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Resumen

La exportacion de flores ha sido una alternativa econdmica muy importante dentro de las
actividades comerciales de Colombia, llevandolo a ocupar el segundo lugar a nivel mundial
en produccion y exportacion de flores, sin embargo, algunas de las empresas productoras de
flores usan colorantes para tefiir sus flores. En muchos casos, el manejo de estos residuos no
se dispone adecuadamente, por lo que se generan aguas residuales coloreadas, las cuales,
representan una gran problematica ambiental cuando no se tratan de forma eficiente, debido a
que son vertidas a los rios y quebradas, generando posibles afectaciones a la biota acuatica.
Para el tratamiento de aguas coloreadas existen tratamientos fisicos, quimicos y bioldgicos,
algunos pueden ser muy costosos; por tanto, en esta investigacion se quiere evaluar la
remocion de color de efluentes de la industria floricultura, por medio del hongo Orellana
(Pleurotus pulmonarius) inmovilizado en reactores airlift o lecho fluidizado. Para dicha
evaluacién, en primera instancia se cultivo el hongo en tres sustratos, lo cuales fueron ripio
de café, salvado de trigo, y salvado de maiz, luego se seleccioné el medio de cultivo que
favorecio el crecimiento del hongo en el menor tiempo, siendo en este caso el sustrato ripio
de café el mas exitoso. Finalmente, para el proceso de degradacion del colorante se utilizaron
tres formas diferentes de inmovilizacion de la biomasa del hongo; ripio de café, estropajo y

alginato de sodio, con los cuales, se obtuvieron remociones de color del 96.28%, 87.85% y



80.54% respectivamente. Evidencidndose, que el tratamiento con hongo inmovilizado en
ripio de café y estropajo fueron mas eficientes, puesto que estos medios de inmovilizacion
aportan a la remocion de color mediante el proceso de adsorcion, lo cual, se cuantifico al
usarse el ripio de café y estropajo como tratamientos testigos. Durante esta investigacion, se
produjo datos muy fttiles que pueden ser usados por las industrias de flores, lo que les

permitira producir efluentes con menor impacto a las fuentes hidricas receptoras.
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inmovilizacion; Enzimas.

Abstract
The export of flowers has been a very important economic alternative within the commercial
activity of Colombia, taking it to occupy the second place worldwide in the production and
export of flowers, however, some of the flower producing companies use dyes to dye their
flowers. These dyes are not used efficiently, therefor colored wastewater is generated, which,
if not properly treated, represents a major environmental problem because they are
discharged into rivers and streams, generating possible damages to the aquatic biota. For the
treatment of colored waters, there are physical, chemical and biological treatments, some can
be very expensive, therefore, in this research, we want to evaluated the color removal of
effluents from the floriculture industry, through the immobilized Orellana fungus (Pleurotus
pulmonarius) in airlift or fluidized bed reactors. For this evaluation, in the first instance, the
fungus was grown in three substrates, which were coffee gravel, wheat bran, and corn bran,
then the culture medium that favored the growth of the fungus in the shortest time was
selected, being in this case, the gravel coffee substrate is the most successful. Finally, for the

dye degradation process, three different forms of immobilization of the fungus biomass were



used; coffee gravel, scouring pad and sodium alginate, with which the color removals were
96.28%, 87.85% and 80.54% respectively. Evidencing that the treatment with fungus
immobilized in coffee gravel and scouring pad was more efficient, since these means of
immobilization contribute to the removal of color through the adsorption process, which was
quantified when using the coffee gravel and scouring pad as witness treatments. During this
research, very useful data was produced that can be used by the flower industries, which will

allow them to produce effluents with less impact on the receiving water sources.

Keywords: Flowers; dyes; Mushrooms; Pleurotus pulmonarius; Substrates;

immobilization; Enzymes.

Introduccion

El origen de la industria de flores en Colombia data de la década de los 60, donde en
1965, se exportd el primer cargamento de flores hacia EE. UU (Marin & Rangel, 2000),
desde entonces, las actividades relacionadas con exportacion de flores se han convertido en
uno de los principales generadores de divisas para el pais, luego de la mineria, el café e
hidrocarburos (Torres, 1993). Segin el Departamento Administrativo Nacional de
Estadistica, DANE, (2019) esta actividad generd 1470,6 millones de dolares, producto de la
exportacion de flores en el afo 2018 , lo cual, ha llevado a Colombia a ocupar el segundo
lugar a nivel mundial en el escalaféon de los paises productores y exportadores de flores
(Sanchez & Quintero, 2010), esto debido a la gran demanda de paises como los Estados

Unidos, al cual se dirige el 80% de la flores producidas en Colombia (Mesa, 2015).



Colombia cuenta con 7290 ha de cultivos de flores que se dedican a la cosecha de
flores frescas para exportacion, de esta area el 79% se encuentra ubicada en la Sabana de
Bogota, el 17% en Antioquia y 4% en otros departamentos (DANE 2019). Para el caso de
Antioquia, se encuentran inscritos ante el ICA 270 empresas para la exportacion de flores
(ICA, 2019). En donde, el Oriente Antioqueio representa el epicentro de las empresas
destinadas a la produccion de flores, distribuidas en un 94% en la subregion del valle de San
Nicolas y un 6% en la subregion de Paramos, donde la mayoria de las empresas se dedican al

cultivo de hortensia (Cornare, 2016) y crisantemos (Cardenas & Rodriguez, 2011).

Sin embargo, la exigencia en calidad de los mercados internacionales ha impulsado
desde el inicio el desarrollo de tecnologias y procesos en la etapa de post-cosecha, tales como
técnicas de coloracion de flores (Quirds, 2001; Montero & Quintero, 2010), esto con el fin de
otorgarle un valor agregado a la flor y asi satisfacer la demanda de colores que desean los
mercados internacionales (Mesa, 2015). Uno de los métodos mas usados en los procesos de
tincion es el de absorcion, en donde se sumerge la zona basal del tallo en un recipiente con
colorante, y por principios de capilaridad y de requerimientos hidricos de la planta, esta
absorbe el colorante (Giraldo, 2017). No obstante, la flor no absorbe el total de los colorantes,
convirtiéndose este en un residuo a tratar, el cual podria llegar a los cuerpos de agua naturales

(Montero & Quintero, 2010).

Los colorantes sintéticos mas usados en este proceso de tincidon son colorantes
reactivos, azo, diazo y antraquinona (Rani et al., 2014); la produccidn anual de estos tintes es
aproximadamente 7x10° toneladas y hay una variedad de 100000 tintes comerciales y
pigmentos sintéticos en las industrias textiles, curtiembres, floricultoras, papeleras,

alimentarias, de laboratorio, entre otros (Ramos 2010), de los cuales, cerca del 50% llegan a



los efluentes industriales y por consiguiente a los cuerpos de aguas naturales (Rani et al., al
2014). La presencia de los colorantes en los sistemas de aguas superficiales genera cambios
en las propiedades fisicas y quimicas del agua, como déficit de penetracion de luz, bajos
niveles de oxigeno, cambios en color y olor, afectando las comunidades biologicas, lo cual,
conlleva a un desequilibrio ecolégico y deterioro de los cuerpos de agua (Dellamatrice et
al.,2016). Y segun Rodriguez (2018), las concentraciones de colorantes en los efluentes
industriales son de alrededor de 300 mg/L, sin embargo, se establece que a partir de 1 mg/L
el color comienza a ser notable en los sistemas hidricos, lo que genera, cambios en la
percepcion del paisaje y en la calidad de vida de las personas aledafias a los cuerpos de agua

contaminados.

Colombia, cuenta con una amplia normativa en pro de conservar los recursos
naturales, destacandose: el Decreto 1594 de 1984, la Constitucidon politica de Colombia de
1991, la Ley 99 del 1993, el Decreto 1449 de 1997, el Decreto 3930 de 2010 y la Resolucioén
0631 del 2015 (Cobo, 2016). Sin embargo, aunque toda esta leyes busca la preservacion de
los recursos naturales, en ninguna de ellas se establece un limitante para el vertimiento de los
colorantes o se exige un rango de remocion de color, solo en la Resolucion 0631 del afio 2015
se pide realizar un andlisis y reporte de lo que se estd vertiendo (Minanbiente, 2015);
(Ministerio de Agricultura, 1984) ; razén por la cual, las empresas no realizan una eficiente

remocidn de este parametro.

Segiin Ramos (2010), algunos de los métodos para el tratamiento de aguas coloreadas
pueden ser procesos fisicoquimicos o biologicos. Dentro de los procesos fisicoquimicos se
encuentran las membranas de filtracion, neutralizacién, coagulacidon, destruccion

electroquimica, ozonizacién, adsorcion por carbon, entre otros. Cabe resaltar, que el



tratamiento de adsorcidon por carbon activado es reconocido a nivel mundial como una de las
tecnologias mas eficientes en remocion de colorantes. Sin embargo, estas tecnologias no
estan al alcance de muchas empresas debido a su complejidad de uso y costo, dado a esto, se
han realizado multiples investigaciones sobre otros métodos de tratamientos, como procesos
de biorremediacion, usando bacterias y hongos (Rojas & Hormaza, 2015). En el caso de los
hongos, estos poseen enzimas ligninoliticas tales como las lacasas, las peroxidasas de lignina,
manganeso peroxidasas, las cuales, han dado importantes resultados en la degradacion de
contaminantes recalcitrantes, debido a que dichas enzimas oxidan los diferentes sustituyentes
y los anillos aromaticos de los colorantes (Pearce, Lloyd, & Guthrie, 2003) & (Fernandez,

Henao, & Pedroza-rodriguez, 2009).

Por tanto, las alternativas biologicas para el tratamiento de aguas coloreadas han
demostrado a nivel investigativo ser viables para la remocion de colorantes, los cuales, no son
posible tratarlos en una planta de tratamiento de agua residual convencional, puesto que
dichos colorantes son disefiados para ser resistentes a la radiacion, la oxidacidon por parte de
algunos compuestos quimicos y la accidon de los microorganismos tipicos de tales sistemas de
tratamientos (Martinez et al, 2010). Es asi, como la presente investigacion, se quiere evaluar
la capacidad del hongo Orellana (Pleurotus pulmunarius) en la remocion de color en

efluentes de la industria floricultora en reactores airlift.

Metodologia

Propagacion del hongo. Para la multiplicacion del micelio de Orellana (Pleurotus

pulmonarius), inicialmente se cloné el hongo de manera in vitro en cajas Petri con extracto de



malta, luego de la colonizacion total de la caja Petri (Figura 1), se cultivé de forma ex vitro en
tres sustratos, ripio de café, salvado de maiz y de trigo, con el fin de identificar qué sustrato
permitiria un mayor crecimiento del hongo en el menor tiempo. Para lo cual, se utiliz6é 200 g
de cada sustrato con una humedad del 50% en bolsas de polipropileno, luego se esterilizaron
en autoclave a una temperatura de 120 °C y una presion de 103 kPa. Posteriormente, se
adicion6 micelio de la clonacién in vitro a los tres sustratos y se incubaron a una temperatura
de 24 °C; el tiempo de incubacion dependié del periodo de tiempo que le tomaba al hongo
colonizar los diferentes sustratos y asi determinar que sustrato era el mas adecuado, de

manera que, permitiera el desarrollo del hongo en un menor tiempo (Rios-Ruiz, 2017).

Inmovilizacion del hongo en los reactores airlift. Con el micelio obtenido del mejor
sustrato, se realiz6 la inmovilizacion del hongo en el reactor con el efluente, implementado
tres tratamientos diferentes:

e El primer tratamiento es la inmovilizacion en el sustrato que favorece el
crecimiento del hongo, dado a que los hongos estan adheridos al sustrato, esto
se considera ya una inmovilizacion (Gémez Bertel ef al., 2008), para este caso
se utilizé 150 g de micelio.

e FEl segundo tratamiento, consta de inmovilizar el hongo en estropajo para
garantizar un mayor contacto hongo-efluente debido a la porosidad de este
material lignocelulosico (Fernandez, Henao, & Pedroza-rodriguez, 2009), para
esta inmovilizacion, se cultivdo el hongo en el mejor sustrato junto a el
estropajo y una vez colonizado se utilizé en el reactor, garantizando que se
tengan 150 g de micelio, restando del peso total el peso del estropajo seco.

e El tercer método, es un proceso de inmovilizacion usando alginato de sodio, el

cual consiste en preparar dos soluciones, la primera soluciéon consta de una



mezcla de &cido alginico con agua destilada a una concentracion del 4%, y la
segunda solucion se prepara con Cloruro de Calcio (CaCl2) en agua destilada
a una concentracion del 2 % (Khoo & Ting, 2001). Para la inmovilizacion del
hongo en alginato, se sumergi6 el micelio en la solucién de &cido alginico,
posteriormente se retird y se repitio el procedimiento con la segunda solucion
de CaCl2, al sacar el hongo de la ultima mezcla esté estaria inmovilizado en
esferas de alginato; dicho procedimiento se repitido hasta obtener un peso de

150 g de hongo para cada uno de los reactores.

Diserio experimental. Se trabajé con un disefio completamente al azar, con el fin de
conocer cual era el mejor sustrato para el cultivo del hongo y que tratamiento de
inmovilizacidn favorecia la remocion de color.

Para determinar el mejor sustrato, se implementaron tres tratamientos y tres réplicas,
donde los tratamientos fueron los tres tipos de sustratos, y la variable de respuesta fue el
tiempo de colonizacion de este.

Asi mismo, para determinar el mejor método de inmovilizacion del hongo, se
utilizaron tres tratamientos (alginato de sodio, ripio de café y estropajo), en donde cada uno
contaba con tres réplicas; dichos tratamientos se usaron en los reactores en presencia del
colorante, y se evaluo el porcentaje de remocion de color de cada uno.

Ademas, se evaluaron dos tratamientos control dentro de los reactores con el
colorante: el ripio de caféy el estropajo; los cuales, no contaban con la presencia del micelio

del hongo. Cabe resaltar que todos los ensayos en el reactor duraron 6 dias.

Obtencion y andlisis de datos. se tomaron muestras diarias de los tratamientos de

inmovilizacidn antes mencionados, con el propdsito de cuantificar la medida de absorbancia



(Abs) usando el espectrofotometro. Mientras, que para determinar la longitud de onda se
estableci6 el espectro de absorcion del colorante y se eligié la longitud de onda del pico
maximo de absorbancia.

Para determinar el porcentaje de remocion se cuantificd por medio de la ecuacion 1,

de acuerdo con la metodologia utilizada por Sukumar (1)

Los datos fueron analizados estadisticamente a partir de un analisis de varianzas
(Anova) y una comparacion por grupos homogéneos en el software estadistico R Wizard
version 4.3, en donde si el valor p era menor a 0.05 se aceptaba que habia diferencias
significativas entre los tratamientos comparados, siempre y cuando los supuestos de la
Anova se cumplieran, es decir que presentara un valor p mayor a 0.05. Y en caso de que
los datos no cumplieran los supuestos de Normalidad (Shapiro wilk), igualdad de
varianzas (Breusch-Pagan) e independencia de lo residuales (Durbin-Watson), los cuales
son los necesarios para validar la Anova, se realizaria transformaciones de los datos
mediante las funciones como In(x), x> x, 1/x (Martin, Cabero & Rosario de Paz
Santana, 2007). Consecuentemente, si los datos aun con transformacion no cumplian los
supuestos mencionados, seria necesario aplicar una prueba no paramétrica como la de
Kruskal-Wallis, para establecer si existen diferencias estadisticas significativas entre los

tratamientos.

Resultados



La clonacion del hongo Orellana (Pleurotus pulmonarius) de forma in vitro, demor6
una semana en colonizar el agar extracto de malta en las cajas de Petri, tal como se observa

en la figura 1.

Figura 1. Micelio de la Orellana, clonado e incubado por una semana

A partir de este micelio, se realizd el cultivo de forma ex vitro, en los diferentes
sustratos, en la figura 2 se puede evidenciar que el sustrato que favorecid el crecimiento del
hongo en menor tiempo fue el ripio de café, debido a que el hongo para llevar a cabo la
colonizacién total de los 200 g de este sustrato que contenia un 50% de humedad, tomo
maximo 25 dias, dicho sustrato colonizado se puede observar en la figura 3. Mientras que el
sustrato salvado de maiz y salvado de trigo resultaron ser los menos factibles en cuanto a
tiempo para realizar este proceso, debido a que requieren hasta 35 y 38 dias respectivamente

para que el hongo colonice los sustratos.

Adicionalmente, se confirmé que existen diferencias estadisticas significativas en los
tiempos de colonizacion de los sustratos, donde el sustrato ripio de café presenta diferencias

con el salvado de trigo y maiz, puesto que la prueba ANOVA presenta un valor p=0.00143.



Ademas, los supuestos Shapiro-Wilk, Breusch-Pagan y Durbin-Watson se cumplen con

valores p igual a 0.2621, 0.7295 y 0.5331 respectivamente.
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Figura 2. Tiempo de colonizacion de los sustratos salvado de maiz, trigo y ripio de café por parte del

micelio de Orellana. Comparacion por grupos homogéneos.

Figura 3. Colonizacion del hongo en ripio de cafg.



El micelio obtenido a partir del ripio de café, el cual fue el sustrato mas exitoso se
utiliz6 para las inmovilizaciones en estropajo, alginato y los montajes en el reactor airlift

junto al colorante, tal y como se puede observar en la figura 4 y 5 respectivamente.

A B
Figura 4. A) Inmovilizacioén del micelio en alginato, B) Inmovilizacién del micelio en

Estropajo




Figura 5. Reactores airlift con el agua coloreada y la biomasa listos para iniciar la

biodecoloracion

Ademas, se resalta que el agua residual con la que se realiz6 esta investigacion, es
proveniente de actividades de tinturado de una industria floricultura, y es una mezcla de
varios colorantes, los cuales no se caracterizaron. Sin embargo, al efluente se le realiz6é un
espectro de absorcion (figura 6), donde se eligid la longitud de onda de 630 nm, con un pico
de absorbancia, cuyo valor inicial fue de 2.858, y con el cual, se determind el porcentaje de

remocion.



Absorbancia

Longitud de onda (nm)

Figura 6. Espectro de absorcion para el efluente.

En la Figura 7, se observa la capacidad que tiene el hongo orellana (Pleurotus
pulmonarius) bajo los tres métodos de inmovilizacidon en la remocion de color durante un
periodo de tiempo de 6 dias. Ademas, se puede observar como los tratamientos testigos
usando estropajo y ripio de café, ambos sin presencia de hongo, logran generar remocion de

color probablemente por el proceso de adsorcidon que generan los sustratos.

Adicionalmente, se observa porcentajes significativos de remocién de color en el dia
uno, con valores hasta de 92.43 % para el caso del ripio de café, lo que representa tiempos de
residencia bajos en el reactor para lograr una alta remocién; dicha remocion mediante la

inmovilizacion en ripio de café puede visualizarse en la figura 7.

A medida que se incrementa el tiempo de exposicion, la remocién de color por parte
del hongo estando inmovilizado tanto en ripio de café y en estropajo, tiende a volverse
constantes (figura 7), debido, a que las variaciones con respecto al porcentaje de remocion
inicial son minimas. Sin embargo, se observan porcentajes finales de remocion considerables
con cifras cercanas a 96.28 % para el tratamiento con ripio de café y 87.85% en el
tratamiento con estropajo; por su parte, la remocion mediante la inmovilizacion del hongo en

alginato aumenta para el dia 6 cerca de un 33 % por encima del valor obtenido en el dia uno,



permitiendo obtener una remocion final del 80.54 %. Ademas, los tratamientos testigos
estropajo y ripio de café, influyen de forma positiva en la remocion de color, con porcentajes

de remociones de 4.53% y 26.68% respectivamente.
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Figura 7. Remocion del color bajo los diferentes tratamientos.
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Figura 8. Remocion de color mediante la inmovilizacion en ripio de café.

En la figura 9, se puede observar que existen diferencias estadisticas significativas en

los tratamientos, puesto que la prueba Kruskal-Wallis presenta un valor p < 2.27'% el cual es



menor a 0.05. En el anexo 2 se puede observar que para este caso la ANOVA no se cumple
para los datos ni para las transformaciones, por lo que se uso la prueba Kruskal-Wallis, sin
embargo, se puede identificar que no existen diferencias estadisticas en los tratamientos de

hongo inmovilizado en ripio de café y el hongo inmovilizado en estropajo (d).
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Figura 9. Porcentaje de remocion de color mediante los diferentes tratamientos. Comparacion por

grupos homogéneos.

En la tabla 1, se puede observar el comportamiento inicial y final de algunas variables
fisicoquimicas como pH, O2, saturacion de O2, conductividad y Solidos disueltos de los
diferentes tratamientos, con el fin de identificar las variaciones en sus valores producto de la
actividad enzimatica del hongo durante la remocion de colorante y asi determinar, si después
del tratamiento del efluente, este es Optimo para la descarga a los cuerpos de agua naturales y
cumple con la normativa legal vigente en tema de vertimientos o se debe realizar otros

tratamientos para cumplir dichas normas.



Tabla 1. variables fisicoquimicas para los diferentes tratamientos empleados para remover el

color.
pH 02 mgl % saturacion conductividad us'cm 8D mgl
Tratamientos Inicia | Fmal Inictal | Final Inioal Final Iniciad | Final Inicial | Fmal
g E 61+ 5554 90+ 2001+ 35867+
PR REIEERARC g [ilbebdg [0 58085 |801+01|84£1235 |01 6676712870 |01 5143
a0 61+ 555+ 9135+ 392+ 209 1+
gumato 01 |433£042 |01 674156 |B01401]1586 01 19036723530 |01 1088 £ 122.05
— 61+ 555+ 9133+ |3924 209.1+
01  [5162049 |01 626+124 [80.1+01/17.21 0.1 743 + 19180 01 394 £ 104.99
S— 61+ 555+ 11233+ |3924 2091+
01 [681+069 |01 84089 [80.1401[1135 0.1 6133344706 |01 30842524
Tesigo spio do café 61+ 555+ 10347 [3924 209.1+
01  [6032£007 |01 7192019 [801+01|+313 01 26137+£577 01 468333£472

Las reacciones por parte de la actividad enzimatica del hongo para llevar a cabo la
remocion de color en los tres métodos de inmovilizacidon, contribuyé a acidificar el medio, a
comparacion de los tratamientos testigos como estropajo y ripio de café, los cuales, no
modificaron significativamente el valor de pH. Por su parte, en cada uno de los tratamientos
se presenta un aumento de las variables conductividad y so6lidos disueltos, incluso en los

tratamientos testigos.

Discusion

En esta investigacion el sustrato que favorece al crecimiento del hongo, es el ripio de
café, puesto que el hongo colonizd todo el sustrato en un periodo de tiempo de 25 dias,
siendo el menor tiempo comparado con los demas sustratos, como se observa en la figura 2,
lo cual coincide con el estudio de Cérdenas (2017), donde el ripio de café presentd el menor
tiempo de colonizacion por parte del hongo Pleurotus Ostreatus en un tiempo de 28 dias, en

dicho estudio el ripio de café fue comparado con los sustratos bagazo de cafia de azucar, hoja




de platano y tallo de maiz. Esto se debe, a que los hongos de podredumbre blanca como el
Pleurotus spp en su fase de crecimiento prefieren los carbohidratos, la celulosa y la lignina,
dichos compuestos le permiten al hongo obtener el carbono para la formacién de biomasa
(Cardenas, 2017). Ademas, segin Ramos (2010) el ripio de café o borra de café esta
compuesto principalmente por acidos grasos, proteinas, acidos clorogénicos, carbohidratos y
pequefias trazas de cafeina, favoreciendo el crecimiento del hongo. Mientras que, la
composicion de los otros dos sustratos evaluados en esta investigacion, es principalmente
fibra insoluble lignificada, proteinas y en menor proporcion lipidos ( Chaquilla-Quilca et al,
2018), por lo que, no se encuentran los nutrientes que prefieren este tipo de hongos para su

crecimiento.

Ademas Diaz & Carvajal (2014) en un cultivo del hongo pleurotus ostreatus
plantean, que los hongos en el proceso de descomposicidon aerobica de la materia organica
requieren mayor presencia de carbono que de nitrégeno, sin embargo los sustratos de salvado
de trigo y maiz presenta una alta concentracion de nitrégeno, lo que genera una competencia
en el crecimiento del hongo, debido a que esto favorece la contaminacion del medio de
cultivo, por la proliferaciéon de bacterias que se ven favorecidas por el nitrogeno y las
proteinas, puesto que, la concentracion aproximada de proteinas en el salvado de trigo y de

maiz es de 17.6 % y 23.3% respectivamente (Obando et a/, 1983).

Por otro lado, en el proceso de remociéon de color pueden presentarse diferentes
fendmenos tales como adsorcion y transformacion por parte de las enzimas producidas por el
hongo (Fernandez, Henao, & Pedroza-rodriguez, 2009). En este sentido, la produccion de la

biomasa influye directamente en la remocion de color, puesto que Kapoor & Viraraghavan



(1995), indican que estos tipos de microorganismo de forma independiente a su metabolismo
puede llevar a cabo este proceso por medio de bioadsorcion gracias a que la pared celular del
hongo contiene quitina, quitosano y glucanos, que debido a su carga negativa se pueden unir
por intercambio i6nico a muchos tipos de colorantes. Por tanto, la eficiencia de la biomasa va
a depender del medio y de las condiciones del cultivo, lo cual permitird que la biomasa de
hongo pueda ser empleada como bioadsorbente natural y facil de obtener (Coulibaly,

Gourene, & Agathos 2003).

Kapoor & Viraraghavan (1995) y Gémez-Bertel ef a/, (2008) en sus investigaciones
determinaron que los colorantes de las aguas residuales son removidos por procesos de
adsorcion, lo cual, permite establecer que posiblemente los altos valores de remocion que se

obtuvieron en la figura 7, se deba a la influencia de la adsorcion por la biomasa del hongo.

Mientras, en investigaciones realizadas por Medina (2018) & Fernandez, Henao, &
Pedroza-rodriguez (2009) establecen, que los hongos lignoliticos permiten remover
colorantes (azo, trimetilmetano, antraquinona) provenientes de diferentes industrias con
porcentajes de remocion entre el 90% y 100%, en un periodo de tiempo entre 7 y 20 dias, lo
cual depende de las condiciones del medio, el colorante y la concentracion. Por tanto, a pesar
de que en la figura 7 se observa que al cabo del sexto dia se lograron obtener porcentajes de
remocion de 96,28%, 87,85 % y de 80,54% con el hongo inmovilizado en ripio de cafg,
estropajo y alginato respectivamente, dichos valores hubieran sido un poco mayor si los
montajes se hubieran dejado por mayor tiempo. Debido a que los autores antes mencionados,
en sus investigaciones observaron que los mayores porcentajes de remocion se presentaron
durante el dia décimo usando hongos ligninoliticos debido a la acciéon de las enzimas

oxidativas.



Por otro lado, en las figuras 7 y 9 se evidencian unos tratamientos blancos o controles,
usando ripio de café y estropajo sin presencia de hongo. En el blanco con estropajo se
alcanz6 un porcentaje de remocion maximo del 4.53%, sin embargo Fernandez, Henao, &
Pedroza-rodriguez (2009) encontraron remociones del 53% para el séptimo dia en un
proceso de remocion con estropajo sin presencia de hongo, de igual manera se menciona que
esta remocioén se da por medio de la adsorcidén, donde las moléculas del colorante son
retenidos en la superficie porosa del estropajo; ademas, en dicho estudio se indica que el
proceso de adsorcion puede ser afectado por la aireacion puesto que las burbujas pueden
causar la desorcion del colorante, es decir que se desprendan las moléculas de las superficie
del estropajo. De esta manera, se puede decir que la baja remocién por parte del blanco de

estropajo en esta investigacion se debe posiblemente a la aireacion, la cual tenia un caudal de

0.018 L/s.

Por su parte, el blanco con ripio de café obtuvo un porcentaje de remocién maxima
del 26.68 % , el cual es bajo, comparado con los resultados de Ramos (2010) donde
obtuvieron remociones de hasta 98% de los colorantes azul de metileno y verde malaquita,
dado a que la borra o ripio de café funciona como un biosorbente, es decir que por diferentes
mecanismos como el intercambio idnico atrapa el colorante, removiéndolo asi del efluente;
sin embargo en dicho estudio se hace el experimento a escalas pequefias y con ambientes

controlados, lo que puede justificar la alta remocion.

En cuanto a la remocion eficiente que se obtuvo con el hongo inmovilizado en
estropajo, segin Fernandez, Henao, & Pedroza-rodriguez (2009) el uso de este material como

mecanismo de inmovilizacidon permite aumentar la eficiencia de la remocion de color, debido



a que la biomasa del hongo es retenida dentro y alrededor del estropajo, facilitando que este
material poroso permita el desarrollo de las hifas del hongo y funcione como una fuente de
carbono para simular la condiciones ligninoliticas, lo que a su vez favorece la remocion de

color por actividad enzimatica y por adsorcion.

Hernandez-Teran, et al (2009) en su investigacion sobre inmovilizaciéon de hongos
ligninoliticos, se establece, que la inmovilizacion en redes poliméricas permite incrementar la
actividad y estabilizar los sistemas enzimaticos en hongos basidiomicetos que producen
enzimas como lacasa para degradar la lignina, y establece que la actividad de la lacasa
depende de la capacidad el hongo para colonizar la red polimérica. Lo anterior, permite
explicar el comportamiento que presentd el hongo Pleurotus pulmonarius inmovilizado en
esferas de alginato en la remocion de color durante el sexto dia de evaluacion, donde se
aumenta la remocion de este parametro, debido a que la actividad de las enzimas
responsables de su degradacion, estaban siendo estabilizadas por la inmovilizacion en
alginato de sodio. Lo cual, se relaciona con la investigacion de Sossa-Urrego, et al/ (2008)
donde se dice que la presencia de calcio al realizar la inmovilizacién en alginato de sodio

puede estabilizar y activar la enzima, favoreciendo de esta manera la produccion enzimatica.

Aunque en este trabajo no se realiz6 un proceso de caracterizacion de las enzimas del
hongo de podredumbre blanca Orellana (Pleurotus Pulmonarius) que interviene en el
proceso de remocion de color, Fernandez, Henao, & Pedroza-rodriguez (2009) establecen,
que gracias a que algunos colorantes tiene similitud estructural con las subunidades de
fenilpropano que conforman el polimero de lignina, las enzimas de estos tipos de hongos
como lacasas, Manganeso Peroxidasa, lignino Peroxidasa, versatil Peroxidasa, cresolasas,

catecol oxidasas, glioxal oxidasas, Aril-alcohol oxidasas y tirosinasas permiten degradar la



lignina, oxidar sus diferentes sustituyentes y los anillos aromaticos de los colorantes. Lo
anterior permite establecer el por qué el hongo Orellana (Pleurotus Pulmonarius)
implementado en esta investigacion permitido remover con valores significativos la presencia
de color en el efluente, puesto que la remocién se da mediante un proceso de oxido-reduccion
asociado a las enzimas de hongo, tal y como lo establecen Gémez-Bertel et al, (2008) quienes
aseguran que el complejo enzimatico de los hongos de podredumbre blanca permite remover

concentraciones de color y algunos metales pesados en industrias curtiembres y textiles.

Luego de aplicar los tres tratamientos de inmovilizacion del hongo para remover el
color, se presentan una acidificacion del medio al final de dicho tratamiento tal y como se
puede observar en la tabla 1, puesto que segun Fernandez & Henao ( 2007) se debe a las
enzimas cresolasas, catecol oxidasas, glioxal oxidasas, Aril-alcohol oxidasas y tirosinasas de
los hongos de podredumbre blanca, las cuales permiten degradar sustratos mas sencillos
gracias a sus radicales cationicos que dependiendo del tipo de compuesto de colorante forma
CO2, agua, iones y acidos organicos. Por su parte Fernandez, Henao, & Pedroza-rodriguez
(2009) indicaron que cuando se tiene un rango de acidez que oscila entre 3,5 y 5,2 favorece la
presencia de la enzima lacasa para llevar a cabo la biotransformacion de colorante en

respuesta a sus anillos aromaticos.

En cuanto a los valores de oxigeno disuelto y su porcentaje de concentracion
presentes antes y después de los diferentes tratamientos contenidos en la tabla 1, su aumento
se debe por el sistema de aireacion con el que se instalo los reactores para llevar a cabo la
remocion de color. Sin embargo, Medina (2018) encontrd que al final del tratamiento de la
remocion de colorante negro reactivo 5 usando Pleurotus ostreatus, Aspergillus niger y un

medio de control, las medias de las mediciones de Oxigeno disuelto presentaban una menor



concentracion, pasando de tener un valor inicial de 10 mg/l de oxigeno disuelto a 7,26, 7,77 y

9,73 mg/1 respectivamente debido al metabolismo aerobico de estos organismos.

Al comparar los parametros fisicoquimicos finales de la tabla 1, especialmente el
pardmetro de pH con la Resolucion 0631 de 2015 que en su capitulo VI, menciona los
parametros fisicoquimicos y sus valores maximos permisibles en los vertimientos puntuales
de aguas residuales no domésticas (ARND) a cuerpo de aguas superficiales, se tiene que para
el sector de agroindustria y especialmente para el procesamiento de flores, se indica que el
valor de pH con el que el agua debe ser vertida, deberd estar en un rango de 6,00 a 9,00
unidades de pH. Con base en lo anterior, las aguas tratadas bajo la metodologia que se aplicéd
en este trabajo deben tener un tratamiento posterior para corregir el pH con el fin de que

tienda a la neutralidad.

Finalmente, con respecto a la conductividad y a los sélidos, estos parametros en todos
los casos aumentan, debido a los medios de inmovilizacién, por lo que posterior al
tratamiento con los hongos se podria realizar otros métodos como la filtracion para la

reduccion de estos pardmetros (Medina, 2018).

Conclusiones.

e El sustrato ripio de café permite el Optimo crecimiento del hongo Orellana en el
menor tiempo, puesto que posee nutrientes que el hongo prefiere como fuente de
carbono para su crecimiento, por lo que es una excelente alternativa como medio de
cultivo, dado que este sustrato es un residuo y no tiene costo alguno.

e En esta investigacion se pudo determinar que efectivamente el hongo Pleurotus

Pulmonarius tiene la capacidad de realizar una remociéon de color de efluentes



provenientes de las actividades de tinturado de flores, por lo que este tipo de
tratamientos a una mayor escala podrian ser una alternativa viable para el tratamiento
de colorantes, puesto que los porcentajes de remocidon son altos y los tiempos de
residencia son bajos.

e [os métodos de inmovilizacion que mas favorecen a la remocion del color son el ripio
de café y seguidamente el estropajo, puesto que ademas de la accion del hongo, estos
medios pueden retener las moléculas de color mediante el proceso de adsorcion, lo
que implica una mayor remocion del colorante.

e Algunos parametros fisico-quimicos del efluente obtenido después del tratamiento
con el hongo, segiin la norma colombiana, no son los adecuados para verter a un
cuerpo de agua natural, por lo que es necesario establecer tratamientos posteriores

para su respectiva correccion.
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Anexos

Anexo 1. Tabla de verificacion de la Anova y transformacion de datos.
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Anexo 2. Adsorcion de color mediante el estropajo. A) antes y B) después del montaje
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Anexo 2. Remocion de color con el mejor método de inmovilizacion (ripio de café)



Anexo 3. Adsorcion de color mediante el estropajo. A) antes y B) después del montaje



