elaborar las columnas de biorremediacién en estudio.

Cuadro 6: Pesos de biomasa seca para el empaquetado de columnas

Cepa Peso seco la biomasa (g)
Geastrum 16.03
Hygrophorus 16.00
Cantharellus 16.02
Ectomicorriza 16.01

4.3. RESULTADOS DE LA ETAPA 111

4.3.1. EVALUACION ESTADISTICA DEL SISTEMA DE BIORREDA CION
PARA METALES PESADOS Y PARA CADA HONGO

En el cuadro 7 se muestran los resultados estadisticos segin el andlisis del disefio
experimental obtenido (anexo 3). Los andlisis de los datos obtenidos del sistema de
biorremediacion fueron evaluados para cada metal: cobre, plomo y cadmio, en funcién de
cada hongo. Para la elaboraciéon de este cuadro se efectué un andlisis de varianza
(ANOVA) con un nivel de significancia del 0.05 , para ver si existen diferencias
significativas entre cada hongo y su capacidad de retenciéon de metal, seguido de una
prueba de Tukey para establecer un ranking de los hongos probados en orden de

importancia de retencion de metal. Esto se realizé para cada metal y cada tipo de hongo y
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también mediante un andlisis multifactorial, el andlisis completo se presenta

detalladamente en el anexo 3.

Cuadro 7: Resultados estadisticos de ANOVA y TUKEY para los sistemas de
biorremediacion evaluados

Ranking TIPO DE HONGO Porcentaje de retencion de metal
evaluado por evaluado por prueba de ANOVA
prueba de
Tukey
Plomo Cadmio Cobre
1° CANTHARELLUS 100 (a) 100 (a) 100(a)
2° ECTOMICORRIZA 100 (a) 87.53(b) 56.56(b)
3° HYGROPHORUS 74.79 (b) 41.29(c)  65.41(c)
4° GEASTRUM 69.41 (¢) 1.65(d) 0.63(d)

1°, 2°,3° y 4°: representan el orden de importancia de los hongos en cuanto a porcentaje de retencién de
metales en estudio.

a, b, c y d: representan diferencias estadisticas significativas entre los hongos con un o= 0.05

El cuadro 7, indica que los cuatro tipos de hongos evaluados son diferentes
estadisticamente uno de otro, en funcién de su capacidad de retencién de metales pesados,
siendo el género CANTHARELLUS, el que mejores condiciones presenta para retener
mayor porcentaje de Plomo, Cadmio y Cobre, y también se observa que el género
GEASTRUM, es el hongo que menor capacidad de retencién presenta para los mismos

metales que estdn siendo evaluados, estos resultados se muestran en los siguientes graficos.
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Grafico 1: Retencion de metales por cada tipo de basidiomicetos

120

100

80

60

40

% de metal retenido

20

% Cu

% Pb

% Cd

B GEASTRUM

B HYGROPHORUS

= CANTHARELLUS
ECTOMICORRIZA

Griéfico 2: Evaluacion de retencién en funcién de cada metal y basidiomiceto
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De los resultados y del andlisis estadisticos efectuado se desprende que el hongo que
mejor performance posee para ser utilizado en el sistema de biorremediacion evaluado con
lecho empacado es el género CANTHARELLUS, seguido del genero ECTOMICORRIZA,
luego el HYGROPHORUS vy finalmente el GEASTRUM,; estos resultados debe indicarse

fueron evaluados con un nivel de significancia de 0.95 (a=0.05).

4.3.2. CINETICA DE RETENCION DE METALES POR CADA TIPO DE
HONGO

A continuacidn, se presentan las cinéticas de biosorcién de los metales en funcién del
tiempo y porcentaje de retencion de cada metal y para cada tipo de hongo Geastrum (BSA-

002), Hygrophorus (BSA-004), Cantharellus (BSA-007), Ectomicorriza (MSA-001).
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Grifico 3: Cinética de retencion de cobre para cada biomasa de basidiomicetos.
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Grifico 4: Cinética de retencion de plomo por cada biomasa de basidiomicetos.
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Grifico 5: Cinética de retencion de cadmio por cada biomasa de basidiomicetos.
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A continuacidn, se muestran los siguientes graficos en los que se representa la cinética

de retencion de Cu, Pb y Cd realizado por cada biomasa de los basidiomicetos estudiados.
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Grafico 6: Cinéticade retencién de metales por la biomasa del basidiomiceto Geastrum.
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Grafico 7: Cinéticade retencion de metales por la biomasa del basidiomiceto Hygrophorus.
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Grifico 8: Cinética de retencion de metales por la biomasa del basidiomiceto Cantharellus.
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Grafico 9: Cinética de retencion de metales por la biomasa del basidiomiceto Ectomicorriza

El grafico 3 muestra que la biomasa del basidiomiceto del género Cantarellus, present6

gran eficiencia en la retencion de cobre con 100 %, seguido de la biomasa que pertenece al
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género Hygrophorus quien tuvo una retencién de 65.41 %, la biomasa de Ectomicorriza
que con una retencion de 56.56 %, y por ultimo el Geastrum con un minimo porcentaje de
0.63 % de cobre retenido. En el grafico 4 se muestra que la biomasa del género Cantharellus
tuvo un desempeio igual que el género Ectomicorriza pues retuvieron 100 % de plomo, la
biomasa de Hygrophorus con un 74.79 % y por tltimo la biomasa de Geastrum quien llego
aretener 69.41 % de plomo. En cuanto a la retencion de cadmio, se observa en el grafico5
que la biomasa de Canatharellus mostré mayor retencién con un 100 %, seguido por la
biomasa de Ectomicorriza con 87.53%, la biomasa Hygrophorus que retuvo un 41.29 %, y
por ultimo con una minima retencién de cadmio de 1.65 % la biomasa del basidiomiceto

del género Geastrum.

En el grafico 6 se observa que la biomasa de Geastrum retiene gran porcentaje de plomo
(69.41 %) respecto al cadmio (1.65%) y el cobre (0.63%). En el grafico 7 se observa que
la biomasa de Hygrophorus retuvo en mayor porcentaje el plomo con 74.79 %, seguido de
un 65.41% de cobre y un 41.29 % de cadmio. La biomasa de Cantharellus segtn el grafico
8 es quien mostré gran eficiencia con un 100% en la retencién de los tres metales. El
grafico 9 muestra la retencién por la biomasa de la Ectomicorriza, en él se observa un

mayor porcentaje retenido de plomo con 100 %, cadmio un 87.53 % y 56.56 % de cobre.

Discusiones:

Esta efectiva retencion de metales por parte de la biomasa de cepas de basidiomicetos se
atribuye al proceso de biosorciéon mediante sus mecanismos fisicoquimicos como son la
adsorcion o intercambio i6nico (Cafizares, 2000) gracias a sustancias poliméricas

extracelulares microbianas, ya que su composicion anionica neta permite al biopolimero
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secuestrar eficazmente iones de metales pesados cargados positivamente (Gupta & Diwan,
2017). Esta operacién continda hasta que se establece un equilibrio entre el adsorbato

disuelto y el adsorbato enlazado al sélido (Verdugo, 2017).

En los procesos de adsorcion intervienen el tipo y cantidad del grupo funcional presente,
su disponibilidad y la afinidad que pueda existir entre el adsorbente en el metal. (Verdugo,
2017), en la presente investigacion se considera que hubo una buena afinidad entre los
grupos funcionales de la biomasa y los iones metalicos, tal como muestra Plaza (2012) en
su tabla de “afinidad de grupos funcionales e iones metalicos”, el tipo de ligandos II tienen
afinidad por el grupo de metales denominados Iones metélicos intermedios, dentro de los
cuales se encuentran el cobre (Cu) y el cadmio (Cd), y los ligandos del tipo III: ligandos
que prefieren al grupo B dentro del cual se encuentra el plomo (Pb). Asi mismo segtn el
andlisis realizado con espectrofotometria infra roja FT-IR (anexo 4) se determiné que las
biomasas presentan ligandos del grupo I y IIl como son las Aminas alifdticas primarias
(RNH)3280.80-3270.20 cm™' de longitud de onda, el grupo carbonilo CO (Amidas I)
presente en un rango de 1640.16- 1629.07 cm™! de longitud de onday Cianuro (CN) presente

en un rango de 1039.44-598.79 cm™! de longitud de onda.

Por otro lado, Garcia et.al (2016) y Verdugo (2017) mencionan que el pH de la solucién
de metales es un factor importante que determina la eficiencia de biosorcion ya que tiene
un impacto significativo en la captaciéon de metal, pues cambia el estado de grupos
funcionales y modifica sus interacciones con los contaminantes. A pH bajos la superficie
del material puede cargarse positivamente de los cationes metdlicos, en cambio valores

muy altos de pH suelen dar problemas de precipitacién del metal por consiguiente el pH
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entre 5-8 suelen ser los mds Optimos para que se den los procesos de adsorcién. En la
presente investigacion el pH de la solucién de metales (Cu, Pb y Cd) fue de 6.3 por lo tanto
se puede decir que este valor se encuentra dentro del pardmetro recomendado de
biosorcion, tal como lo demuestran los resultados de retencidon de metales por la cepa de

basidiomicetos, los que fueron satisfactorios.

4.4. CAUDAL DE LA SOLUCION DE METALES PESADOS

La velocidad de flujo es un pardmetro importante para la evaluacién del rendimiento de los
biosorbentes por ello se midi6 un caudal de la solucién de metales para cada cepa, la que fue

suministrada por la parte superior de la columna. Dichos datos se muestran en el cuadro 8.

Cuadro 8: Caudal de la alimentacion de la solucion de metales pesados

Biomasa Caudal (ml/min)

Geastrum 250 ml 2.3
108.696 min

Hygrophorus 250 ml 1.79
139.665min

Cantharellus 250 ml 2.4
104.167min

Ectomicorriza 250 ml 1.14
219.298 min

En el cuadro 08 se muestran los diferentes caudales de la soluciéon de metales para cada
tipo de biomasa, todos ellos como se observa fueron menores a 3 ml/min, asi mismo algunos

autores en sus investigaciones de adsorcion en lecho poroso asi como Villada, Hormaza, &
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Casis (2014) usaron flujos de entrada de 3,4 - 8,2 mL min’! y un didmetro interno de columna
de 1,5 cm, por otro lado Castellar, Cardozo, Suarez & Vega (2013) utilizaron una columna de
vidrio de 2 cm de didmetro interno, ddndose la maxima capacidad de adsorcién a una altura
del lecho de 5 cm un flujo volumétrico de 1 cm® min™ (ml/min)y una concentracién de
alimentacioén de 5,5 mg dm™. (mg/1) lo que refuerza la teoria de que a una velocidad de flujo
répida la capacidad de absorcion disminuye en cualquiera de los procesos, intercambio i6nico

o adsorcion (Kumar et al., 2011 mencionado en Zang et al., 2017).

Esto puede atribuirse que a velocidad de flujo rapida no puede dejar tiempo suficiente para
que los iones metélicos se difundan en los poros del biosorbente. Esta situacion se consigue
con particulas pequeiias del s6lido por lo que el proceso global se hace lento debido a la alta
resistencia al flujo en la columna. Un flujo lento causa la difusién longitudinal, que consiste

en la migracion de especies en direccion del flujo o eje axial de la columna (Armijo, 2016).

4.5. RELACION ENTREEL PESO DE LA BIOMASA MUERTA Y EL VOLUMEN
DE SOLUCION MULTIMETAL BIORREMEDIADA

Para realizar la relacidon fue necesario determinar el volumen total de solucion multimetal
(cobre, plomo y cadmio) utilizada en el sistema de biorremediacion mediante la siguiente
formula:

Peso (g9)

~ Volumen (ml)
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Esta relacion va a permitir realizar un escalamiento a mayor magnitud, por si se pretende
en un futuro trabajar con biomasa de las cuatro cepas de basidiomicetos estudiados en esta

investigacion.

Cuadro 9: Relacion peso de biomasa y el volumen del metal para la biorremediacién

Relacion peso/volumen  Metales Capacidad de retencion
(g/ml) %
Cobre 0.63+0.060
16.02
Geastrum g — 0.064 g/ml Plomol 69.41+0.001
250 ml Cadmio 1.65+0.071
Cobre 65.41+0.012
H h 16.01 .79+0.
ygrophorus g _ 0.064 g /ml Plomo 74.79+0.004
250 ml Cadmio 41.29+0.080
Cobre 100+0.049
16.03
Cantharellus g — 0.064 g/ml Plomo' 100+0.051
250 ml Cadmio 100£1.197
Cobre 56.56+0.017
Ectomicorriza ~ 16.00g _ 0.064 g /ml Plomo 100+0.005
250 ml Cadmio 87.53+0.005

El cuadro 9 nos muestra que para la relacién de 0.064 g/ml, la biomasa que tuvo la mayor
capacidad de retencion respecto las demds fue la biomasa del basidiomiceto Cantharellus, pues
permitié una retencidon de cobre de100£0.049 %, plomo 100+£0.051 % y cadmio 100+1.197 %,
seguido de la biomasa de la Ectomicorriza que permitié una retencién de 56.56+0.017 % de
cobre , 100+£0.005 % de plomo y 87.53+0.005% de cadmio, la biomasa de Hygrophorus
permitié una capacidad de retencién de 65.41+0.012 % de cobre, 74.79+0.004% de plomo y
41.2940.080 % de cadmio y la biomasa de Geastrum permitié una capacidad de retencién de

cobre de 0.63+0.060 %, plomo 69.41+0.001 % y cadmio de 1.65+0.071 %.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

e Selogré desarrollar un sistema de biorremediacion de metales pesados utilizando biomasa

de basidiomicetos con alta eficacia para retener metales como el plomo, cadmio y cobre.

e Para el desarrollo del sistema a nivel de laboratorio de empaquetamiento de columnas de
lecho poroso se utilizé biomasa seca de cuatro basidiomicetos, los cuales al identificarlos
se determiné que pertenecian a los géneros Geastrum, Hygrophorus, Cantharellus y
Ectomicorriza, y de los cuales se obtuvieron4.34 + 0.235 g/L, 5.50 + 0.342g/L, 3.64 +
0.129 g/L 'y 3.45 + 0.754 g/L en produccion de biomasa respectivamente, a las 96 horas

de inoculado en caldo Saboraud dextrosa.

e La méxima capacidad de biorrediacion corresponde a la biomasa del basidiomiceto de
género Cantharellus, quien retuvo un porcentaje de 100+0.049 de cobre, 100 £ 0.051 de
plomo y 100£1.197 de cadmio, seguido del basidiomiceto del género Ectomicorriza que
retuvo 56.56+0.017% de cobre, 100+£0.005 % de plomo y 87.53+0.005 % de cadmio, el
basidiomiceto del género Hygrophorus retuvo un 65.41+0.012 % de cobre, 74.79+0.004
% de plomo y 41.29+0.08 % de cadmio, por dltimo el basidiomiceto del género Geastrum
quien retuvo 0.63+0.060 % de cobre, 69.41£0.001 % de plomo y 1.65+0.071 % de

cadmio.
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5.2. RECOMENDACIONES

Dentro de un proyecto como este, siempre se desea que haya una mejora continua del
mismo; por lo tanto, se recomienda a futuros estudiantes que tengan interés en el proyecto,
estudiar el rendimiento econdémico de la produccién de la biomasa de los cuatro

basidiomicetos estudiados.

Profundizar las investigaciones del basidiomiceto del género Cantharellus debido a su
potencial como agente biorremediante. También se recomienda estudiar la eficiencia de

metales distintos a los que se trabajo en el presente estudio.

Realizar la optimizaciéon del sistema de biorrediacion de metales con biomasa de

basidiomicetos utilizado en el presente estudio para un escalamiento a nivel industrial.
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ANEXOS

ANEXO 1: EVALUACION MORFOLOGICA DE BASIDIOMICETOS PARA SU
IDENTIFICACION

- Evaluacion macroscépica de los basidiomicetos

La evaluacién macroscopica de los cuerpos fructiferos de los basidiomicetos se realizd
visualmente, haciendo una descripcién morfoldgica: la forma, el color, tamafio y textura de cada
uno de ellos. Se realizé utilizando las claves de determinacion de Giovanni Pacioni en su “Guia
de Hongos”.

- Evaluacién macroscopica de la cepa

De la misma manera se realizé una evaluacion visual a las cepas que y se describieron: el color,
textura, y entre otras caracteristicas. Se basaron principalmente en la metodologia propuesta por
Eger Martinez mencionada por Rodriguez M. , 1996 y Avedano, Martinez, & Caballero, 2013),
en que se incluyen color, tipo de crecimiento, densidad, textura, crecimiento.

- Evaluacion microscopica del micelio

Se realiz6 por la técnica de microcultivo para camara humeda. En placas Petri estériles se coloco
papel filtro colocando encima un soporte de vidrio y sobre ellas se coloc6 una ldmina
portaobjetos. Por otro lado, se realiz6 el corte con un bisturi del PDA 1cm cuadrado, este se
transfirio a la lamina porta objetos. Con otro bisturi se extrajo una porcion del micelio y se coloco
sobre la lamina portaobjetos que contenia el agar, seguidamente cubrid con un cubre objetos y se
agregd agua estéril hasta una altura que no sobrepase el soporte de vidrio. Procediendo a
incubarlos por 72 horas a una temperatura de 28°C. Pasados las 72 horas se retiré la ldmina
portaobjetos para la observacion y fotografiado de hifas en el microscopio. A continuacidn, se

muestra la descripcién macro y microscopicas de los basidiomicetos y cepas.
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Cuadro 1.1: Descripcion de basidiomicetos seleccionados y cepas aisladas

Hongo Descripcion Fotografias

Basidiomiceto(cuerpo cepa Hifas (vista microscopica)
fructifero)

Hongo de color blanco-crema, con un
orificio en el dpice del hongo en el que
se encontraban las esporas. En la base
presentd una capa en forma de estrella.
LBBSA- Uy tamafio de 2.5 cm y didmetro de
002 3.5 cm. Sustrato: tierra. La cepa
presento un color blanco de textura
algodonosa y bastante compacta, tuvo
un crecimiento regular, hacia arriba y
no y se extendié demasiado sobre el
medio de cultivo. Microscépicamente
el micelio muestra hifas rectas con
septos y poco ramificadas.

)
e

Hongos que crecen en grupo, con
sombrerillos de 1 a 2 cm de didmetro.
Con colores que variaban desde un
color marrén claro a marrén oscuro,
LBBSA- (o tallo delgado y alargado de color
004 amarrillo. Sustrato de desarrollo:
madera vieja. La cepa fue de color
blanco poco algodonosa, con
crecimiento regular distribuido sobre
el medio de cultivo mds no hacia
arriba. Microscopicamente las hifas

fueron septadas y de paredes gruesas y
poco ramificadas.
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LBBSA-
007

Forma de embudo con sombrero de
3cm de didmetro con pie grueso. De
color amarillo claro a marrén, con
pliegues que van desde el la parte
inferior del pie hasta el sombrero. La
cepa obtenida fue de color blanco, de
textura poco algodonosa, y de
crecimiento lento con minima
extension sobre el medio de cultivo y
asi mismo poco crecimiento hacia
arriba. Las hifas entremezcladas,
septadas y ramificadas.

LBMSA-
001

Conformado por micelio en forma de
red (tipo tela de arafia) y de textura
relativamente algodonosa, la cual se
encontraba rodeando las raices la
especie forestal denominado Intimpa.
La cepa observada fue de color
blanco, de textura algodonosa con
crecimiento rapido distribuido
homogéneamente a lo largo del medio
de cultivo y hacia arriba. Las hifas
entremezcladas, poco ramificadas, y
con ausencia de septos.
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El cuadro 1.1 muestra la descripcion macro y microscopicas de los basidiomicetos, para su

identificacién se utiliz6 1la “Guia de hongos” de Giovani Pacioni (Pacioni, 1982).

El basidiomiceto BSA-002 perteneceria al género Geastrum, pues la descripcion macroscopica del
cuerpo fructifero coincide con lo reportado por Pacioni, quien menciona que este género se trata
de un carp6foro globoso de color blanco-crema, se abre un orificio en el dpice del hongo del que
salen las esporas. En la base presenta una capa en forma de estrella, tamafo de 2.5 cm y didmetro

3.5 cm, crece en tierra, en bosques de coniferas y entre los matorrales.

El basidiomiceto BSA-004 corresponderia al género Hygrophorus, con sombrero de 2-5 cm. de
didmetro, convexo o casi plano, poco carnoso, de textura lisa, de colores que varian de marrdn,
rojo marrén anaranjado, rojizo naranja. El himenio: constituido por pliegues casi distantes de color
crema o amarillento. Pie largo, delgado y cilindrico de color parecido a himenio, crece disperso,

en grupos sueltos bajo bosques de coniferas sobre ramas de arboles caidos.

El basidiomiceto BSA-007 perteneceria al género Cantharellus el cual tiene Sombrero de
aproximadamente 5 cm de didmetro en estado adulto, con forma embudada o plana, pero con una
especie de ombligo en su zona central y de tallo grueso de color marrén grisdceo recubierto por

fibras oscuras sobre un fondo algo amarillento. El borde ondulado y un tanto irregular.

El basidiomiceto MSA-001 segtin la descripcion realizada seria una Ectomicorriza, un tipo de
micorriza que se caracteriza por estar formados por una capa blanca y algodonosa de micelio que
envuelve las raices de la planta, las hifas del hongo no penetran en el interior de las células de la

raiz, si no que se ubican sobre y entre las separaciones de estas. Se pueden observar a simple vista,
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este tipo de micorrizacién predomina entre los arboles coniferas de zonas templadas, se producen
principalmente sobre especies forestales y lefiosas. Los hongos que la forman son tanto

Basidiomycota como Ascomycota (Vacasela, S.F mencionado por Ortiz Perez, 2012).
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ANEXO 2: EVALUACION DEL SISTEMA DE BIORREDACION Y ANALISIS

DE LA CONCENTRACION DE METALES PESADOS

En el cuadro 2.1se muestran los tiempos de contacto de la biomasa y la solucién con

metales pesados, que permiten realizar una cinética de biosorcion de este sistema con el

porcentaje retenido de cada metal: cobre, plomo y cadmio, los que se encontraban

inicialmente a concentraciones de 19.09, 20.24 y 19.4 mg/L respectivamente.

Cuadro 2.1: Porcentaje retenido de Cobre (Cu), Plomo (Pb), y Cadmio (Cd) respecto al

tiempo de contacto

Cepa Tiempo de Cu (%) Pb (%) Cd (%)
contacto (min)
TO 0 0 0 0
Tl 48.58 0.63+0.060  69.41+0.001  1.65+0.071
BSA-002 T2 76.03 0.00 0.00 0.00
(Geastrum) 15 92.00 0.00 0.00 0.00
T4 103.00 0.00 0.00 0.00
TO 0 0 0 0
Tl 50.19 6541£0.012  74.79+0.004  41.29+0.08
BSA-004 T2 102.51 50.00+0.024 0.00 0.00
(Hygrophorus) 13 125.00 0.00 0.00 0.00
T4 140.00 0.00 0.00 0.00
TO 0 0 0 0
Tl 49.00 1000.049 1000.051 100+1.197
BSA-007 1) 65.00 88.124¢0.270  66.91%0.062 0.00
(Cantharellus) ., 104.00 0.00 17+0.30 0.00
T4 113.00 0.00 0.00 0.00
TO 0 0 0 0
Tl 53.53 56.56+0.017 100+0.005  87.53+0.005
MSA-001 T2 79.00 2.88+0.017  82.66+0.0001 0.00
(Ectomicorriza) 13 113.00 0.00 57.13+0.009 0.00
T4 175.00 0.00 0.00 0.00

Donde: T1: Tiempo de contactol, T2: Tiempo de contacto 2, T3: Tiempo de contacto 3, T4: Tiempo

de contacto 4
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El tiempo de contacto en el que ocurre mayor retencion de metales segtn lo observado en
el cuadro 2.1es a los 48.58, 102.50, 65.00 y 113.00 minutos que en promedio resulta 82
minutos, a mayor tiempo no hay mds retencion. Este dato coincide con lo reportado por
Garcia et al. (2016) quienes establecen un tiempo de contacto de entre 80 y 120 minutos,
superado este tiempo indica que ya no existe equilibrio entre el sorbente y contaminante y
por ende la cantidad de metal adsorbido disminuye con el tiempo. En este suceso puede
influir la altura del lecho, debido a que con el aumento en la altura del lecho la solucién
metdlica permanece mds tiempo en la columna, permitiendo que mds iones metélicos se

difundan dentro del biosorbente (Luo, Deng, & Lin, 2011 y zang et al., 2017).

Se tienen a continuacién los porcentajes de retencidn de la biomasa de basidiomicetos por

cada metal representados en graficos de columnas con sus respectivas barras de error.
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Grifico 2.2: Porcentaje de Cobre retenido por los basidiomicetos.
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Grifico 2.3: Porcentaje de Plomo retenido por los basidiomicetos.
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Griéfico 2.4: Porcentaje de Cadmio retenido por los basidiomicetos.
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Se tienen a continuacion los porcentajes de retencion de metales por cada basidiomiceto

representados en graficos de columnas con sus respectivas barras de error.
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Grifico 2.5: Porcentaje de metales retenido por Geastrum
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Griéfico 2.6: Porcentaje de metales retenido por Hygrophorus
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Grafico 2.7: Porcentaje de metales retenido por Cantharellus

110
90
70
(@]
=]
g
b 50
w
o
X
30
10
-10 % Cu % Pb % Cd

Griéfico 2.8: Porcentaje de metales retenido por Ectomicorriza
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ANEXO 3: ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

3.1. DISENO DE LA INVESTIGACION

Para hacer el andlisis estadistico se ha realizado previamente el disefio de la investigacidn, la cual
fue cuasi experimental ya que no se controld las variables intervinientes y extrafias (humedad
ambiental, temperatura del ambiente, condiciones de las infraestructuras etc.) dentro de la

investigacion.

El diseiio estadistico a seguir fue un disefio de bloque completamente al azar con arreglo factorial

4x3 siendo un total de 12 tratamientos. Cuyo modelo matematico es el siguiente:

Yij=p + T + Bi + o5+ (P a)ij + &5

Donde:

Yj:  Variable dependiente (concentracion de metales pesados en muestra de agua)

u: Media global de todos los experimentos

T: Tratamientos

Bi: Factor 1 en estudio (capacidad de retencion de metales pesados por biomasa de
basidiomicetos)

1 niveles del factor 1

0: Factor 2 en estudio (evaluacién del sistema de biorremediacion)

iE niveles del factor 2
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(B a)ij: Interaccidn de los niveles jjde los factores 1y 2.

&ij: Error experimental para cada observacion

En este caso se tuvieron cuatro columnas empacadas con cada tipo de biomasa de basidiomicetos

los que interactuaron con tres metales pesados (Cu, Pb y Cd) cada uno.

Factor Nivel
A(T) ni 4
B(B)) n 3

Tratamientos experimentales

Numero de A B

tratamientos
1 1 1
2 1 2
3 1 3
4 1 4
5 2 5
6 2 6
7 2 7
8 2 8
9 3 9
10 3 10
11 3 11
12 3 12

12/4=3 3/3=1
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3.2. RETENCION DE COBRE POR TIPO DE HONGO

Para el analisis estadistico, se ha realizado un ANOVA con un o= 0.05 para cada metal y en los

cuatro hongos, en la que el resultado se muestra en el cuadro N° 3.3.1:

Cuadro3.3.1: ANOVA para Cu Retenido (%) por TIPO DE HONGO

Fuente Suma de Gl | Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 15270.6 3 5090.21 104952754.64 0.0000
Intra grupos 0.000388 8 | 0.0000485
Total (Corr.) 15270.6 11

La tabla ANOVA descompone la varianza de Cu Retenido (%) en dos componentes: un
componente entre grupos y un componente dentro de grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-
F es menor que 0.05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media de Cu

Retenido (%) entre un nivel de TIPO DE HONGO y otro, con un nivel del 95.0% de confianza.

Pruebas de Multiple Rangos para Cu Retenido (%) por Tipo de Hongo

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

TIPO DE HONGO Casos|Media| Grupos Homogéneos
GEASTRUM 3 0.63 |X
ECTOMICORRIZA 3 156.56 |X
HYGROPHORUS 3 16541 X
CANTHARELLUS 3 1100.0 |X
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Contraste Sig. | Diferencia +/- Limites
CANTHARELLUS - ECTOMICORRIZA | * 43.44 0.0182029
CANTHARELLUS - GEASTRUM * 99.37 0.0182029
CANTHARELLUS - HYGROPHORUS * 34.59 0.0182029
ECTOMICORRIZA - GEASTRUM * 55.93 0.0182029
ECTOMICORRIZA - HYGROPHORUS * -8.85 0.0182029
GEASTRUM - HYGROPHORUS * -64.78 0.0182029

* indica una diferencia significativa.

Para verificar esto se ha realizado un andlisis de pruebas multiples y con prueba de Tukey para

realizar un ranking de los hongos teniendo como variable respuesta el porcentaje de cobre retenido,

se puede apreciar que los cuatro tipos de hongos analizados, son todos estadisticamente diferentes

uno de otro, siendo el mejor hongo es decir aquel que retiene mayor cantidad de cobre el género

CANTHARELLUS, esto se puede visualizar en el grafico de medias y prueba de TUKEY que

nos da un ranking de cada hongo en funcién de la cantidad de cobre retenido.

CONCLUSION

Para la retencion de cobre el mejor hongo es el CANTHARELLUS, con una media de retencion

del 100 % al 95% de confianza y el hongo con menos efectividad de retencidn para el metal cobre

es el GEASTRUM con una media de 0,63 %.

Medias y 95.0% de Tukey HSD
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3.3. RETENCION DE PLOMO POR TIPO DE HONGO

Para el andlisis estadistico, se ha realizado un ANOVA con un o= 0.05 para cada metal y en los

cuatro hongos, en la que el resultado se muestra en el cuadro N° 3.3.2:

Cuadro 3.3.2: ANOVA para Pb Retenido (%) por TIPO DE HONGO

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
Entre grupos 3810.24 3 1270.08 49904945.97 0.0000
Intra grupos 0.0002036 8 0.00002545
Total (Corr.) 3810.24 11

La tabla ANOVA descompone la varianza de Pb Retenido (%) en dos componentes: un
componente entre grupos y un componente dentro de grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-
F es menor que 0.05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media de Cu

Retenido (%) entre un nivel de TIPO DE HONGO y otro, con un nivel del 95.0% de confianza.

Pruebas de Miiltiple Rangos para Pb Retenido (%) por TIPO DE HONGO

Meétodo: 95.0 porcentaje Tukey HSD

TIPO DE HONGO |Casos| Media |Grupos
Homogéneos
GEASTRUM 3 16941 |X
HYGROPHORUS 3 (7479 |X
ECTOMICORRIZA 3 1100.0 | X
CANTHARELLUS 3 100.0 | X
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Contraste Sig. |Diferencia| +/- Limites
CANTHARELLUS - ECTOMICORRIZA 5.57 0.013186
CANTHARELLUS - GEASTRUM g 40.69 0.013186
CANTHARELLUS - HYGROPHORUS * 35.31 0.013186
ECTOMICORRIZA - GEASTRUM * 35.12 0.013186
ECTOMICORRIZA - HYGROPHORUS * 29.74 0.013186
GEASTRUM - HYGROPHORUS * -5.38 0.013186

* indica una diferencia significativa.

Para verificar esto se ha realizado un andlisis de pruebas multiples y con prueba de Tukey para
realizar un ranking de los hongos teniendo como variable respuesta el porcentaje de plomo
retenido, se puede apreciar que entre CANTHARELLUS y ECTOMICORRIZA no existe
diferencia significativa mientras que los otros tipos de hongos analizados son todos
estadisticamente diferentes uno de otro, siendo los que retiene mayor cantidad de plomo el género
CANTHARELLUS y ECTOMICORRIZA, esto se puede visualizar en el grafico de medias y
prueba de TUKEY que nos da un ranking de cada hongo en funcion de la cantidad de plomo

retenido.

CONCLUSION:
Para la retencién de plomo el mejor hongo es el CANTHARELLUS y ECTOMICORRIZA, con

una media de retencién del 100 % al 95% de confianza y el hongo con menos efectividad de

retencion para el metal plomo es el GEASTRUM con una media de 69.41%.

Medias y 95.0% de Fisher LSD

119

109

_%_

99

89

Pb Retenido

79

69

CANTHARELLUS  ECTOMICORRIZA GEASTRUM HYGROPHORUS

TIPO DE HONGO

89

Repositorio Institucional - UNAMBA - PERU



3.3. RETENCION DE CADMIO POR TIPO DE HONGO

Para el andlisis estadistico, se ha realizado un ANOVA con un o= 0.05 para cada metal y en los

cuatro hongos, en la que el resultado se muestra en el cuadro N° 3.3.3:

Cuadro 3.3.3: ANOVA para Cd Retenido (%) por TIPO DE HONGO

Fuente Suma de | Gl | Cuadrado Medio | Razon-F Valor-P
Cuadrados
Entre grupos 22629.3 | 3 7543.09 420907.87 | 0.0000
Intra grupos 0.143368 | 8 0.017921
Total (Corr.) 226294 |11

La tabla ANOVA descompone la varianza de Cadmio Retenido (%) en dos componentes: un
componente entre-grupos y un componente dentro de grupos. Puesto que el valor-P de la prueba-
F es menor que 0.05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media de Cd

Retenido (%) entre un nivel de TIPO DE HONGO y otro, con un nivel del 95.0% de confianza.

Pruebas de Multiple Rangos para Cd Retenido (%) por TIPO DE HONGO

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

TIPO DE HONGO |Casos|Media | Grupos Homogéneos
GEASTRUM 3 1.65 |X
HYGROPHORUS 3 141.29 |X
ECTOMICORRIZA 3 18753 |X
CANTHARELLUS 3 100.0 |X
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Contraste Sig. | Diferencia | +/- Limites
CANTHARELLUS - ECTOMICORRIZA g 27.59 0.349905
CANTHARELLUS - GEASTRUM * 113.47 0.349905
CANTHARELLUS - HYGROPHORUS * 73.83 0.349905
ECTOMICORRIZA - GEASTRUM g 85.88 0.349905
ECTOMICORRIZA - HYGROPHORUS * 46.24 0.349905
GEASTRUM - HYGROPHORUS 8 -39.64 0.349905

* indica una diferencia significativa.

Para verificar esto se ha realizado un andlisis de pruebas multiples y con prueba de Tukey para
realizar un ranking de los hongos teniendo como variable respuesta el porcentaje de cadmio
retenido, se puede apreciar que los cuatro tipos de hongos analizados, son todos estadisticamente
diferentes uno de otro, siendo el mejor hongo es decir aquel que retiene mayor cantidad de cadmio
el género CANTHARELLUS, esto se puede visualizar en el grafico de medias y prueba de

TUKEY que nos da un ranking de cada hongo en funcién de la cantidad de cadmio retenido.

CONCLUSION:

Para la retencion de cobre el mejor hongo es el CANTHARELLUS, con una media de retencion
del 100 % al 95% de confianza y el hongo con menos efectividad de retencién para el metal

cadmio es el GEASTRUM con una media de 1.65%

Medias y 95.0% de Tukey HSD

120 [ =

100 -

—%_
M

80 [ -

60 [ -

Cd Retenido

40 |- — ]

20 | -

0L — 7
CANTHARELLUS ECTOMICORRIZA GEASTRUM HYGROPHORUS

TIPO DE HONGO

91

Repositorio Institucional - UNAMBA - PERU



3.4. RESUMEN DEL ANALISIS ESTADISTICO POR RANKING

Cuadro 3.4.1: Resumen del andlisis estadistico por ranking para cada basidiomiceto

BASIDIOMICETOS MEDIA % RANKING
COBRE PLOMO CADMIO

GEASTRUM 0.63 69.41 1.65 v

HYGROPHORUS 56.56 74.79 41.29 I

ECTOMICORRIZA 65.41 100 87.53 II

CANTHARELLUS 100 100 100 I

El ranking segtn el cuadro 05 se explica de la siguiente manera:
% Para la retencion de cobre el mejor hongo es el CANTHARELLUS, con una media de
retencion del 100 % al 95% de confianza y el hongo con menos efectividad de retencion

para el metal cobre es el GEASTRUM con una media de 0,63 %.

¢ Para la retencion de plomo el mejor hongo es el CANTHARELLUS, con una media de
retencion del 100 % al 95% de confianza y el hongo con menos efectividad de retencion

para el metal plomo es el GEASTRUM con una media de 69.41 %.

X/
*

% Para la retencion de cobre el mejor hongo es el CANTHARELLUS, con una media de
retencion del 100 % al 95% de confianza y el hongo con menos efectividad de retencién

para el metal cadmio es el GEASTRUM con una media de 1.65 %.
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3.5. ANALISIS ESTADISTICO MULTIVARIABLE

Para confirmar los resultados presentados a nivel individual, se ha efectuado el andlisis
multivariable donde la variable dependiente es el % de metal retenido y las variables
independientes son la variedad de hongo (4 tipos) y el metal analizado (tres tipos), este andlisis se

presenta a continuacion:

ANOVA Multifactorial para % RETENIDO

Variable dependiente: % RETENIDO
Factores:

HONGO

METAL

Numero de casos completos: 24

Cuadro 3.5.1: Analisis de Varianza para % RETENIDO - Suma de Cuadrados Tipo III

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razon-F |Valor-P
Cuadrados Medio
A:HONGO 19084.2 3 [6361.39 24.22 0.0000
B:METAL 4668.64 2 |2334.32 8.89 0.0021
RESIDUOS 4727.65 18 (262.647
TOTAL (CORREGIDO) (28480.5 23

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

De los resultados obtenidos en este andlisis de variable multifactorial, se observa que el valor -P
es menor a 0,05, lo que indica que existe diferencias significativa estadistica entre los cuatro tipos
de hongos estudiados.

También indica que a nivel de la variable metal, los tres metales son retenidos en diferentes formas
es decir existen diferencias significativas entre metal y metal, estos mismo resultados confirman

en analisis individual realizado.
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Cuadro 3.5.2: Pruebas de Multiple Rangos para % RETENIDO por HONGO

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

HONGO Casos |Media LS |Sigma LS Grupos
Homogéneos
GEASTRUM 6 23.9095 | 6.61623 |X
HYGROPHORUS 6 60.346 | 6.61623 |X
ECTOMICORRIZA | 6 81.3662 | 6.61623 [X X
CANTHARELLUS 6 99.786 | 6.61623 |X
Contraste Sig. | Diferencia | +/- Limites
CANTHARELLUS - 18.4198 | 26.4552
ECTOMICORRIZA
CANTHARELLUS - GEASTRUM * | 75.8765 | 26.4552
CANTHARELLUS - * 39.44 26.4552
HYGROPHORUS
ECTOMICORRIZA - GEASTRUM | * | 57.4567 | 26.4552
ECTOMICORRIZA - 21.0202 | 26.4552
HYGROPHORUS
GEASTRUM - HYGROPHORUS * | -36.4365 | 26.4552

* indica una diferencia significativa.
Del cuadro 3.5.2, se desprende que existen tres grupos de hongos, lo que indica que hay diferencias
entre ellos, coincidiendo con lo que indica el cuadro 3-5.1, estos resultados de las diferencias se

observan mejor en el siguiente grafico.

Medias y 95.0% de Tukey HSD
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GRAFICOS MULTIVARIABLES o= 0.05

GRAFICA MULTIVARIABLE PARA % DE METAL RETENIDO POR HONGO
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ANEXO 4: EVALUACION DE LA BIOMASA EN ESPECTROFOTOMETRIA
INFRAROJA FT-IR

Se realizé una evaluacion en FT-1R a las biomasas secas de los basidiomicetos ya que éstas,
aparte de tener ciertas caracteristicas en su estructura (rigidez, porosidad, entre otras)
presentan en composicion quimica (grupos funcionales o sitios activos para la unién con
los iones metalicos) que permiten la formacion de fuertes enlaces con los iones metdlicos.

(Plaza, 2012).

Chanra

¥ i j
sl 9
Fomiey aliluties Asinela | ._ | i}.\f

[

W

Figura 4.1: Espectro infra rojo (FT-IR) de la biomasa del basidiomiceto Geastrum
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Figura4.3: Espectro infra rojo (FT-IR) de la biomasa de Cantharellus
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Acsi alisca
prausis

Figura 4.4: Espectro infra rojo (FT-IR) de la biomasa de Ectomicorriza

En la figura 4.1, 4.2, 4.3 y 4.4 se muestra los espectros de cada una de las biomasas, todas
ellas segun el andlisis de FT-IR comparten los mismos ligdndos estos son: Aminas alifdticas
primaria (RNH>2) responsable de la retencion de cobre y cadmio, Amidas I (CO)

responsable de la retenciéon de plomo y el Cianuro (CN") responsable de la retencién de

plomo.

Por otro lado, y como se mencioné anteriormente la biomasa seca presenta muchas
propiedades que la hacen ideal como material biorremediante y, adicionalmente a ello el
uso de biomasa muerta tiene ventajas econdémicas y de mantenimiento, el proceso de
biosorcién no se ve interrumpido por la muerte de la biomasa debido a las altas
concentraciones de los contaminantes en el interior de la misma, como ocurre con la
biomasa viva. (Tejada, Villabona, & Garcés , 2015)
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ANEXO 5: CALCULOS DE CONCETRACION DE LA SOLUCION PATRON DE
METALES PESADOS Y LA CURVA PATRON

Se us6 la férmula de concentraciones:
VixCl= V2=+C2

Donde:

V1: volumen inicial

Ci: concentracion inicial
V2: volumen final

C,: concentracion final

1 V2=xC2
A
Para la solucién patrén:
2000 ml * 20 ppm
h 1000 ppm

= 40ml = 40000 ul en 2000 ml de agua ultrapura

Para la curva patrén

» Para 20 ppm en 50 ml

/1= 50ml = 20 ppm
~ 1000 ppm
» Para 15 ppm en 50 ml

= 1ml = 1000 ul en 50 ml de agua ultrapura

_ 50ml * 15ppm

1= =0.7 =7
4 1000 ppm 0.75ml 50 ul en 50 ml de agua ultrapura

» Para 10 ppm en 50 ml

_50ml * 10 ppm

1 - = U. =
4 1000 ppm 0.50ml 500 ul en 50 ml de agua ultrapura

» Para 5 ppmen 50 ml

_ 50ml * 5 ppm

1000 ppm = 0.250m! = 250 ul en 50 ml de agua ultrapura

» Para2 ppmen 50 ml

_ 50ml * 2ppm

1000 ppm = 0.10ml = 100 ul en 50 ml de agua ultrapura

»  Para 0 ppm en 50 ml = 0 ppm en 50 ml de agua ultrapura
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ANEXO 6: FORMULA CION DEL MEDIO DE CULTIVO Y EL CALDO PARA
INOCULADO

6.1. FORMULACION PARA EL AGAR PAPA DEXTROSA — POTATO DEXTROSE

AGAR (PDA), como medio de cultivo para el crecimiento de cepas de los basidiomicetos.

Formula / Litro

Infusién de Papa a partir de 200 g.......ccoveerieeiiennenne. 4 g*
Dextrosa (DEXtIOSE).....uuvurreeeieeeeiiriiirreeeeeeeeeeeiirrreeereeeens 20g
ATt e 15¢

4 g* de extracto de papa es equivalente a 200 g de infusién de papas.

pH Final: 5,6 + 0,2 a 25°C

Procedimiento de Preparacion

1. Pesar cada uno de los componentes segtin la formulacién y suspenderlo en un litro de agua
estéril.

2. Calentar la mezcla agitdndolo constantemente para disolver completamente el medio.

3. Autoclavar a 121 °C durante 15 minutos.

Caracteristicas del producto

El medio preparado presenta una apariencia de trazas de niebla a levemente nublado, y de color

palido a amarillo claro.
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6.2. FORMULACION PARA CALDO AGAR SABORAUD DEXTROSA, como medio de
inoculado para la produccion de biomasa.

Composicion

Dextrosa..............c...... 400¢g
Peptona mixtura............ 100 g
Bacteriological............. 150¢g

Formula / Litro

30 g/L agua

pH final 5,6 £ 0,2

Procedimiento de preparacion

1. Suspender 30 g de polvo en 1 litro de agua estéril, y reposar 5 minutos.
2. Calentar con agitacion frecuente y llevar a ebullicién para disolucion total.
3. Distribuir en recipientes apropiados y esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

Caracteristicas del producto

Color beige claro, homogéneo.

Almacenamiento

A2-8°C
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ANEXO 7: FOTOGRAFIAS RELACIONADAS A LA B’IORREMEDIACI(’)N EN LA
PRESENTE INVESTIGACION.

Imagen 7.1: Vista aérea del lugar de extraccion de los basidiomicetos en la laguna

Ankasq ochaen el Saltuario Nacional del Ampay.

Imagen 7.2: Laguna Ankasq ochaen el Saltuario Nacional del Ampay.
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Imagen 7.3: Inoculado del caldo Saboraud con cepa de basidiomiceto

Imagen 7.4: Secado de la biomasa en estufa.
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Imagen 7.6: Molino analitico usado utilizado para moler la biomasa seca.
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Imagen 7.7: Cepa del basidiomiceto MSA-001(Hectomicorriza) que forma parte del cepario.

BBSA-002 ("X

Imagen 7.8: Cepa del basidiomiceto BSA-002(Geastrum) que forma parte del cepario.
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Imagen 7.9: Cepa del basidiomiceto BSA-004(Hygrophorus) que forma parte del cepario.

Imagen 7.10: Cepa del basidiomiceto BSA-007(Cantharellus) que forma parte del cepario.
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Imagen 7.11: Equipo de espectrofotometria de absorcién atdmica usado para el andlisis de
metales pesados.
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