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Biodegradacion de taninos de curtidurias mediante cultivos de A. niger

Resumen

Una de las actividades econdmicas importantes de nuestro pais es la industria
del curtido de pieles; en la ciudad de Ledn, Guanajuato, esta actividad
representa el 70% de la produccion peletera del pais. Para tal actividad el uso
de grandes volumenes de agua y de los extractos curtientes vegetales es
indispensable.

Los curtientes vegetales usados en esa industria contienen proantocianidinas
(taninos condensados). Este tipo de compuestos son polifenoles de alto peso
molecular que resultan toéxicos para muchos organismos, por tal motivo el
tratamiento del agua se ve limitado y es necesario implantar nuevos sistemas
que ayuden al tratamiento de los efluentes de las mencionadas industrias. La
digestion anaerobia que seria el tratamiento indicado para reducir las elevadas
descargas de materia organica de las curtidurias se inhibe, lo cual significa
que existen compuestos que no son degradados y que ademas resultan toxicos
para algunas de las bacterias implicadas en este proceso.

Por las razones sefialadas, el presente trabajo propone implementar un sistema
de pretratamiento aerdbico con la aplicacion de microorganismos con
mecanismos de degradacion de taninos, capaz de degradar los componentes
toxicos para que las bacterias anaerobias cumplan las necesidades del
tratamiento del agua residual de las curtidurias.

El estudio de degradacidon de taninos hidrolizables ha sido de gran importancia
para la industria alimentaria o farmacéutica. Se ha observado que son
productores de sistemas enzimaticos inducibles conocidas como tanasas
(tanin-acil-hidrolasa, EC.3.1.1.20) cuyas propiedades varian dependiendo de:
el microorganismo utilizado, las condiciones del medio de cultivo y del tipo
de cultivo que se trate. Sin embargo, no se tienen referencias sobre los
mecanismos de accion para la degradacion de proantocianidinas y sus
aplicaciones. En la presente tesis se trabajo con una cepa de Aspergillus que
es productora de tanasas de amplio rango, es decir, degrada tanto taninos
hidrolizables como condensados y esto hace posible una destoxificacion de los
efluentes de la mencionada industria para completar el tratamiento del agua
residual.

Se caracterizaron los solidos del extracto de acacia por ser el curtiente mas
utilizado actualmente por la industria del curtido de pieles, el analisis se
efectué por la fijacion del extracto al polvo de cuero usado para medir el
poder curtiente en las tenerias, obteniéndose dos fracciones de solidos: los
llamados taninos que son el 63% y, los llamados no-taninos que son el 37%.
Dentro de los no-taninos se cuantificaron azucares (10%), monomeros de
flavanoles, acido galico y cenizas. Cabe mencionar que también pueden existir

Sonia Escircega Cruz i



Resumen

otro tipo de componentes como gomas, fibras, dcidos grasos, proteinas, etc.
que no fueron cuantificados por tratarse de un extracto complejo. Se logro
determinar que A. niger consume azicares y la produccion de biomasa tiene
principalmente una relacion directa con el consumo de los azucares presentes
en la fraccion de los no-taninos y que la velocidad especifica de crecimiento
de A. niger Aa20 crecido sobre extracto de acacia como unica fuente de
carbono y energia, en medio liquido, se inhibe al incrementar la concentracion
inicial de sustrato. Cabe mencionar que la degradacion del extracto curtiente
utilizado se probd dentro de las concentraciones que se espera tengan los
efluentes y ain existe actividad para la destoxificacion. Al estudiar el efecto
de la concentracion del extracto de acacia sobre la velocidad especifica de
crecimiento de 4. niger Aa20, se observo un efecto inhibitorio de tipo Luong.

Aspergillus niger Aa20 fue capaz de crecer en medio liquido con extracto de
acacia como unica fuente de carbono y energia desde 5 hasta 120 g/L con un
Yxs ~ 0.1, sin embargo, el balance de solidos indicé que este organismo
consume preferencialmente los no-taninos, aunque posiblemente modifica los
taninos. Con las pruebas de actividad metanogénica en los lodos anaerobios se
observa que la metanogénesis aumenta en 20%, aproximadamente.

Los modelos matematicos de crecimiento, de consumo de sustrato y de los
fenémenos de transferencia y difusion en el reactor pueden ser un
complemento importante para la descripcion mas detallada del sistema y asi
poder disefiar de una forma mas precisa el sistema adecuado para la industria.

La comparacién entre los matraces agitados y el reactor de biopelicula
inmovilizada sobre plastico indicé que la biopelicula degrada mejor a los
componentes toxicos del extracto de acacia, segin se evalud por su efecto
sobre un consorcio de bacterias metanogénicas. Este resultado es importante
para el disefio de reactores de pelicula inmovilizada de 4. niger como método
parcial del tratamiento del agua residual de las tenerias.

Estos resultados permiten proponer el uso de biopeliculas de A. niger como
sistema de tratamiento parcial de la fraccion de no-taninos. Lo cual implica
que, por separado, se debe desarrollar un proceso industrial de separacion y
reuso de los taninos residuales. De esta forma se podrda atenuar
considerablemente el impacto ecolégico de las descargas de las tenerias.

Se recomienda el estudio de la dinamica y optimizacion de los reactores de
biopelicula de A. niger alimentados por la fraccion de no-taninos de los
extractos curtientes vegetales para obtener las ecuaciones de diseiio de este
tipo de reactores industriales. En este sentido esta tesis es un antecedente
metodoldégico para este fin.
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Biodegradaciin de taninos de curtidurias mediante cultivos de A. niger

1. Introduccion

1.1 Impacto ambiental

La industria curtidora puede ser calificada como un motor basico para la economia de Leodn,
Guanajuato. En esta ciudad se procesa el 70% de la produccion peletera del pais, que se ocupa
al 60% de la mano de obra local. El estado de Guanajuato surte de cueros y pieles al 81% de la
industria zapatera leonesa, que a su vez cubre el 60% de la produccion nacional del calzado,
ademas de significar 13% de las exportaciones zapateras mexicanas. En esta entidad, se
encuentran cerca de 721 tenerias, o curtidurias, el mayor nimero de las cuales se encuentra en

los municipios de San Francisco del Rincon, Purisima de Bustos y Le6n.

Las curtidurias de la region elaboran una amplia gama de articulos, enfocados principalmente
al suministro de la industria del calzado (81%), asi como también a las areas de la vestimenta
y marroquineria como son: piel para forros, corte, suelas, cerco y tacones, bolsas, cinturones,
maleteria, etc. Dentro de los tipos de piel que preponderadamente se curten en la industria de
la curtiduria se encuentran las de bovino (82%), porcino (8%), cabra (4%), borrego y equino,
principalmente; sin embargo, a ultimas fechas la curticion de pieles exdticas permitidas ha

tenido gran auge, tal es el caso de la piel de avestruz.

Para realizar el curtido de cualquier tipo de piel se utiliza un conjunto de operaciones (Figura
1), que consiste en la maceracion de las pieles, previamente lavadas y limpiadas, con
soluciones curtientes vegetales (en aproximadamente el 15% de las tenerias) o minerales

(cromatos en el resto de las tenerias).

Sonia Escircega Cruz 1



Introduccion

Remojo Depilacion y Curtientes
Pielcruda ___,| enagua | P climinacién de |~ (extractos vegetales
de cal restos de came o sales de cromo)

Magquina de estirado
para suavizar la piel

4—| Secado |4€—| Corte LE)mrimido

Piel curtida

Planchado y tefiido | Pulido |——p

Figura 1 Diagrama del proceso de curtido de pieles

El exceso de curtientes genera un importante volumen de aguas residuales, contaminadas con
cerca de 100 g/ de materia organica y taninos que no reaccionaron con las proteinas de la
piel. Estas descargas organicas son de muy dificil degradacion bioldgica debido a que los
taninos estan formados por polifenoles, sustancias toxicas para la mayoria de los
microorganismos utilizados en las plantas convencionales de tratamiento biologico de aguas
residuales. Ademas, estas descargas ricas en taninos también resultan dafiinas para la flora y
fauna acuatica de la region y se ha planteado la necesidad de reducir su impacto ambiental. De
ahi que sea importante, para mejorar la ecologia de Guanajuato, entender la naturaleza de los

taninos usados en las curtidurias y las alternativas de su tratamiento biolégico.

Por lo tanto, se hace necesario encontrar métodos para reducir o eliminar las descargas de

taninos residuales de esta industria, incluyendo un método nuevo de tipo bioldgico que

Sonia Escarcega Crus 2



Biodegradacion de tansnos de cuntidurias mediante cultivos de A. miger

permita superar los problemas de toxicidad de los taninos sobre la accion de los
microorganismos de los digestores, que dado el alto nivel de descarga organica, tendrian que
ser de tipo anaerobio (metanogénico), porque los aerobios requeririan un gran consumo de
oxigeno con largos tiempos de residencia de los efluentes y, en consecuencia, con altos costos

de construccion, operacion y mantenimiento.
1.2. Definicién de los taninos

Los taninos o extractos curtientes son mezclas de compuestos de composicion quimica muy
diversa. Son extraidos de cortezas, maderas, frutos, hojas o vainas de diversas especies
vegetales y tienen la propiedad de combinarse, bajo ciertas condiciones, con la proteina de la
piel (colageno o corium), para obtener un producto de estabilidad hidrotérmica, muy resistente

a las acciones mecanicas, cominmente llamado cuero (Lopez y Hernandez, 1986).
1.3. Fuentes de curtientes vegetales

Su distribucion en los vegetales es muy amplia;, abarca casi todas las familias de ese reino,
incluyendo a los vegetales inferiores. Geograficamente, su presencia predomina en regiones de
clima templado y tropical, influyendo en su abundancia, la altura sobre el nivel del mar, la

constitucion del terreno, la humedad, etc. (Cannas, 1999).

Comercialmente, los taninos se obtienen como extractos de arboles, entre los que destacan: el
quebracho, el castafio y la mimosa, y entre los secundarios: el pino valonea, los mirabolanos,
el zumaque y el eucalipto. Recientemente ha tomado mucha importancia la mimosa brasilefia,
conocida como acacia, acacia brasilefia, acacia negra, etc., ya que dicho extracto puede ser
considerado dentro de los principales curtientes vegetales utilizado en nuestro pais (Lopez y
Hemandez, 1986).

Sonta Escdrcega Cruz 3



Introduccién

1.4. Clasificacion comparativa y origen de los taninos
Segiin Cannas (1999), en los vegetales existen tres grandes clases de metabolitos secundarios:

e Compuestos que contienen nitrégeno
e Terpenoides

e Fendlicos

Los taninos pertenecen a los compuestos fendlicos y son formados por la ruta biosintética del
acido shiquimico (Figura 2), la cual también participa en la formacion de otros compuestos
fenélicos, tales como: isoflavones, cumarinas, ligninas y aminoacidos aromaticos (triptofano,
fenilalanina y tirosina). Los taninos se clasifican en dos grupos principales: taninos

hidrolizables y los condensados (proantocianidinas)

Sonia Escércega Cruz 4
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Figura 2 Ruta biosintética del acido shiquimico
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1.4.1. Taninos hidrolizables

Introduccion

Este tipo de taninos cuentan con una estructura molecular minima para manifestarse como

curtientes (Figura 3) y ésta suele ser: acido gilico o acidos derivados de éste unidos por

esterificacion a una molécula central de azicar que puede ser un mono- o bien un

oligosacarido. (Lopez y Hernandez, 1986). Este tipo de taninos son facilmente degradados por

la accion de muchos microorganismos mediante la accion de las esterasas llamadas tanasas,

discutidas mas adelante.
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Acido hexahidroxifenico
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Figura 3 Estructuras moleculares de los taninos hidrolizables
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Biodegradacion de taninos de curtidurias mediante cultivos de A. niger

1.4.2 Taninos condensados

Son conocidos como proantocianidinas, se forman por la unién de nucleos polifenélicos
(mono-, di- o trifenoles) mediante enlaces de tipo éter, a través de cadenas carbonadas de
longitud variable y posiblemente por los propios carbonos del nucleo, el cual puede ser del
tipo de catequina, resorcina, pirogalol, fenol, floroglucina, etc. (Figura 4) Esta union entre
nicleos fendlicos puede ser también mediante heterociclos que contienen atomos de oxigeno y
carbonos alifaticos. (Lopez y Hernandez, 1986). La despolimerizacion de estos compuestos se
origina a temperaturas elevadas y en medio acido, formando antocianidinas (Figura 5). Los
taninos condensados son mas resistentes al ataque microbiano. (Lewis y Starkey, 1962) y aun
no se conocen los sistemas enzimaticos que los degradan, incluso se ignora si esta
biodegradacion se lleva fuera o dentro de las células de los organismos que pueden

degradarlos.
1.5. Caracteristicas quimicas de los taninos

Quimicamente, los taninos se caracterizan por su contenido de grupos funcionales fenolicos.
En algunos casos, estan en forma de glucosidos, con diferentes azicares en su molécula, en
otros estin exentos de ellos. Forman agrupaciones moleculares complejas de peso
generalmente alto (2000 y mas) son solubles en agua e insolubles en la mayoria de los
solventes organicos, producen soluciones de caracter coloidal y no son cristalizables

(Fessenden y Fessenden, 1983).

1.5.1. Interaccién de taninos con otras macromoléculas

La actividad de los taninos causa gran impacto negativo sobre la fisiologia de las células
debido a su capacidad de formar complejos con numerosos tipos de moléculas, tales como:
carbohidratos, proteinas, polisacaridos, membranas celulares y enzimas. (Cannas, 1999) y por
esa razon su presencia es indeseable en las descargas liquidas de origen industrial, cuyo

destino final sean los lagos, rios o mares circundantes a las tenerias.

Sonta Escdreega Cruz 7



R‘l
(4) R, =R, = OH, R, = H; Catequina
() Ri=Ry=R,= OH Galocatequina
R, = OH, R, = Ry = H; Afzelequina
R,=R;=H, R OH Fisetinidol
R, =H. R, = R, = OH; Robinetinidol

(5 R; = OH, R, = H; Epicatequina
R, = R, = H; Epiafzeliquina
(7) R, =R, = OH; Epigalocatequina

A« i, Oy

Figura 4 Estructuras moleculares de los taninos condensados
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proantocianidina _ antocianidina

Calor

v
P

Acido

Figura 5 Despolimerizacion de taninos condensados (Proantocianidinas)

1.6. Caracteristicas quimicas del extracto de acacia

El extracto de acacia es una mezcla de taninos ricos en catecol que proviene de las cortezas de
los arboles de varias especies de acacia, tiene un peso molecular promedio entre 1.6-1.7 KDa.

El material curtiente esta constituido principalmente por:

a) La parte de los taninos (que reaccionan con el cuero crudo) tiene unidades flavonoides
que pasaron por varios estados de condensacion. Estos componentes tienen fuerte
afinidad por la estructura colagénica de la piel y son la parte curtiente del extracto
(Lopez y Hernandez, 1986).
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b) La parte correspondiente a los no-taninos esta constituida de carbohidratos (hexosas,
pentosas, disacaridos, etc.) y glucoronatos complejos (gomas, hidrocoloides, etc.), los
cuales ayudan en el equilibrio de la reactividad de los taninos y contribuyen al curtido
para el llenado de los cueros (Lopez y Hernandez, 1986).

c) Los solidos insolubles son compuestos originados de sales inorganicas y micro-

residuos de fibras vegetales presentes en la materia prima (Lopez y Hernandez, 1986).

En la Tabla 1 se muestra la composicion de una muestra de extracto de acacia negra brasilefia,
en la cual se indica que cerca del 70% est4 formada por taninos, el 25% por no-taninos y
menos del 1% por insolubles. El resto corresponde a la humedad de la muestra. Esto implica
que cerca del 75% de los solidos de la mezcla estd compuesto por taninos. Sin embargo, a
cada curtiente vegetal que se desea utilizar en las tenerias es necesario practicar una prueba de

calidad de las muestras mediante un analisis quimico para determinar sus caracteristicas.

Tabla 1 Especificaciones para el extracto de acacia negra brasilefia

% Taninos 65-69

% No-Taninos 24-26

% Insolubles 0.8-1.3
% Humedad 5-7

pH 4-5

Color (LOVIBOND) Amarillo 0.8-1.2
Rojo 0.6-0.8
Viscosidad solucion al 50% -70% | 20-25 cps

"Métodos Oficiales de Analisis (Society of Leather Trades Chemists) Método de Agitacion

1.7. Toxicidad de los taninos en microorganismos

La toxicidad de los taninos se ha estudiado en los microorganismos del rumen, como en
Streptococcus  bovis, Butyvibrio fibrosolvens, Fibrobacter succinogenes, Prevotella
ruminicola y Ruminobacter amylophilis, en los cuales se han identificado tres mecanismos de

toxicidad:

¢ Inhibicion enzimatica y secuestro de sustrato
e Interaccion con las membranas celulares
e Secuestro de iones metalicos
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Por lo que los taninos conducen a cambios en la morfologia de muchas especies bacterianas y

a crear mecanismos de defensa como son:

Secrecion de polimeros
& Sintesis de enzimas resistentes a los taninos
Biodegradacion de taninos (peculiarmente de algunas bacterias recientemente descubiertas

que son capaces de tolerar altos niveles de proantocianidinas) (Cannas, 1999; Bhat, ef al.,
1998)

La toxicidad de los taninos sobre las bacterias anaerobias es de gran importancia ambiental
porque impide la biodegradacion de estas moléculas en los digestores anaerobios (Field, ef al.,
1987, 1990), siendo esto una limitante para el tratamiento de agua residual de la industria de la
curtiduria, ya que para la produccion requerida se utilizan grandes volimenes de agua que

contienen el exceso del curtiente utilizado para la curticion de las pieles.
1.8. Biodegradacion de los taninos

Se han realizado estudios de la degradacion de los taninos y se han encontrado
microorganismos resistentes a ellos, entre los que destaca el deuteromiceto Aspergillus niger,
pues se tiene noticia que puede tolerar hasta 100 g/L de acido tanico (Aguilar, 2000; Ramirez,
2000). Pero no se tienen datos de su tolerancia a los taninos condensados, aunque se sabe que
puede degradarlos en menor grado que los hidrolizables, tanto en ambientes aerobios como
anaerobios (Lewis y Starkey, 1962, Bhat ef al., 1998). Se sabe que para la biodegradacion de
los taninos hidrolizables se sintetizan enzimas llamadas tanasas (tanin-acil-hidrolasa,
EC3.1.1.20). El mecanismo de accion es la hidrolisis de los enlaces éster del acido galico, que
en los taninos hidrolizables puede ser de dos tipos: esterasa, cuando la hidrolisis se da entre
una molécula de acido galico y glucosa, o bien entre un grupo metilo y una molécula de acido
galico; depsidasa, cuando la hidrolisis se da entre dos moléculas de acido galico y la enzima

actua despolimerizando la molécula, como ocurre en el acido tanico (Beverini y Metche,
1990).
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Se han encontrado diversos microorganismos (Tabla 2) que producen tanasas, entre los cuales
se puede mencionar a trece especies del género Aspergillus. Estas enzimas son inducibles,
porque su biosintesis requiere de la presencia de algun derivado de los taninos como sefial
para producir la enzima, aunque se ignora la estructura quimica de las moléculas inductoras

(Bajpai y Patil, 1996).

Tabla 2 Microorganismos productores de tanasas

Microorganismo Referencia
Bacterias

Bacillus pumilis Deschamps et al., 1983

B. polymyxa Deschamps et al., 1983

Corynebacterium spp. Deschamps ef al., 1983

Klebsiella pneumoniae Deschamps ef al., 1983
Levaduras

Candida spK1 Aoki et al., 1976, 1979a,b

‘Ascochyta boltshauseri

Reshetnikova et al., 1984

A. pisi Reshetnikova et al., 1984

A. biochemica Reshetnikova ef al., 1984

A. viciae Reshetnikova et al., 1984
Aspergillus carneus Ganga et al., 1977

A. flaviceps Ganga et al., 1977

A. flavus Chae and Yu, 1973

A. fumigatus Lewis and Starkey, 1962

A. japonicus Ganga et al., 1977

A. leuchensis inui Rhind and Smith, 1922

A. nidulans Ganga et al., 1977

A. niger Nishira and Mugibayashi, 1960
A. oryzae Yamada et al., 1967

A. oryzae pseudoflavus Seiji et al., 1973

A. parasiticus Ganga et al., 1989

A. terreus Ganga et al., 1977

A. ustus Ganga et al., 1977
Chaetomium lobosum Nishira and Mugibayashi, 1960
Moucor pranii Nishira and Mugibayashi, 1960
Mirothecium verrucaria Nishira and Mugibayashi, 1960
Neurospora Nishira and Mugibayashi, 1960
Rhizopus Nishira and Mugibayashi, 1960

Trichothecium roseum
Penicillium chrysogenum
P. fellutanum

P. islandium

P. notatum

P. variable

Nishira and Mugibayashi, 1960
Rajkumar and Nandy, 1983
Ganga et al., 1978

Ganga et al., 1978

Ganga et al., 1978

Ganga et al., 1978

Fuente: P.K. Lekha y B.K. Lonsane, 1997
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La produccion de tanasas, asi como sus propiedades varian dependiendo del microorganismo,
de las condiciones del medio de cultivo y del tipo de cultivo que se use (medio solido o
liquido) (Lekha y Lonsane, 1994 y 1997; Lane et al., 1997; Bajpai y Patil, 1996 y 1997,
Bradoo et al., 1997, Deschamps et al., 1980; Hadi et al., 1994; Chatterjee ef al., 1996, Bhat et
al., 1997).

Conviene aclarar que ain se desconoce el mecanismo enzimatico por el cual ciertos
microorganismos puedan degradar a los taninos condensados, aunque se han aislado algunas
cepas microbianas capaces de crecer en ellos como Gnica fuente de carbono (Grant, 1976,

Galoitou et al, 1986; Cancino et al., 2000).
1.9. Aplicacién industrial de organismos resistentes a los taninos

Algunos estudios se han enfocado a la produccion de tanasas con A. niger, para disminuir la
capacidad astringente de los polifenoles. Asi las tanasas tienen un uso muy amplio en la
manufactura del té instantaneo, de bebidas con sabor a café, de vino de bellota y de acido
galico, en la clarificacion de cerveza y jugos de fruta, en el tratamiento para la festabilizacién
de la malta, en el mejoramiento del sabor de vino de uva y en la prueba analitica para
determinar las estructuras de acido galico esterificado (Lekha y Lonsane, 1994). La mayor
aplicacion comercial de la tanasa es la hidrolisis de galotaninos a acido galico, que es un
intermediario clave requerido para la sintesis de una droga antibacterial, conocida como

trimetoprima (Bajpai y Patil, 1996).

Otros estudios se han enfocado al tratamiento, por la accion de A. niger, de aguas residuales de
la industria de la aceituna ricas en taninos que producen efluentes liquidos negros, donde la
fraccion organica contiene azicares, taninos, polifenoles, mucilagos, polialcoholes, pectinas y
lipidos, encontrando que la porcion fendlica limita la posibilidad del uso de digestores
anaerobios para el tratamiento de agua residual y el tratamiento de esas descargas por la
accion de las tanasas aumenta considerablemente su tratabilidad por digestion anaerobia.
(Field, ef al., 1987 y 1990, Hamdi y Ellouz, 1992; Sayadi y Ellouz, 1993). Por lo que Hamdi
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(1991) desarrolld nuevos sistemas de tratamiento de efluentes con taninos, que se han

adaptado a las plantas tradicionales.

Se han estudiado diferentes tipos de reactores destoxificadores que contienen Aspergillus
niger. El cual no forma las estructuras entrecruzadas llamadas madejas o pelotitas (“pellets™)
pero el micelio puede crecer como una biopelicula en la propela y en la superficie de las
paredes del reactor (Hamdi, 1991, Hamdi, ef al., 1991, Hamdi y Ellouz, 1992; Hamdi et al.,
1992). Esta observacion permite inferir que A. niger puede llegar a formar biopeliculas

estables cuando se cultive en soluciones de taninos.

No se han localizado referencias bibliograficas del uso de cuitivos de A. niger para la
degradacion parcial de los taninos tipicos de las curtidurias y en los estudios publicados sobre
la degradacion parcial de los taninos de las fabricas de aceitunas, no se indican las preferencias
en su ataque a las diversas clases de sustratos presentes. De ahi que sea interesante desarrollar
un estudio de laboratorio que investigue los problemas y compare el uso de reactores agitados
o de biopelicula para sentar las bases técnicas de un desarrollo tecnologico que reduzca el

impacto ambiental de los taninos derramados por las curtidurias.

El interés que se ha desarrollado en estos ultimos afios por la degradacion de los taninos, asi
como por la produccion de tanasas, ha tenido como objetivo la purificacion de estas ultimas.
Ramirez (2000) purifico y caracterizd la tanasa extracelular de Aspergillus niger Aa20
producida en medio sélido utilizando acido tanico como inductor. Encontré que es una enzima
de amplio espectro capaz de degradar, al menos parcialmente, los taninos hidrolizables y
condensados. La enzima tiene un monomero de peso molecular de 85 KDa y forma un
homodimero de 170 KDa, también tiene actividad B-D-glucosidasa, sobre la celobiosa, aunque
esta actividad es inhibida en presencia del acido tanico. Su actividad de esterasa es poco
especifica, pues actiia sobre los ésteres del acido galico ligados a muy diferentes tipos de
taninos. Dicha enzima tiene actividad esterasa (hidroliza ésteres del acido galico con azicares)
y también tiene actividad depsidasa, pues hidroliza ésteres del &cido galico con taninos
condensados como la catequina y la epicatequina, pero no actia sobre los taninos condensados

sin enlaces de tipo éster.
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El amplio espectro de accidn de esta enzima seria compatible con la posible versatilidad de
esta cepa de 4. niger y por ello se ha decidido utilizarla como posible agente destoxificador de
los taninos condensados para facilitar el tratamiento anaerobio de las aguas residuales de las

tenerias.
1.10. Los reactores biol6gicos

La biotecnologia es una integracion de la microbiologia, de la bioquimica, de la biologia
molecular y de la ingenieria quimica con el proposito de utilizar microorganismos, plantas o
enzimas para la sintesis de productos. La parte central de un proceso biotecnoldgico es el
biorreactor o reactor bioldgico que es un dispositivo en donde los materiales son tratados para
promover transformaciones bioquimicas por la accion de células vivas o por enzimas. Este
tipo de reactores son ampliamente usados en alimentos, farmoquimica y tratamiento de aguas
residuales. Por su forma de operacion solo hay tres tipos de reactores biologicos, cuya

clasificacion mas general es: biorreactores continuos, por lote y semicontinuos.

Los biorreactores usados en el tratamiento de agua residual pueden ser como reactores

cataliticos heterogéneos de dos o tres fases.

e La fase liquida contiene el sustrato en forma disuelta.

e El biocatalizador o fase solida la componen los microorganismos, que se pueden encontrar
suspendidos en el medio liquido o inmovilizados en un soporte.

e La fase gaseosa estd representada por aire, en el caso de los procesos aerébicos o por el

biogas producido (mezclas de metano y bidxido de carbono) para los procesos anaerobios.

En este estudio, se comparara el funcionamiento de dos clases de reactores agitados por lote:
uno con la biomasa suspendida y otra en forma de biopelicula por ser dos configuraciones de

facil construccion y analisis.
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1.10.1. Peliculas bioldgicas

Una biopelicula puede ser definida como una agregacion de microorganismos que semejan
una capa fija en una superficie solida y es usualmente idealizada como si estuviera compuesta
de una matriz homogénea células y del polimero extracelular que enlaza a estas en la

superficie (Saenz y Rittmann, 1988).

La inmovilizacién de microorganismos es el proceso por el cual se adhieren células a un
material solido que actila como soporte en un reactor biocatalitico. Hay muchas técnicas para
inmovilizar microorganismos dentro de un biorreactor. Para reactores de tratamiento de aguas,
la mas importante es la colonizacion espontinea en la superficie del soporte. Muchos
microorganismos tienen la habilidad natural de colonizar superficies y, algunas veces, esta
caracteristica puede ser perjudicial; por ejemplo, puede acelerar la corrosion en sistemas de
distribucion de agua, incrementar la resistencia a la transferencia de calor en intercambiadores,
etc. (Characklis y Wilderer, 1989)

1.10.2. Naturaleza de las biopeliculas

Los procesos y factores que se observan en las biopeliculas y que son determinantes para su

desarrollo son:

1. Transporte de materia desde el seno del fluido hacia la superficie de la biopelicula fija
en el soporte.

2. Metabolismo microbiano dentro de la pelicula. El crecimiento microbiano y la
produccion de polimeros extracelulares contribuyen al incremento del espesor de la
biopelicula facilitando la adherencia de solidos inorganicos suspendidos.

3. El esfuerzo de corte en la superficie de la pelicula puede limitar el depésito y
crecimiento global de la biopelicula.

4. Las propiedades fisicas de la superficie del soporte influyen el micromezclado cerca de

la superficie.
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5. La tasa de muerte debido a la presencia de compuestos que inhiben la actividad
metabdlica de los microorganismos, ademas de la falta de nutrientes o fuentes de

carbono facilitan el desprendimiento o destruccion de las biopeliculas.

En las peliculas biologicas, la materia organica es absorbida y metabolizada por las células
situadas en las capas superficiales. Uno de los problemas que se presentan durante el
metabolismo y crecimiento de la colonizacion de microorganismos es el aumento de las
resistencias a la transferencia de masa interfacial y a la difusion intraparticula de oxigeno y

sustrato, que es proporcional al espesor de las biopeliculas.

La estructura fisica, quimica y biologica de una biopelicula esta influenciada por su ambiente.
La superficie de la biopelicula es altamente adsorbente y puede obtener cantidades

significativas de sales, arcilla y otros compuestos presentes en aguas naturales.

Como ya se ha mencionado, el desarrollo de una biopelicula involucra una diversidad de
aspectos que dificultan la representacion fenomenoldgica de los procesos que se llevan a cabo
en el espesor activo utilizando un modelo matematico, por lo que en muchas ocasiones solo se
considera un cierto espesor de la pelicula biologicamente activa y es en esta region donde se
llevan a cabo los procesos de difusion-reaccion, sin que haya actividad en las capas mas
internas. El grosor de la capa activa de la biopelicula se puede estimar en cerca de 100 um de
acuerdo con el uso de modelos matematicos de difusion y reaccion (Pirt, 1975). Este grosor
corresponde a la delgada capa de células que tiene acceso al oxigeno y que al consumirlo,

dejan andxicas a las capas mas profundas de una biopelicula.

Por lo tanto, resulta importante la evaluacion de los parametros cinéticos de crecimiento de A.
niger Aa20 con extracto de acacia como fuente de carbono y energia en matraces agitados y
observar si tiene la capacidad de formar biopelicula sobre algun soporte rigido y poroso para
posteriormente pensar en el funcionamiento de un reactor de biopelicula destoxificador de

taninos de curtidurias.
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1.11. Contaminacién del agua

La contaminacion del agua es un factor que degrada nuestro medio y debe evitarse que las
descargas industriales con materiales toxicos, como los desagiies de la ciudad de Leodn,
Guanajuato, contaminen las cuencas fluviales cercanas con materiales toxicos y poco
biodegradables como los taninos residuales de las tenerias, pues de otra forma, se dificulta
mucho el ciclo de retso del agua a través de la agricultura o de su disposicion final en las

descargas a los rios o al mar.

En este caso, el tratamiento especializado de las descargas con taninos puede servir de ejemplo
para resolver otros problemas de tratamiento de descargas de aguas residuales contaminadas
con material toxico y poco biodegradable, si se logra establecer un método biolégico
especializado que elimine o reduzca la toxicidad de los taninos para su ulterior tratamiento en
plantas de tipo anaerobio, que usualmente pueden manejar descargas con muy altos niveles de
demanda quimica de oxigeno (DQO), por ejemplo: superiores a 10 g/L, ya que las plantas
convencionales de tipo aerobio (lodos activados), solamente pueden manejar con eficiencia
descargas menores a 2 g/l. de DQO debido a limitaciones fisicas de la transferencia de
oxigeno al agua, puesto que este gas es muy poco soluble en este liquido. Y para darles un
tratamiento adecuado tendrian que diluirse las descargas ricas en taninos con aguas
relativamente limpias, lo cual aumentara el volumen del agua contaminado y el costo de los
reactores requeridos para ese fin. De ahi que sea necesario revisar brevemente la estructura de

los sistemas de tratamiento de aguas residuales.
1.11.1. Tratamiento de aguas residuales

El tratamiento de aguas residuales comprende varias etapas: en el tratamiento preliminar se
efectiia la remocion de solidos de alta densidad o tamafio que se encuentren suspendidos en la
corriente, mediante rejillas. Posteriormente, la corriente pasa al tratamiento primario, cuyo
objetivo es la remocion de materia solida suspendida, mediante tanques sedimentadores en
donde se elimina el 30% de la DQO. Después pasa al tratamiento secundario, donde se

elimina la materia organica disuelta por accion microbiana. Los sistemas mas utilizados son
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los reactores biologicas continuos agitados, empacados, de escurrimiento, lecho fluidizado,
anaerobios y tanques de aireacién con lodos activados. Cabe sefialar que el sistema mas
adecuado para tratar agua residual con mas de 1 g/L de materia orgénica suspendida es el
anaerobio, porque no requiere de agitacion ni de aireacion. Por eso es importante que las
descargas no contengan residuos toxicos que reduzcan la transformaciéon de la materia
organica en metano y bidxido de carbono. Finalmente el tratamiento terciario consistente en
una serie de métodos fisicos y quimicos para eliminar impurezas (adsorbedores, tanques de

cloracion, etc.).

Como se indico anteriormente, la industria del curtido de pieles arroja al ambiente taninos que
resultan toxicos para los reactores de tipo anaerobio. (Field ef al, 1987, 1989, 1990). Por lo
que se hace necesario introducir un pretratamiento aerébico previo al sistema secundario para
aumentar la biotratabilidad de los efluentes sin recurrir a su dilucion y para ello se propone el
empleo de un reactor aerdbico con un cultivo de un microorganismo que sea resistente a los

taninos y capaz de degradarlos, como seria el caso de Aspergillus niger.

De ahi que la evaluacion del efecto de los taninos sobre la produccion de metano por lodos de
digestores anaerobios sea un indice importante para juzgar la tratabilidad de este tipo de

descargas.

1.12. Propuestas alternativas o complementarias para el redso y
tratamiento. de los efluentes de curtidurias.

En el Instituto Tecnologico de Celaya, se ha desarrollado un método para precipitar la mayor
parte de los taninos condensados reactivos con proteinas que se encuentran en las aguas
residuales de las curtidurias. Una fabrica, cerca de Ledn, Gto., usa esa técnica para reutilizar
los taninos condensados como materia prima de las propias curtidurias. Sin embargo, los
efluentes finales resultantes, contaminados con taninos poco reactivos hacia las proteinas, ya
sea porque sean de tipo hidrolizable o porque son taninos condensados de bajo peso
moleculares pequefios, seguirian siendo un problema ambiental, pues se sabe que los taninos

de bajo peso molecular son precisamente los mds toxicos para las bacterias metanogénicas
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(Field, et al., 1990). Por lo tanto, sigue siendo de gran interés estudiar sistematicamente la
biodegradabilidad de las distintas fracciones de los taninos de acacia usados en las curtidurias
para desarrollar en un futuro cercano un proceso integral para la recuperacion parcial de los
taninos condensados y para el tratamiento final por medio de reactores biologicos, hasta

convertir a estos residuos en bioxido de carbono y metano.
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2. Planteamiento del problema

2.1 Esquema del proceso por estudiar

El efecto de los polifenoles sobre muchos organismos marca la preocupacion del tratamiento
de los efluentes de las industrias que los contienen. Dado que los efluentes de las curtidurias
contienen altas concentraciones de taninos de bajo peso molecular, el tratamiento biolégico
convencional se ve limitado (Field, et al., 1990), por eso se ha pensado en la posibilidad de
realizar algunas modificaciones a los sistemas de tratamiento anaerobio para poder efectuar la
degradacion de dichas sustancias. Existen dos opciones de pretratamiento de los efluentes

antes de entrar al digestor anaerobio, como se muestra en la Figura 6.

) Curtientes
a) Curtientes b)
i v <
Curtidurias Curtidurias 7'\
lEﬂuentes lEﬂuentes Taninos
Pretratamiento con Sepéracién >
A. niger Aa20
l i No-taninos
Tratamiento Tratamic?nto con
anaerchia A. niger
Actividad del lodo en el Actividad del lodo en el
reactor anaerobio reactor anaerobio

Figura 6 Esquema del posible tratamiento de efluentes de las curtidurias

La presente investigacion es para estudiar la factibilidad de cada una de las dos opciones
propuestas. Si A. niger puede degradar taninos y no-taninos se preferira la primera alternativa,

de otra forma sera la segunda la mas adecuada.
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Planteamiento del problema

Para la realizacion de la presente tesis se pensé en un reactor bioldgico con Aspergillus niger
Aa20 inmovilizado en un soporte inerte, rigido y poroso para estudiar la degradacion de los
taninos de acacia’ y destoxificar los efluentes, ya que se ha observado, como se indicé en los
antecedentes, los Aspergilli no producen madejas al estar en contacto con taninos. Por el
contrario, tiende a pegarse en las paredes y en la propela de los reactores formando

biopeliculas de aproximadamente 1 mm de espesor.

2.2. Modelo teédrico del crecimiento y del metabolismo de
Asperqillus niger crecido sobre el extracto de acacia

Una parte importante de este trabajo es la descripcion cinética del crecimiento de Aspergillus
niger Aa20 sobre el curtiente vegetal, para determinar si es posible la biodegradacion de
distintas fracciones de los taninos. Asi que los parametros de crecimiento de A. niger sobre el
extracto de acacia como fuente de carbono y energia se evaluaran en reactores por lote en
medio liquido y se observara el efecto de la concentracion sobre su crecimiento, también se

verificara el efecto de destoxificacion para efectuar el tratamiento anaerobio.

En el biorreactor por lote, el tanque se llena con un medio de cultivo adecuado e inoculado con
el microorganismo elegido para iniciar la biorreaccion hasta que los nutrientes han sido

consumidos hasta la maxima capacidad del microorganismo.

Normalmente el nimero o cantidad de células vivas en el cultivo por lote varian con el tiempo

como se muestra en la Figura 7.

A nivel macroscopico la velocidad de crecimiento de los microorganismos puede estimarse
usando ecuaciones basadas en aspectos fenomenoldgicos observados, como por ejemplo la

cantidad de biomasa maxima producida.

" se eligio este extracto por ser el mas utilizado actualmente por la industria del curtido de pieles
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Biomasa (g/L)

— v o m— e — e —— ————

—
— - — — — —— ——
——ts = e e e —————

—t - — - —— — - —

tth)

Figura 7 Patron del crecimiento tipico de microorganismos en cultives por lote
La curva de crecimiento consiste de (1) fase lag, (2) fase de crecimiento exponencial,
(3) decaimiento del crecimiento, (4) fase estacionaria y (5) fase de muerte.

La ecuacion de crecimiento propuesta para describir el crecimiento de A. niger Aa20 sobre
extracto de acacia en reactores por lote es la ecuacion logistica que incluye el termino de

inhibicién por crecimiento (Iwai; S. y Kitao, T., 1994):

& ux(i- px) (1)

dat
donde x y [ son constantes y X(0) = X, u representa la velocidad especifica de crecimiento

. . . . 1
del microorganismo determinada por la concentracion de sustratoy = ——.

max

La ecuacion (1) se integra para obtener la ecuacion 2, donde la concentracion de biomasa en la

fase estacionaria €s Xmax, asi pues:

ot
Xqe

1- BX,(1-e*) @
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Planteamiento del problema

El coeficiente 4 = u(S) corresponde a la velocidad especifica de crecimiento, cuando el

substrato tiene el nivel S y Xpax €s el maximo nivel de la biomasa.

En la Figura 8 se presenta un esquema de los modelos de crecimiento de los microorganismos.
La funcién u = u(S) puede ser una curva de saturacién de Monod, pero si el sustrato es toxico
a altas concentraciones, el crecimiento del microorganismo disminuye al incrementar la
concentracion de sustrato y esta situacion se describe con la ecuacién de Monod modificada
por Haldane (Carlson, 1999):

S 3)

Donde pmax €s la velocidad especifica de crecimiento méxima para el microorganismo, S es la

concentracion de sustrato, K es la constante de afinidad, que es la concentraciéon de sustrato

en la que la velocidad especifica de crecimiento es igual a ﬁéﬂ Si el valor de esta constante

es muy pequeiia nos dice que el microorganismo tiene una afinidad muy grande por el sustrato
y si el valor es muy grande la afinidad serd menor. K; es la constante de inhibicidn, si su valor

es grande la fuerza inhibitoria es pequeiia.

£
=
- M = Hoa®
onod k, +5
Haldane
uong
My
So (giL)

Figura 8 Modelos de crecimiento con inhibicién por sustrato
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Cuando el sustrato contiene compuestos que son toxicos, como es el caso de los taninos, el
fenomeno puede estar descrito de mejor manera con la ecuacion de Monod modificada por

Luong:

U S S) -
= | 1"‘—‘7 4
a KS+S( 3 @

Donde fimax, Sy Ks tienen el significado ya descrito anteriormente y S” es la concentracion
limite del sustrato, es decir, a mayores concentraciones que esta el crecimiento se inhibe

completamente.

La evaluacion del modelo que mejor describa el crecimiento de A. miger con los extractos
curtientes vegetales, sera el que permita disefiar mejor el proceso de crecimiento y
degradacion de los sustratos. Para ello se hace necesario ligar el crecimiento con una ecuacién

de consumo, la mas sencilla es de la siguiente forma:

—— =t mx &)

St el coeficiente de mantenimiento (m) es muy pequeiio, se puede estimar el rendimiento a

partir de la siguiente relacion:

Yx/S R=—= (6)

Esta forma fue la utilizada para relacionar los cambios entre x y S.
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3. Hipétesis

> Es posible degradar al menos parcialmente, los taninos de acacia de un efluente
modelo de tenerias mediante el uso de un pretratamiento con A. niger para
reducir la toxicidad sobre las bacterias anaerobias. |

> Posiblemente A. niger degrade en forma preferente los compuestos con bajo poder
curtiente que los taninos, asociados con la propiedad de fijarsé a las proteinas del

cuero.

‘4, Objetivo

4.1. Objetivo general

Reducir la toxicidad de los efluentes modelo de tenerias con taninos de acacia mediante un

pretratamiento con Aspergillus niger.

4.2. Objetivos particulares

Fraccionamiento del curtiente en solidos tanicos y no-tanicos.

Evaluacion de la toxicidad del extracto de acacia sobre las bacterias anaerobias.

Evaluacién del crecimiento de Aspergillus niger Aa20 sobre el curtiente vegetal como
fuente de carbono y energia, libre e inmovilizado usando fracciones de taninos y no-
taninos

Obtencion de parametros cinéticos de A. niger libre, crecido en medio liquido, con el
curtiente vegetal como fuente de carbono y energia.

Determinaciéon de la destoxificacion de los efluentes modelo midiendo la actividad
metanogénica de las bacterias anaerobias después del pretratamiento con A. niger .
Evaluacion de la desaparicion de distintas fracciones de los curtientes de acacia por el
crecimiento de A. niger.

Montaje de un reactor de laboratorio, operado por lote que degrade parcialmente los

taninos de curtientes vegetales.
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5. Materiales y métodos

5.1. Microorganismo

Se utilizo una cepa de Aspergillus niger, que forma parte de la coleccion UAM-IRD, que
viene de Checoslovaquia y, caracterizada en 1997 en el Institute of the Royal Netherlands

Academy of Arts and Sciences, Barn, Holanda.

Se escogid la cepa Aa20 porque los trabajos realizados por Ramirez (2000) mostraron que fue
capaz de crecer en medio minimo y 10% de acido tanico como tunica fuente de carbono y
energia. Ademas la produccion de tanasas por este hongo tenia la mas alta actividad especifica
(de las diversas cepas probadas) y posteriormente se encontré que la tanasa producida por este

hongo no era especifica, es decir, que podia degradar diferentes tipos de taninos.
5.2. Medio de propagacién y conservacién de la cepa

La propagacion de la cepa de A. niger Aa20 se realiz6 sobre agar papa dextrosa (PDA) en
matraces Erlenmeyer de 250 mL incubados a 30 °C durante 96 horas. El medio se esteriliz6 a
121 °C y 1.02 bar durante 15 min.

La conservacion de la cepa fue hecha con el hongo crecido durante 96 h sobre PDA estéril, en

tubos microbiologicos, almacenados a 4 °C y resembrada cada mes.
5.3. Medio liquido para la degradacién de taninos

El medio liquido utilizado para crecer 4. niger Aa20 se describe en la Tabla 3 que fue usado
para producir tanasas por Aspergillus niger PKL 104 por Lekha y Lonsane (1994). La
variacion en la fuente de carbono (extracto de acacia) estuvo acompafiado de un ajuste
proporcional de la fuente de nitrogeno y fosforo para mantener la relacion C/N = 10 y C/P=20,
el pH se ajusté con NaOH IN. El medio mineral se esterilizé por separado (ver seccion 5.2) y

el extracto de acacia se esterilizo por filtracion con membranas de 0.45 pm
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Tabla 3 Composicion del medio utilizado para crecer A. miger Aa20

Compuesto g/L
KH,PO, 0.53
NHNO; 0.69
CaCl,:2H,;0 0.02
MnCl,-6H,0 0.004
NazM004' 2H20 0.002
FeSO47H,0 0.0025
Extracto de acacia 5

pH 5.5

5.4. Condiciones de crecimiento de A. niger Aa20

Se utilizaron matraces Erlenmeyer de 250 mL que contenian 50 mL de medio liquido,
incubados a 30 °C y 220 rpm, el muestreo se realizo cada seis horas. Todos los experimentos

se realizaron por duplicado y los resultados muestran el promedio de los mismos.
5.4.1. Cosecha de esporas

Para la preparacion del inéculo se adicioné a un matraz que contenia al hongo crecido durante
96 h sobre PDA, 10 mL de solucion estéril de Tween 80 al 0.01% en agua destilada. Se agit6
suavemente con una barra magnética estéril para desprender las esporas. Se realizé el conteo
de esporas al microscopio en camaras de Neubauer y se tomo la cantidad necesaria para

inocular 5x107 esporas/mL en 50 mL de medio.
5.4.2. Cuantificaciéon de la biomasa por peso seco

Se filtré el volumen de medio contenido en los matraces usando una bomba de vacio, a través
de papel Whatman No 1, llevado previamente a peso constante, y haciendo 3 lavados de la
torta con agua destilada. Posteriormente se metieron a la estufa a 105 °C durante 24 horas y
después se enfriaron en un desecador, pesandose las muestras en una balanza analitica. El peso
seco de la muestra se obtuvo por la diferencia del peso del papel filtro antes y después de

haber filtrado la muestra dividido entre el volumen de medio filtrado, el resultado se reportd

€N Zpeso seco/ Lmedio
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5.5. Andlisis del extracto de acacia

El extracto curtiente vegetal se analizo de acuerdo con Lopez y Hernandez (1986), en el cual
se describe toda la metodologia para preparar la muestra y encontrar la composicion de taninos
y no-taninos presentes en el extracto curtiente utilizado en este trabajo de investigacion. En
esencia, este método mide la proporcion de los solidos que son retenidos por una cantidad
conocida de polvo de cuero. A los solidos asi removidos de la solucion se les llama taninos y a

1a diferencia no-taninos.

El polvo de cuero, usado cominmente por los laboratorios de las curtidurias para evaluar la
potencia curtiente de los extractos vegetales, se compro en el Centro de Investigacion y

Asesoria Tecnologica en Cuero y Calzado A.C., Gto.
5.6. Técnicas analiticas del medio de cultivo

Se han desarrollado diferentes metodologias para el analisis de degradacion de taninos,
hidrolizables y condensados como es el uso de polivinilpirrolidona, HPLC, cromatografia en
capa fina y, finalmente, los métodos colorimétricos que resultan muy sencillos y rapidos de
realizar. (Field ef al., 1987, 1988 y 1989, Banwart ef al., 1985; Galoitou-Panayotou y Macris,
1986; Canas, 1999; Inoue et al., 1988; Price et al., 1978; Sun et al., 1998).

El analisis de la degradacion del extracto de acacia se baso en la cuantificacion de los no-
taninos (azucares y acido galico) y taninos (flavanoles y antocianidinas) por medio de métodos

colorimétricos descritos a continuacion.
5.6.1. Azucares totales

Los azicares totales se midieron con el reactivo de antrona, que se preparé disolviendo 200
mg en 100 mL de acido sulfurico concentrado, del cual se adicionaron 2 mL a 1 mL de
muestra, en tubos de ensaye; se calentaron por 10 min, se enfriaron en hielo y se leyo en el
espectrofotometro a 625 nm. La curva patron se hizo con diluciones de una solucion de
sacarosa de 100 mg/L.
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5.6.2. Acido galico

Se utilizé el método reportado por Inoue y Hagerman (1988) con rodanina, que se preparo en
metanol al 0.667%, de este reactivo se adicionaron 1.5 mL a 1 mL de muestra. Después de 5
min se adicioné 1 mL de KOH 0.5N, después de 2.5 min, la mezcla fue diluida a 25 mL con
agua destilada, se agit0 en un vortex y se dejo reposar entre 5 y10 min para leer la absorbancia

a 520 nm. La curva patron se hizo con diluciones de una solucion de acido galico 0.5 g/L.
5.6.3. Antocianidinas

Se us6 un método de despolimerizacion con sulfato ferroso en acido clorhidrico y butanol.
Consiste en la transformacion de proantocianidinas (taninos condensados) en antocianidinas,
originando un color rojo que se leyo en el espectrofotometro a 550 nm. Se disolvieron 0.7 g de
FeSO47H;0 en 50 mL de 4cido clorhidrico concentrado y se aforé a 1000 mL con n-butanol.
Se adicionaron 7 mL de este reactivo a 500 pL de muestra, en un tubo de ensaye bien tapado,
se-calent6 en bafio maria 100 °C durante 40 - 60 min, se enfriaron con hielo y se ley6 en el

espectrofotometro (Swan y Hillis, 1959).

Para esta técnica no se contd con estandares para la curva patrdn, asi que solo se midi6 el

cambio de absorbancia durante el crecimiento de A. niger Aa20.
5.6.4. Monémeros y polimeros de flavanoles

Se utilizo el método con el reactivo de vainillina, reportado por Sun ef al. (1998), especifico

para monomeros y polimeros de flavanoles.

Se adiciono a 1 mL de muestra: 2.5 mL de H,SO4 9N en metanol y 2.5 mL de vainillina al 1%
en metanol, se agitd en un vortex y se dejo reposar durante 15 min a una temperatura de 30 °C,
posteriormente se leyo en el espectrofotometro a 500 nm. Soélo se midi6 el cambio de

absorbancia durante la degradacion del extracto de acacia.
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5.7. Medio anaerobio para pruebas metanogénicas

La composicion del medio de cultivo basal para realizar las pruebas de la actividad
metanogénica del lodo anaerobio se describe en la Tabla 4. El pH se ajusté con acido
clorhidrico IN vy se esterilizo como se describe en la seccién 5.2. Se esterilizaron por separado
la solucion de acetato de sodio IM y la de NaS 2%, y se adiciond un volumen de 5 mL de la

solucion de taninos que se requeria para cada experimento en cada botella serologica.

Tabla 4 Composicion del medio de cultive anaerobio

Medio de cultivo anaerobio (por litro)

Solucion mineral 1 50 mL
Solucion mineral 2 50 mL
Solucién de oligoelementos 10 mL
Solucion de vitaminas 10 mL
Solucion de cloruro de niquel (0.005%) 10 mL
Solucién de sulfato ferroso (2.5%) 1 mL
Solucion de resarsurina (0.1%) 1 mL
Peptona de caseina 0lg
Extracto de levadura 0l1lg
Bicarbonato de sodio 2g
Cisteina 05¢g
pH 7+02
Acetato de sodio (1M) 10 mL
Na;S (2%) 10 mL
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5.7.1. Sistema experimental para medir actividad metanogénica

Se utilizaron botellas serologicas de 60 mL, con 20 mL de medio, en bafio de temperatura
controlada a 35 °C, la concentraciéon de lodo metanogénico se representa como solidos
suspendidos volatiles (SSV), fueron 1.5 g SSV-I"'. La actividad metanogénica, del lodo, se
midi6 indirectamente por el desplazamiento de una columna de NaOH IN en el sistema
mostrado en la Figura 9.

Tubo de

7\ ensaye con
* | NaOH (IN)

Botsila
seroldgica
anaerobia

Probeta recolectora »
de la solucion desplazada <=0

Figura 9 Esquema del sistema para medir la actividad metanogénica
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6. Resultados

El analisis del extracto de acacia es parte fundamental en este trabajo debido a que se conoce
que en este tipo de materiales se encuentran taninos condensados en alta proporcion (Lopez y
Hernandez, 1986). Como ya se ha explicado en la seccidon 1.5.2 son los de mas dificil
degradacion. Otra parte impqrtante es la influencia de los taninos condensados sobre la
actividad metabolica de las bacterias anaerobias. Finalmente, se procura averiguar si
Aspergillus niger Aa20 es capaz de crecer con extracto de acacia como fuente de carbono y

energia, destoxificandolo para poder tratar los efluentes en los reactores anaerobios.
6.1. Andlisis del extracto de acacia

Como se muestra en la Figura 10a, el extracto de acacia tiene 88% de materia organica y esta
formado por taninos y no-taninos (Figura 10b). Dentro de los no-taninos se encuentran los
azucares (10 %), el acido galico(0.4 %), los monémeros de flavanoles (8 %) y cenizas (9 %)
(Figura 10c y Tabla 5). Los monomeros, al ser taninos de bajo peso molecular no
interaccionan con la proteina de la piel que se desea curtir y no se consideran dentro de los

curtientes.

Tabla 5. Composicion porcentual total de los no-taninos

Componente Composicion total (%)
Taninos 63
No-taninos:

Azucares totales 10
Acido gadlico 04
Monémeros de flavanoles 8
Cenizas 9
Otros 9.6

Debido al alto porcentaje de taninos se piensa que el extracto puede resultar toxico para las
bacterias anaerobias, pero se observa que existen otros componentes que podrian ser

consumidos, como los aziicares que forman parte importante de los no-taninos y constituyen
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aproximadamente el 10 % del extracto de acacia. Los aziicares son un sustrato mas facilmente
biodegradable. Por este motivo cabe resaltar que se requiere un microorganismo que ademas

de degradar los azicares ataque los flavanoles y otros compuestos.

Las sales minerales, cuantificadas como cenizas, también aportan nutrientes que son de suma

importancia para el desarrollo de los microorganismos (Stanier, R.Y. et al, 1986).

Por gravimetria Por la reaccion con colageno
a) b)
Cenizas No-
12% taninos
37%
e Taninos
Ma!erla "63%
organica
88%

Composicion de los No-taninos del extracto de acacia

Ac. Galico
1%

Otros Cenizas
26% v 28%

Mondémeros
de flavanoles

21%

Azucares
24%

Figura 10 Composicion de los solidos del extracto de acacia
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Las cantidades de acido gilico en el extracto de acacia hacen pensar que la proporcion de
taninos hidrolizables es pequefia en relacion con los taninos condensados. Existe otra fraccion
no caracterizada y que bien podrian tratarse de gomas, fibras, acidos grasos, proteinas, etc.
debido a que la materia prima es un extracto vegetal complejo, pero para los fines del trabajo

realizado, los analisis propuestos son englobados dentro de los no-taninos.
6.2. Autoxidacién de taninos

Los taninos de bajo peso molecular son inhibitorios de la actividad metabolica de las bacterias
anaerobias, pero al darse su polimerizacion autoxidativa se forman taninos de alto peso
molecular (Field, J. ef al., 1990). Asi, cualquier tratamiento que se le de a los efluentes modelo
con taninos de acacia, podria tener un efecto favorable debido principalmente a las reacciones
de las moléculas que lo componen. Por esta razon se midio el efecto inhibitorio del extracto de
acacia sobre la metanogénesis Para esta prueba se usaron diferentes concentraciones de

extracto de acacia (50, 100 y 150 ppm) con soluciones expuestas al medio ambiente.

Después de 21 dias de haber preparado la solucion, almacenada a 4 °C (Tabla 6) se observa
que el efecto de afiejamiento, por accién de la luz y de la cantidad de oxigeno presente en la
solucion del extracto de acacia, es despreciable sobre la toxicidad en las bacterias anaerobias,
pues los niveles de produccion de metano fueron casi los mismos comparados con la solucion
recién preparada. Por lo que se deduce que la autoxidacion de los taninos del extracto de

acacia bajo las condiciones especificadas, no fue suficiente para disminuir su toxicidad.

Tabla 6 Efecto de 1a oxidacion de taninos sobre la metanogénesis

Solucion usada Actividad metanogénica
(mg DQO /d * gSSV)
Oppm SOppm 100 ppm 150 ppm
0 dias 17 17 16 12
21 dias 17 17.6 17 13
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6.3. Efecto de Ia concentracion del extracto de acacia sobre la

metanogénesis

Se prepard un medio anaerobio descrito en la seccion 5.7 con acetato de sodio y extracto de
acacia como inhibidor. Se usaron 8 diferentes concentraciones del extracto y se observd su

efecto sobre la metanogénesis de las bacterias anaerobias como se presenta en la Figura 11a.

18
a) s
) 14 b) 16‘.
S 12 14 4 \
28 10 g5 12 M
-] 2 3 10 | .
fo 8 gc .
20 6 E v 8
; % 44 Tl - - E § 6 -
£, EE 41
0 2]
0 20 40 60 80 100 o -
Extracto de acacia (g/L) 0 05 1 15
Extracto de acacia (g/L)

Figura 11 Efecto de la concentracién del extracto de acacia sobre la metanogénesis

Claramente pueden observarse dos regiones, la primera se encuentra en el rango de 0-1 g/L
(Figura 11b) donde la disminucion de la actividad metanogénica es rapida, con estos datos se
calculo la dosis letal 50 (LDsg), que es la concentracion de extracto de acacia en que la
actividad metanogénica de los lodos anaerobios disminuye 50 %, encontrando de esta manera

que la LDsg es de 0.8 g/L.

Puede observarse la segunda region a partir de 5 g/L (Figura 11a) donde la inhibicién de la
actividad metanogénica es mas lenta, cambiando del 65% al 79% con 100 g/L de extracto de

acacia.

Con este resultado se muestra que el extracto de acacia, debido a su alto contenido de taninos

condensados, es toxico para las bacterias anaerobias, con lo cual se justifica el desarrollo del
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proceso de pretratamiento de taninos con A. niger para estudiar la posibilidad de reducir la

toxicidad de los mismos sobre las bacterias metanogénicas.

Se puede determinar que a bajas concentraciones (5 g/L) del extracto de acacia las bacterias
anaerobias presentan una actividad baja. Esto es de suma importancia porque la concentracion
en los efluentes de las tenerias llega a ser hasta 15 veces mayor, por lo tanto los reactores de

tratamiento no serian capaces de efectuar la degradacion de este material.

6.4. Crecimiento de A. niger Aa20 en medio liquido con extracto de
acacia como fuente de carbono y energia

Se requirio conocer si A. niger Aa20 crecia sobre el extracto de acacia como fuente de carbono
y energia en medio liquido, entonces se probd la concentracion de 5 g / L. Al observar que
existia crecimiento del hongo se decidi triplicar la concentracion y analizar su crecimiento
como micelio libre y mostrar si era capaz de colonizar de manera esponténea el soporte que se
utilizard en el reactor para inmovilizar micelio (Figura 12). Se utilizd como soporte para

formacion de la biopelicula fibra tipo Scotch-Brite™.

25 o

20 P

Biomasa (g/L)
o

t (h)

@5g/L M15g/L A15g/L (inmévil) |

Figura 12 Crecimiento de A. niger Aa20 sobre extracto de acacia como unica fuente de carbono y energia, y

colonizacion del soporte.
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Se encontré que el micelio se pegaba a las paredes de los matraces y los micelios desprendidos
de la pared crecian dispersos en el medio, sin formar las madejas que comanmente forman los

hongos filamentosos al crecer en medios de cultivo liquido con agitacion.

La cantidad de biomasa final aument6 al doble al triplicar la concentracion inicial de fuente de
carbono, lo cual indico un aprovechamiento mayor de los nutrientes. Ademas se observo que

podia colonizar de buena forma el soporte de plastico utilizado.

En base a la estimacion del rendimiento aparente biomasa/sustrato (Tabla 7) y con el analisis
porcentual del extracto de acacia se podria saber que fraccion se degradaria por el cultivo de
A. niger, suponiendo su total asimilacién. Cabe mencionar que cuando los hongos son crecidos
en glucosa como fuente de carbono el rendimiento Yys es > 0.4 (Larralde, 1996) Si el
organismo no atacase los taninos, que son moléculas complejas, el rendimiento aparente Yys
seria menor a 0.2. Por lo tanto, rendimientos mayores implican que el organismo si es capaz

de atacar al menos una parte de los taninos.

Mas adelante se estima y se compara el valor de Yys medido en funcion de la disminucion de
la DQO total o de la DQO de los no-taninos, la cual indicoé importantes diferencias con los

valores hipotéticos de las Tabla 7 y Tabla 9.

De las diferencias entre la hipotesis de las Tabla 7 y Tabla 8 se puede sospechar que no toda la
materia organica es degradable por A. niger pues el Yys aparente resultd ser 0.14 + 0.06 a

diferencia de la hip6tesis Yys = 0.36. Mas adelante se analizara el Yys para los no-taninos.

Tabla 7. Rendimientos hipotéticos biomasa/sustrato aparente

-

Material consumido AS/S, Y us
Toda la materia organica 0.90 0.36
Taninos 0.45 0.20
No-taninos ' 0.27 0.11
Azicares 0.07 0.03

’ Rendimiento aparente calculado como el producto del rendimiento méaximo (0.4) y la fraceién biodegradable (AS/S,).
Suponiendo que la materia organica de cada fraccién fuese completamente biodegradable
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La cantidad de biomasa inmovilizada en el soporte plastico (fibra Scotch-Brite™) es 35 %
mayor que con el micelio libre a la misma concentracion de sustrato inicial (Tabla 8),
probablemente esta diferencia se deba a que el hongo tiene mas contacto con el sustrato y que
por lo tanto las ramificaciones sean mayores, debido al mejor aprovechamiento de los
nutrientes, entonces al inmovilizar el micelio y triplicar la fuente de carbono, la cantidad de
biomasa se triplica. Los resultados de Yys comparados con los resultados de la Tabla 7 indican
que el microorganismo esta tomando como fuente de carbono los no-taninos porque el
rendimiento aparente es ligeramente mayor a 0.1, y Aspergillus niger Aa20 es mas resistente a
los componentes toxicos del extracto de acacia que las bacterias anaerobias, por lo tanto puede

ser capaz de destoxificarlos, al menos parcialmente.

Tabla 8. Comparacion del rendimiento aparente de A. niger Aa20 crecido en extracto de acacia

S, @/L) Tuur (/L) Vo (Aparente)’
5 0.82 0.16
15 1.73 0.12
15 (para micelio inmovil) 2.25 0.15
PROMEDIO 0.14 £ 0.06

*Calculado como Xmax/Se

6.4.1. Crecimiento de A. niger en No-taninos del extracto de acacia

En la Figura 13 se compara la produccion de biomasa de A. niger al crecerlo sobre los no-
taninos del extracto de acacia (tratado con polvo de cuero como se indica en la seccion 5.5) y
sobre el extracto de acacia sin tratamiento, es decir, sobre taninos + no-taninos. La produccion
de biomasa es mayor cuando se crece al microorganismo sobre el extracto sin tratar que

cuando se trata con el polvo de cuero.
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Figura 13 Efecto de los tanines y no-taninos del extracto de acacia sobre el crecimiento de A. niger Aa20
Crecimiento de biomasa con 5 g/L de extracto de acacia (taninos + no-taninos), A Crecimiento de
biomasa con 5 g/L de extracto de acacia tratado con polvo de cuero (no-taninos), @Crecimiento de biomasa
con 15 g/L. de extracto de acacia,- Produccion de biomasa con 15 g/L de extracto de acacia tratado con

polvo de cuero

Al tratar el extracto de acacia con el polvo de cuero se remueven los taninos, entonces la DQO
disminuye, lo cual indica que la materia organica disminuye, por lo cual se puede inferir que
esa materia organica que se remueve participa de manera importante en la produccion de
biomasa, aunque realizando un analisis en la Tabla 9 se observa que el rendimiento aparente es
mayor cuando se crece al hongo sobre los no-taninos que sobre el extracto completo, lo cual
indica la facilidad relativa para degradar la parte no curtiente y que muy probablemente los
rendimientos mostrados al crecerlo sobre el extracto completo son bajos porque solamente esta
tomando como fuente de carbono a los no-taninos y los taninos sean componentes inhibitorios

para su crecimiento, lo cual se tratara mas adelante.

También se observa que no existen diferencias significativas en la velocidad especifica de
crecimiento entre los cultivos con solidos totales del extracto de acacia y con no-taninos, pero
si las hubo en Xmax ¥y en Yys, puesto que el rendimiento aparente fue mayor con no-taninos

(0.26) que con el extracto total (0.14).
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Tabla 9. Comparacién del crecimiento del hongo con en el extracto de acacia y con los no-taninos

Sélidos Totales (S, [=] g/L) Y (L) B (Y Yus
5 0.82 0.21 0.16
15 1.73 0.16 0.12

No-taninos (S, [=] g/L)
1.85 0.54 0.18 0.30
5.55 121 0.21 0.22

* Parametros estimados por la ecuacion logistica
** Parametros estimados por la relacion Xny/Syy tomados de la Tabla 8

También fue medida y comparada la demanda quimica de oxigeno (DQO) en los medios
preparados antes y después de ser tratados con el polvo de cuero y también después de haber
crecido 4. niger sobre los mismos durante 48 h. Este resultado fue confirmado al comparar la
produccién de biomasa en relacion con la DQO residual en las fracciones tratadas con polvo
de cuero (Tabla 10). Por ejemplo: en la muestra con 15 g/L de extracto de acacia, se observo
un nivel de 22 + 1 g/ de DQO y en la Figura 13 se muestra que xmax = 1.7 g/L, por lo tanto si
se considera que el 50% de la DQO esta asociada a materia biodegradable Y,s = 0.15. En
cambio con el extracto residual del tratamiento con el polvo de cuero, se observo una relacion
Yws = 0.56 que es claramente superior al rendimiento con el extracto total. Esto comprueba

que A. niger crece principalmente sobre los no-taninos.

En la Tabla 10 se muestran las diferencias en DQO debido a los tratamientos con polvo de
cuero y la subsecuente incubacion de A. miger. Los resultados obtenidos con 5 g/L no
mostraron diferencia alguna por causas indeterminadas, pero en la segunda serie de

experimentos (15 g/L) si se apreciaron diferencias debido a los tratamientos.

Tabla 10 Medicion de la DQO para diferentes tratamientos del medio de cultive

Muestra DQO (g/L) Balance (%) Balance teorico*
Medio 5 g/L de extracto de acacia 7.40 £ 0.1 160

Tratado con polvo de cuero 1.00 £0.01 135

Tratado con polvo de cuero y 48 h con 4. 0.96 £0.1 13

niger Aa20

Medio 15 g/L 22+1.0 100 100
Tratado con polvo de cuero 510.1 23 27
Tratado con polvo de cuero y 48 h con 4. 1.5+£0.02 7

niger Aa20

* Calculado como — (AS/Sg)*100, -AS = Y5 AX, donde Y5 = 0.26 y Ax = 1.21 (Tabla 9)
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Las diferencias de la DQO medidas se deben primero a que al reaccionar los taninos con el
polvo de cuero se estd quitando una parte importante de material organico, dejando solo
aquellas moléculas que no interaccionan con el colageno, por lo tanto se considera que la
medicion de la DQO después de tratarlo con el polvo de cuero es solo de la parte que
conforman los no-taninos. Y la DQO medida del Gltimo tratamiento habla de la capacidad que
tiene A. niger Aa20 de degradar los no-taninos. Los resultados obtenidos nos indican que
aproximadamente el 70% de la DQO de los no-taninos es removible por A. niger Aa20 y la
estimacion del consumo de los no-taninos por 4. niger concuerda con los datos de la Tabla 9

en donde se midi6 el rendimiento Yys de A. niger segin se indica en la Figura 13.

La cantidad de materia organica que queda del extracto de acacia después de haber sido
tratado con el polvo de cuero es menor que antes del tratamiento, pero su afinidad para el
hongo es mayor debido a que se han removido los taninos condensados. Porque el rendimiento

(Yws) es mayor con los no-taninos que con el extracto completo.

Para analizar el efecto combinado del tratamiento con polvo de cuero y A. niger conviene

estimar la cantidad de materia organica afadida.

En primer lugar, en la Tabla 10 se indica que el medio con 15 g/L de sélidos tuvo un nivel de
DQO de 22 + 1 g/L, que corresponden a 13 g/L de materia organica, segun la Figura 10 y los
no-taninos presentan 28% de la materia organica (Figura 10c). Por otra parte, segtn las Figura
10b y Figura 10c, de 15 g/L de solidos de acacia se tendrian 5.55 g/L de no-taninos, de los
cuales aproximadamente 4 g/L son materia organica, que corresponden segun la Tabla 10, a 5
g/L de la DQO (aproximadamente 80% de biodegradabilidad). Por lo tanto, en el experimento
de metanogénesis el 20% del volumen provino de la muestra de no-taninos, que tenia
alrededor de 0.8 g/l de materia organica de no-taninos y 4.5 g/L de acetatos tiene una DQO
mas alta que en la muestra tratada con A.- niger que solamente tendria 4.5 g/L de acetatos y

0.24 g/L de materia organica de no-taninos.

Durante el crecimiento de A. niger Aa20 con 15 g/L. de extracto de acacia antes y después de

ser tratado con polvo de cuero observamos que la diferencia de biomasa final es del 24 %.
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Con 15 g/L la DQO baja 78% al tratar con polvo de cuero y se remueve hasta el 93 % de la

DQO al crecer A. niger Aa20 durante 48 h en los restos no reaccionantes.

Un analisis importante es la actividad metanogénica de las bacterias anaerobias después de
cada uno de los tratamientos dados a la solucion de extracto de acacia (Figura 14),
encontrando que la actividad metanogénica aumenta al remover los taninos. Los datos indican
claramente que los taninos son un componente mas inhibitorio sobre las bacterias
metanogenicas y que los no-taninos también son inhibitorios, pero estos datos no demuestran

concluyentemente que el crecimiento de A. niger remueva la toxicidad de los no-taninos.

100+
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404"

e M&Wmmmmmm&&!

20-

% de actividad metanogénica

Ref. S.A. S.A.+48h SATPC SATPC.+
con A. niger 48h con A.
niger
Tratamiento

Figura 14 Comparacion de la actividad metanogénica con diferentes tratamientos del extracto de acacia

@ Indica la actividad metanogénica de los lodos con acetato de sodio como unica fuente de carbono.

Indica la actividad metanogénica de los lodos anaerobios con diferentes tratamientos que se le aplicaron
al medio con 5 g/L de extracto de acacia. s Indica la actividad metanogénica de los lodos anaerobios con
diferentes tratamientos que se le aplicaron al medio con 15 g/L de extracto de acacia.

Abreviaturas: S.A.: Medio liquido para 4. niger preparado como se indica en la seccion 5.3 con la concentraciéon
indicada de extracto de acacia. S.A. + 48 h con 4. niger: Es el medio liquido después de haber crecido durante 48
h 4. niger. S.AT.P.C.: Es el medio liquido a la concentracion indicada de extracto de acacia tratado con polvo de
cuero. S.AT.P.C. + 48 h con 4. niger: Es el medio liquido tratado con polvo de cuero y tratamiento posterior
durante 48h con 4. niger
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Lo importante a destacar con estos resultados es que A. niger Aa20 tiene mas de una fuente de
carbono disponible en el extracto de acacia, sin embargo los resultados obtenidos parecen

indicar que consume preferencialmente los no-taninos.

Se espera que los microorganismos tomen primero aquel sustrato que sea mas sencillo de
degradar y los que resultan toxicos o no biodegradables quedan en el seno del liquido o en el
mejor de los casos tienen un consumo muy lento, en este caso particular es posible que 4.
niger degrade alguna proporcion de los taninos, pero esto tendria que ser estudiado con

fracciones separadas de los no-taninos que no fueron obtenidas en esta tesis.

6.4.2. Efecto de la concentracién del extracto de acacia sobre la
velocidad especifica de crecimiento

En base a los resultados anteriores sabemos que 4. niger Aa20 puede crecer sobre el extracto
de acacia. Entonces se procedio a estudiar el crecimiento de 4. niger en varias concentraciones
del extracto de acacia para observar su efecto midiendo la produccion de biomasa y estimando
los parametros cinéticos de 4. niger Aa20 crecido en medio liquido. Asi, se estudiaron 8
concentraciones: 5, 15, 30. 45, 60, 75, 90 y 120 g/L, midiendo por peso seco la cantidad de
biomasa producida durante 48 horas (Figura 15). Con los datos obtenidos se realizd un ajuste

con el modelo logistico (Ecuacion 2, seccion 2.2).
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Figura 15 Efecto de la concentracion del extracto de acacia sobre el crecimiento de A. niger Aa20

Se ajustaron los puntos experimentales a la ecuacion logistica para modelar el crecimiento de
A. niger Aa20 su velocidad especifica de crecimiento son satisfactorios ya que los coeficientes

de correlacion no lineal son en promedio de 0.97. Los resultados se muestran en la Tabla 11.

Al aumentar la concentracion de sustrato, la biomasa final también aumento. Este fenomeno se
dio hasta la concentracion de 90 g/L, pero en 120 g/L. se nota una produccion de biomasa
menor a la obtenida en la concentracion anterior, lo cual nos da una idea de que existe

inhibicidn por sustrato, como se ha mencionado en la seccion 2.2.

Tabla 11 Efecto de la concentracion de extracto de acacia sobre la velocidad especifica de

crecimiento y la produccion de biomasa de Aspergillus niger Aa20

Se (g/L) 5 15 30 45 60 75 90 120
ut 0.21 0.16 0.19 0.19 021 0.20 0.14 0.12
Xmax (/L) 0.82 1.73 2.62 311 4.44 5.12 9.85 6.98
R’ 0.93 0.95 0.98 0.98 0.98 1.00 1.00 0.99
Yus 0.16 0.12 0.09 0.07 0.07 0.07 0.11 0.06
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El rendimiento biomasa/sustrato (Yys) e€s la expresion cuantitativa de los requerimientos
nutricionales de cualquier microorganismo, asi que graficando la cantidad de biomasa maxima
producida (xmax) contra la cantidad de sustrato inicial (So), obtenemos que Y = 0.1 (Figura 16).
Este resultado es de suma importancia ya que al tratarse de un tratamiento de agua residual,
esto es conveniente, ya que es capaz de degradar los componentes de los extractos curtientes
vegetales y producir poca biomasa. Pero también este resultado corrobora las estimaciones de
las Tabla 7 y Tabla 10, confirmando que A. niger casi no degrada a la mayor fraccion del

extracto que son los taninos.
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Figura 16 Efecto de la concentracion del extracto de acacia sobre la produccion de biomasa de A niger

Por otra parte, la velocidad especifica de crecimiento () graficada contra So (Figura 17)
mostro tener una curva de inhibicion para Sy > 60 g/L. Este fenémeno pudo ser ajustado tanto
por el modelo de Luong como por el modelo de Haldane, siendo el modelo de Luong el que
mejor describe los datos obtenidos. Se estimd que el nivel de sustrato que inhibe fuertemente
el crecimiento de A. niger es superior a 100 g/L. Este resultado es importante porque indica
que aun para Sp > 100 g/L, se puede observar una tasa medible del crecimiento de 4. niger. Lo
cual confirma que este organismo es muy tolerante de la accién inhibitoria de los taninos y por

ello debe ser un organismo de eleccion para esta clase de procesos.
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Figura 17 Efecto de la concentracion de sustrato sobre la velocidad especifica de crecimiento

La velocidad especifica de crecimiento (u) estimada con el modelo logistico a 5 g/L. de
extracto de acacia es mayor que en cualquier otra concentracion, lo que se puede deducir es
que el crecimiento del microorganismo se encuentra limitado por sustrato, ya que la cantidad
de nutrientes es insuficiente para que pueda mantener su metabolismo activo hacia la

produccion de biomasa, la fase estacionaria se alcanza a las 12 horas (ver Figura 15).

En la Figura 17 se observa que la p incrementa conforme se va incrementado la concentracion

inicial de sustrato, hasta 60 g/L, concentraciones mayores a esta se observa un efecto

inhibitorio.

Se estimaron los parametros cinéticos del microorganismo para cada modelo propuesto en la

seccion 2.2, encontrando los resultados de la Tabla 12.

Tabla 12. Comparacion de los modelos de inhibicién

Modelo Pardmetros estimados
Umax = 0.4 h'
Haldane Ks=21g/L
Ki=110g/L
Bmax = 0.4 0!
Luong Ks=21¢g/L.
S" =180 g/L
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En ambos modelos la pmax v la Kg son iguales, sin embargo con el modelo de Haldane
encontramos que la Sqi = 48 g/L (calculada como [KsK;]*), la cual concuerda con los valores
de la Figura 17, para lo cual x4 alcanza un valor maximo. Vemos que después de esta
concentracion predice el efecto inhibitorio muy lento, y esto en comparacion con los
resultados obtenidos no es satisfactorio. En cambio, con el modelo de Luong se obtiene que la
S" =180 g/L y a partir de los 60 g/L de extracto de acacia la inhibicion es mas rapida y predice

satisfactoriamente los resultados obtenidos después de dicha concentracion.

Por lo tanto, el extracto de acacia como unica fuente de carbono y energia para el A. niger
Aa20 en medio liquido tiene un efecto inhibitorio de tipo Luong sobre la velocidad especifica

de crecimiento.

Se ha reportado por Hamdi y Ellouz (1992) que la umax para un Aspergillus crecido sobre
efluentes de la industria de la aceituna, que son ricos en taninos, es de 0.2 h''. Obviamente este
parametro no puede ser tan elevado porque se trata de componentes toxicos, recordemos que
como ha descrito Carlson (1999), si el sustrato es toxico a altas concentraciones, el
crecimiento del microorganismo disminuye al incrementar la concentracion de sustrato y esta
situacion se describe con la ecuacion de Haldane, en cambio cuando el sustrato contiene
compuestos que son toxicos debido a las interacciones moleculares que puede tener con el

microorganismo, el fendmeno puede estar mejor descrito con la ecuacion de Luong.

6.4.3. Analisis de la degradacion de ios componentes del extracto de
acacia por A. niger Aa20

Para saber en que proporcion la biomasa producida estaba consumiendo los taninos y aziicares
del extracto de acacia se realizo un analisis del consumo de sustrato midiendo azicares totales,
acido galico, antocianidinas, y monomeros y polimeros de flavanoles. Esto unicamente se

realizd para tres concentraciones: 60, 75 y 120 g/L, obteniendo los perfiles que se muestran a

continuacion:
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con 60 g/L en la concentracién inicial
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Figura 20. Degradacion del extracto de acacia
con 120 g/L en la concentracion inicial

Durante el analisis de degradacion del extracto
de acacia, se midieron azucares totales
(estimados como equivalente a sacarosa por el
método de  antrona), acido  galico,
antocianidinas y monomeros de flavanoles
como se ha descrito ya en la seccion 5.6, cabe
mencionar que en el analisis de antocianidinas
y de mondmeros de flavanoles se midio
unicamente la variaciéon de la densidad optica
debido a que no se contd con los estandares

necesarios para realizar la curva patrén, asi que

se asume que la disminucion de la absorbancia

Sonta Escdrcega Cruz
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implica una disminucion en la concentracion

de dichos compuestos.

En las tres concentraciones probadas se
observa que los aziicares son los componentes
preferidos para el consumo del
microorganismo y es con ellos con los que se
puede establecer una relacion directa de la
produccion de biomasa, el acido galico varia
poco durante toda la cinética en los tres casos,
la absorbancia medida para las antocianidinas y
los mondmeros de flavanoles tiene ligeras

variaciones hacia la disminucion.

Sin embargo, es pertinente aclarar que el
consumo medido de carbohidratos no explica
satisfactoriamente el nivel de biomasa
producida, pues arroja valores de Yx/S > 1.
Esto indica que hay otros componentes
organicos que son biodegradables y que no

fueron identificados en este estudio.

Entonces, podemos decir que el crecimiento de
A. niger Aa20 sobre extracto de acacia como
fuente de carbono y energia en medio liquido
se debe principalmente al consumo de los
aziucares v de los no-taninos presentes en el
extracto y que efectivamente estdn siendo
consumidos simultaneamente, ya que los

perfiles de medicion asi lo muestran.
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6.5. Comparacién de la actividad metanogénica de las bacterias
anaerobias con pretratamiento del extracto

Como ya se ha probado que el extracto de acacia es toxico para las bacterias anaerobias y que
A. niger es un microorganismo mas resistente se realizo un analisis del efecto de la
concentracion del extracto de acacia, sobre los lodos anaerobios, con y sin tratamiento por el

Aspergillus.

En la Figura 21 se encuentran graficados los resultados de la comparacion de la actividad
metanogénica de las bacterias anaerobias cuando se le adiciona la misma cantidad del extracto
de acacia tratado con A. niger Aa20 durante 48 horas y del mismo extracto con la misma
concentracion pero sin el pretratamiento, para saber en que medida puede ser util la
intervencion del Aspergillus en la destoxificacion de taninos del extracto curtiente vegetal

sobre la metanogenesis.

101 (g’

% de actividad metanogénica

Concentracion (g/L)

Figura 21 Comparacion de la actividad metanogénica de las bacterias anaerobias.

Esta serie de experimentos estd referida a la actividad metanogénica del lodo con acetato de sodio
como Unica fuente de carbono y energia ( f ). P Actividad metanogénica después de tratar durante
48 h el extracto de acacia con el hongo 4. niger Aa20, y @ Actividad de las bacterias metanogénicas
al exponerlas con el extracto de acacia sin tratamiento previo por A. niger Aa20.
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Como se puede notar el pretratamiento ayuda aproximadamente en 20% a la actividad
metanogénica de las bacterias anaerobias al ponerlas en contacto con el extracto de acacia,
esto indica que aunque el microorganismo esta degradando principalmente no-taninos,
también esta destoxificando por lo menos parcialmente el extracto de acacia. De acuerdo con
la Figura 14, el tratamiento con Aspergillus seria poco importante para el tratamiento de los
no-taninos, es decir, no ayudaria a incrementar la actividad metanogénica de los lodos
anaerobios. Por tanto los datos de la Figura 21 indican que si bien, los taninos no son bien
asimilados o degradados por A. niger si se disminuye en forma apreciable su toxicidad sobre
los lodos metanogénicos. Esto sugiere que A. niger quiza modifique a los taninos sin
consumirlos. Por ejemplo: las tanasas al hidrolizar los esteres de los taninos con el acido
galico podrian haber disminuido su toxicidad sobre las bacterias metanogénicas. Esto se apoya
por la forma de la curva de acido galico en el medio de cultivo de las Figura 18 -Figura 20,
pues su concentracion se mantiene casi constante durante las primeras 20 h del cultivo, lo cual

podria deberse al rompimiento de dichos esteres.

Asi pues, se ha mostrado que el tratamiento del extracto de acacia tratado con Aspergillus
niger Aa20 es destoxificado de manera parcial, ya que la actividad metanogénica de los lodos
aumenta aproximadamente en un 20 %, lo cual indica que se puede montar un reactor que
trate, con este tipo de microorganismo, las aguas que contienen curtientes vegetales y pasarlos

posteriormente al sistema anaerobio.
6.6. Instalacién de un reactor de biopelicula por lote

Se mostré con los resultados anteriores que A. niger Aa20 es capaz de destoxificar,
parcialmente, los efluentes modelo de las curtidurias con extracto de acacia como curtiente
vegetal, por lo tanto se plantea la posibilidad de montar un reactor para estudiar su

degradacion y destoxificacion.

El volumen de operacion del reactor utilizado fue de 800 mL con 60 g/L de extracto de acacia,

ya que fue a esta concentracion donde se encontré la mayor velocidad especifica de
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crecimiento, dentro del rango de concentraciones probadas ademas, la concentracion de los

efluentes de las curtidurias se encuentran en este rango.

En la Figura 22 se muestra un diagrama del reactor que se uso para la degradacion de taninos
del curtiente vegetal de acacia con A. niger Aa20 inmovilizado. Se utilizd6 como soporte para
formacion de la biopelicula fibra tipo Scotch-Brite™, que ocupaba un volumen de 127.5 cm’,
la temperatura se controlé con un bafio a 30 °C, la biomasa inicial que colonizo la fibra de
manera espontanea fue de 3.25 g en el volumen total del soporte. Por la parte inferior del
reactor se suministro aire de manera continua para satisfacer las necesidades de oxigeno del

hongo y mantener un régimen de mezclado adecuado.

f— 85cm —r

Temperatura
controlada a 30 °C

[ Je—

Aire

Figura 22 Esquema del reactor por lote de 800 mL
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6.6.1. Homogeneidad del reactor

Para comparar la degradacion del extracto curtiente vegetal estudiada en la seccion 6.4 se

decidio tener un reactor por lote monitoreado durante 120 horas y completamente mezclado.

En primera instancia para determinar el mezclado del reactor que se instalo se realizo la
medicion del pH, en diferentes puntos del reactor al agregar 5 mL de NaOH 1IN, observando

que en 10 min. la concentracion del alcali era la misma en todo el sistema (Figura 23).

En los resultados de pH(1) el bulbo del electrodo se situ6é aproximadamente a 5 cm de la base
del reactor y ahi se mantuvo hasta que ya no se observaron variaciones, después de 30 min. se
midio el pH en diferentes puntos del reactor encontrando que el pH era el mismo en cualquier

punto del sistema.

Después se realiz6 una prueba independiente de la anterior, instalando el electrodo en la parte
superior del reactor, se adicioné el alcali y se observo su homogenizacion en 1 min. (pH2),
después de 10 min. se adicionaron 5 mL mas del alcali y se observod el mismo tiempo de
homogenizacion, al cabo de 30 min. se movio el electrodo a diferentes puntos del reactor y se

observé que no existian diferencias de pH en el sistema.

Finalmente se hizo una prueba visual, agregando tinta china, encontrando que en un tiempo
promedio de 1 min. la tinta queda homogénea en el reactor. Con estos datos concluimos que se
tiene un reactor con agitacion continua por medio de la aireacion, donde el fluido se-considera
perfectamente mezclado, lo cual asegura que todo el volumen es utilizado para efectuar la
reaccion sin que exista ningun espacio muerto apreciable. Ademas que el tiempo de
circulacion de un elemento de fluido (colorante agregado) dentro del recipiente es menor que
la velocidad de reaccion de los componentes del extracto de acacia con el A. niger, ya que la

Hmax de este microorganismo es de 0.4 h™'.
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Figura 23 Prueba de la homogeneidad del reactor

6.6.2. Comparacion de los perfiles de consumo de sustrato en el reactor
de biopelicula y los matraces agitados

Al igual que en la seccidon 6.4.3. se analiz6 la degradacion del extracto de acacia en el reactor
de biopelicula cuantificando azicares, acido galico, antocianidinas y flavanoles (Figura 24).
La cantidad de biomasa producida no fue posible monitorerla junto con el consumo de

sustrato, asi que sdlo se cuantifico la cantidad inicial (4.06 mg/mL) y la final (7.6 mg/mL).
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Figura 24 Comparacion del consumo del extracto de acacia en los sistemas de matraz y el reactor de biopelicula

Los perfiles de consumo de antocianidinas y aziicares son muy similares tanto en matraz como
en el bioreactor, pero midiendo la degradacion que se efectia por la cantidad de biomasa
presente obtenemos para los azucares totales que se degradan 0.4 g de azucar/g de biomasa en
el matraz, mientras que el reactor es mas eficiente porque se degrada 1 g de azucar/g de
biomasa. Con respecto a las antocianidinas, tenemos que la velocidad de degradacion, medida
como el cambio de absorbancia en el tiempo por gramo de biomasa es ligeramente mayor en el

bio-reactor (3.53*107%) que en los matraces(2.91*107).

La concentracion de acido galico en el bio-reactor permanece casi constante (Figuras 18, 19y
20), mientras que en los matraces se observan variaciones diferentes que tienden a disminuir
sin una correlacion aparente con la produccion de biomasa, como se ha mencionada
anteriormente: si la concentracion de acido galico permanece constante puede deberse a dos

factores:

= No se produce ni se degrada

= Se produce a la misma velocidad que se degrada
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Los taninos esterificados con el acido galico tienen mayor capacidad curtiente que si los
enlaces ésteres son rotos por la tanasa. Podria ser que la segunda opcion explique este
resultado junto con la disminucion de la toxicidad, pero sin verse asociado con la degradacion
de las antocianidinas del extracto curtiente estudiado ya que las tanasas de A. niger estarian
rompiendo los enlaces del acido galico con los diversos tipos de polifenoles al mismo tiempo

que disminuirian en cierto grado la toxicidad de esos compuestos.

Con respecto a los flavanoles, durante las primeras horas en ambos sistemas, se observa un
aumento en la absorbancia y después de doce horas la disminucion de la misma es evidente,
siendo mas pronunciada en los matraces que en el reactor de biopelicula, pero si es importante
destacar que el consumo de los taninos del extracto de acacia es importante ya que pocos
microorganismos pueden, en primer lugar tolerar altas concentraciones y utilizarlas como

fuente de carbono.

En conclusion se establece que la degradacion del extracto de acacia es mas eficiente en el
reactor de biopelicula que con el micelio disperso en los matraces y el consumo de taninos y

no—taninos es simultaneo.

6.6.3. Comparacién de la metanogénesis al utilizar diferentes sistemas de
pretratamiento del extracto de acacia

Se probaron los remanentes de los matraces agitados a 48 h y del reactor de biopelicula a 48 y
120 h para realizar la comparacion de biodegradabilidad de los compuestos toxicos

comparando la actividad metanogénica de los lodos (Figura 25).

Asi pues se obtuvo que los efluentes del reactor, después de haber sido tratados durante 48 h
can Aspergillus niger Aa20, la actividad metanogénica es 10% mayor en comparacion con los
matraces agitados. Con tratamiento en el reactor de biopelicula durante 120 h, aumenta hasta
30%.
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Figura 25 Comparacion de la metanogénesis con los diferentes tratamientos del extracto de acacia a 60 g/L.

Puede observarse que en cualquiera de los dos sistemas, si no existe el pretratamiento, la

actividad metanogénica de los lodos es inhibida casi en forma completa.

La autoxidacion de los taninos por el oxigeno que se administra en el reactor de biopelicula no
es suficiente para destoxificar el extracto curtiente vegetal utilizado en esta investigacion, pero
el burbyjeo directo de aire beneficia el metabolismo del hongo ya que mejora el grado de
mezclado y a tener mayor disponibilidad de oxigeno disuelto en el mediola degradacion de los
componentes del extracto de acacia Entonces, los taninos son los componentes que causan la
inhibicion metanogénica mas importante en los lodos anaerobios y el pretratamiento del

extracto de acacia con 4. niger Aa20 ayuda a destoxificarlo de manera parcial.
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7. Conclusiones

El estudio de las fracciones de los curtientes de acacia mostrd que su mayor componente (63%)
son taninos que se asocian fuertemente al polvo de cuero, se observa que tiene mayor proporcion
de taninos condensados que de taninos hidrolizables. La materia organica restante (37%) son no-

taninos, es decir, compuestos que no funcionan como material curtiente.

El hongo filamentoso A. niger crecié principalmente a expensas de la matenia organica no
curtiente (no-taninos) y de manera especial a expensas de los carbohidratos solubles. Por ello
mostrd bajos rendimientos aparentes con el curtiente vegetal total. El hongo filamentoso
Aspergillus niger Aa20 es un productor de tanasas de amplio espectro por lo cual es posible su
utilizacién en la degradacion parcial de los taninos condensados, ya que fue capaz de crecer en

medio liquido con extracto de acacia como unica fuente de carbono y energia.

Por separado, los curtientes de acacia mostraron ser toxicos para las bacterias metanogénicas con
dosis superiores a 5 g/L y esta propiedad pudo ser removida en un 20% por A. niger,
principalmente por su accion sobre los taninos. Pues los no-taninos, que resultaron ser menos

toxicos que los taninos, casi no cambiaron su toxicidad por el cultivo de 4. niger.

El cultivo de A. niger tolerd concentraciones altas de curtientes vegetales porque su crecimiento se
vi6 inhibido solamente cuando las concentraciones de esos sélidos suspendidos fueron mayores a

60 g/L. Esto confirma la eleccion de este organismo para cultivarlo en este tipo de sustrato.

El cultivo de A. niger resulté ser mas efectivo para destoxificar parcialmente a los taninos cuando
se utilizd como biopelicula adherida a un soporte inerte poroso (fibra Scotch Brite™). Por lo tanto,
los residuos de las curtidurias pueden reducir su agrestvidad ambiental si se tratan en reactores

aerobios con biopeliculas de A. niger.

Queda por desarrollar un proceso integrado entre la separacion y reuso industrial de los taninos
residuales y el tratamiento biologico de los no-taninos, quiza por reactores de biopelicula de A.
niger que reduzcan la carga de azicares y polifenoles para ser tratados después en un sistema

convencional de digestién biologica de la materia orgéanica.
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8. Recomendaciones

En este trabajo se utilizé el extracto de acacia como curtiente vegetal modelo debido al auge que
ha tomado actualmente en la industria del curtido de pieles, pero en realidad, generalmente se
llegan a utilizar mezclas de curtientes de diferentes origenes, lo que hace que este problema sea
mas complicado, porque seran mas componentes los que hay que analizar, si es que se desea saber
de manera detallada su degradacion y el grado de toxicidad de cada uno. Si lo importante es
conocer el efecto tdxico, como tal, bastaran las pruebas inhibicion metanogénica de los lodos

anaerobios y la capacidad de destoxificacion por parte de A. niger.

Un punto importante es que para este trabajo se desarrollaron los estudios con el curtiente
completo, es decir, el curtiente no ha reaccionado con la proteina de la piel para formar el cuero.
En consecuencia, los efluentes reales de la industria, contendran taninos de peso molecular por
debajo de 400 uma y taninos de peso molecular mayor a 3000 uma, porque estos no tienen la
capacidad de entrelazarse con el colageno. En la industria se pone un exceso de curtiente para
poder obtener un producto de alta calidad que pueda ser utilizado en la industria del calzado y del
vestido, asi que al final del proceso de curticidon se tiene un bafio que permite la recuperacion del
material curtiente, con las especificaciones adecuadas; pasando a los desechos una menor cantidad
de materia, especificamente taninos hidrolizables, taninos condensados de bajo peso molecular y
no-taninos que son mas biodegradables por el sistema propuesto. De ahi que se propone ampliar
los estudios hacia la biodegradacion de los no-taninos que son menos toxicos que los taninos pero

que no son completamente biodegradables por 4. niger.

Por lo tanto se recomienda estudiar un proceso de remocion fisica de los taninos residuales para su
reuso industrial, junto con la biasqueda de mejoras a un proceso de tratamiento integrado (aerobio /
anaerobio) de los no-taninos en los que se pueda aprovechar la tolerancia de 4. niger a esta clase
de efluentes toxicos. Seria conveniente realizar un estudio de destoxificaciéon con efluentes reales
de la industria y determinar la toxicidad y degradacion de los mismos, antes de continuar con el

modelamiento del sistema para optimizar su funcionamiento.
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