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RESUMEN
La industria de curtiembres genera efluentes residuales, caracteristicos por su alta carga

organica, compuestos fenolicos y metales pesados. Dentro de estos contaminantes, los taninos
utilizados como agentes curtientes, destacan por su complejidad molecular y elevada
recalcitrantica. Su vertimiento sin un tratamiento adecuado provoca alteraciones en la calidad
del agua, lo que los convierte en un desafio critico para la gestion ambiental. En particular, los
taninos de quebracho (Schinopsis balansae), empleados de manera extensiva en la ciudad de
Arequipa (PIRS), representan una fraccion persistente en los efluentes industriales de esta
ciudad.

Las pruebas iniciaron con la determinacion del indice de tolerancia en medio sélido, ensayos
de remocion de fenoles en medio liquido suplementado con Quebracho en solucion (7,5, 10, 15
y 20 %), y la cuantificacion de la actividad enzimatica tanasa en medio liquido suplementado
con 4cido tanico en solucion (7,5-20 %). Adicionalmente, se realizé la secuenciacion de la
region ITS (Intenal Transcribed Spacer) para las cepas seleccionadas, asi como el andlisis
estructural y quimico mediante microscopia electronica de barrido (SEM) y espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier (FTIR).

Se logro el aislamiento de 40 cepas, de las cuales se seleccionaron las dos con mayor tolerancia
a los taninos de quebracho: E03-020-01 (25) y E03-017. Estas cepas fueron identificadas
molecularmente como: Aspergillus, niger/awamori'y Penicillium crustosum, respectivamente.
Los resultados demostraron la capacidad de ambas cepas para remover taninos a la
concentracion mas alta de quebracho (20 %), a través de mecanismos mediados por actividad
tanasa. P. crustosum alcanz6 un valor maximo de remocion del 48,40 % con una actividad
Tanasa de 3,70 U, mientras que A. niger/awamori logré una remocion del 31,26 % para con
una actividad tanasa maxima de 3,58 U. En ambos casos, los valores mas altos de remocion y
actividad enzimatica se registraron a las 288 horas de evaluacion.

Los analisis estadisticos evidenciaron una respuesta sostenida y eficiente a concentraciones
elevadas (20 %) por parte de P, crustosum. Los andlisis de FTIR y SEM confirmaron
alteraciones morfoldgicas en la membrana celular y quimicas producto de la exposicion a los
taninos. Estos hallazgos sugieren que las cepas fingicas seleccionadas presentan potencial para
ser aplicadas en procesos de biorremediacion de efluentes industriales de curtiduria abriendo la

posibilidad de desarrollar estrategias sostenibles para la mitigacion de estos contaminantes.

Palabras clave: Biodegradacion, curtiembres, hongos.
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ABSTRACT

The tanning industry generates effluents characterized by high organic load, phenolic compounds,
and heavy metals. Among these contaminants, tannins used as tanning agents stand out due to
their molecular complexity and high recalcitrance. Their discharge without proper treatment
causes alterations in water quality, making them a critical challenge for environmental
management. In particular, quebracho tannins (Schinopsis balansae), widely used in the city of
Arequipa (PIRS), represent a persistent fraction in the industrial effluents of this region.

The tests began with the determination of the tolerance index on solid medium, phenol removal
assays in liquid medium supplemented with quebracho in solution (7,5, 10, 15, and 20 %), and
quantification of tannase enzymatic activity in liquid medium supplemented with tannic acid in
solution (7,5-20 %). In addition, sequencing of the ITS (Internal Transcribed Spacer) region was
performed for the selected strains, along with structural and chemical analyses through scanning
electron microscopy (SEM) and Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR).

A total of 40 strains were isolated, from which the two with the highest tolerance to quebracho
tannins were selected: E03-020-01 (25) and E03-017. These strains were molecularly identified
as Aspergillus niger/awamori and Penicillium crustosum, respectively. Results demonstrated the
ability of both strains to remove tannins at the highest quebracho concentration tested (20 %),
through mechanisms mediated by tannase activity. P. crustosum achieved a maximum removal of
48,40 % with a tannase activity of 3,70 U, while 4. niger/awamori reached a removal of 31,26 %
with a maximum tannase activity of 3,58 U. In both cases, the highest values of removal and
enzymatic activity were recorded at 288 hours of evaluation.

Statistical analyses evidenced a sustained and efficient response to high concentrations (20 %) by
P. crustosum. Furthermore, FTIR and SEM analyses confirmed morphological alterations in the
cell membrane and chemical changes resulting from tannin exposure. These findings suggest that
the selected fungal strains present significant potential for application in the bioremediation of
tannery effluents, opening the possibility of developing sustainable strategies for the mitigation of
these pollutants.

Keywords: Biodegradation, tannery, effluents, fungus.
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INTRODUCCION

Se le conoce como “curtiembre” (tanning en inglés, de ahi el término “fanino™) al proceso de
transformacion de las pieles de animales en cuero para el uso humano mediante la utilizacion
de extractos de plantas especificas’. Para obtener un cuero duradero y no sujeto a

descomposicion, pasa por 3 etapas generales, pre curtido, curtido, y acabado?.

La mayoria de los procesos de curtiembre se realizan en medio acuoso y se calcula que se
pueden llegar a utilizar entre 50 y 100 L de agua por cada Kg de piel salada y el contenido de
contaminantes presentes en las aguas residuales generadas por esta industria es dificil de
conocer y puede variar dependiendo del proceso que se utilice, sin embargo, la mayoria de estos
procesos poseen elementos comunes, como la materia suspendida, presencia de proteinas,
componentes oxidables, ademas del color y olor desagradables. Es importante mencionar que
dentro del proceso de curtiembre, los procesos de ribera son responsables del 60 % de materia

suspendida y del 80 % de la carga contaminante total expresada en DBO3.

Los taninos o polifenoles vegetales se encuentran en la naturaleza en forma de metabolitos
secundarios, son abundantes en ciertas partes de la planta como hojas, frutos y semillas. Son el
segundo grupo de fenoles presentes en las plantas méas abundante después de la lignina, difieren
de otros compuestos fendlicos debido a que poseen la capacidad de precipitar proteinas a partir
de soluciones formando fuertes complejos y reaccionando con otras macromoléculas*. Es a
causa de su naturaleza polifenolica y a la presencia de iones cloruro y sulfato que no logran
adherirse por completo a las pieles y son liberados a los efluentes®. Al emplear grandes
cantidades de taninos, la industria de las curtiembres eleva considerablemente en sus aguas
residuales la demanda bioquimica de oxigeno (DBO), la demanda quimica de oxigeno (DQO)
y los s6lidos disueltos totales (STD). Por otro lado, estudios recientes han demostrados que
durante el proceso de curtiembre solo el 20 % de los componentes aplicados, incluyendo los

taninos son absorbidos por la piel animal, siendo el resto descartado a los cuerpos de agua®.

Actualmente, el panorama mundial de la produccién de cuero ubica a Europa y Asia como los
principales productores®®. Se estima que el mercado europeo del cuero mueve alrededor de 8
billones de euros al afo, teniendo como epicentro de produccion en Italia, ya que posee
aproximadamente el 60 % de las companias de curtiembre y exporta mas del 70 % de su
produccion total al resto del continente, debido a su gran importancia se aplica un riguroso
control ambiental y también aplican tecnologias que permiten disminuir el impacto ambiental’.

En Asia, se considera a la India como el principal productor de cuero y sus sub productos, se

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




% - UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE \~CATOLICA

TESIS UCSM -2 DE SANTA MARIA

estima que los residuos de esta industria presentan un promedio de 4300 mg/L de DBO y ~6200
mg/L de DQO, con niveles de Cr que oscilan entre los 23 y 46 mg/L®.

El panorama latinoamericano es, por otro lado, muy distinto, el pais que domina el mercado del
cuero es Argentina, altamente reconocido por su importancia en la ganaderia y por lo tanto en
la industria del cuero, en la region Matanza-Riachuelo, en la provincia de Buenos Aires, se
encuentran alrededor de 24,000 negocios industriales dentro de los cuales, el negocio de las
curtiembres es el responsable del 50 % de la contaminacion de cuerpos de agua y se estima que
este negocio utiliza en promedio 1 m*® de agua por cada cuero a tratar, segin Martinez y
Romero’ los principales pardmetros que se utilizan para la cuantificacion de la contaminacion
generada son: demanda bioldgica de oxigeno (DBO), demanda quimica de oxigeno (DQO),
solidos en suspension (SS), Solidos totales (ST), Cromo total (Cr), sulfuros (S), Amonio,
Nitrogeno Organico, Flujo volumétrico, PH y alcalinidad. Se identifican como sustancias
peligrosas: Cromo hexavalente, Aril-aminas, Pentaclorofenol (PCP), Formaldehido; productos
con contenido de tributilestafio (TBT) y metales pesados como mercurio, Cadmio y Zirconio®.
En el Pert, la industria de la curtiembre se desarrolla principalmente en las regiones de Trujillo,
Lima y Arequipa. En Agosto del 2023 se aprueba el decreto supremo D.S N.° 010-2023-
MINAM’ donde se sefialan los Limites Maximos Permisibles para efluentes de las actividades
de curtido y adobo de cuero, asi como adobo y tefiido de pieles, en este documento se indica
que todas las empresas, nacionales o privadas que se dediquen a la manufactura del cuero deben
cumplir con las especificaciones indicadas en dicho dispositivo legal y de lo contrario deberan
ser sancionadas®. En la region de Arequipa, las empresas de curtiembres se localizan en la zona
del Parque Industrial de Rio Seco, en el distrito de Cerro Colorado y han formado la Asociacion
de Empresas de Curtiembres, Fabricantes de Calzado y Derivados del Cuero (Apymeco). En
Mayo del 2023 los agremiados de esta asociacion indicaron que debido a la carencia de una
planta de tratamiento de aguas residuales, los limites méximos permisibles indicados por el
Organismo de Evaluacion y Fiscalizacion Ambiental (OEFA) no se encontraban acordes a la
realidad de esta industria en el pais y por ello aseguran que es imposible cumplir con estos

limites'©,

La tanin acil hidrolasa (TAH) o tanasa es una glicoproteina que posee actividad esterasa y
despsidasa, se encarga de hidrolizar solamente los enlaces éster contenidos en galotaninos,
elagitaninos y ésteres del 4cido galico sin comprometer la integridad de los enlaces carbono
carbono. La mayoria de las enzimas tanasas que han sido caracterizadas poseen una temperatura

ideal entre 30 °C y 40 °C y su maxima actividad oscila entre los pH 4,3-6,5"". Existe una amplia
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variedad de microorganismos capaces de producir esta enzima, entre ellos cepas bacterianas de
Bacillus pumilus, B. polymyxa, Corynebacterium sp, Klebsiella pneumoniae, entre otros. Asi
también, algunos hongos también son capaces de producir esta enzima para la degradacion del
acido tanico, entre ellos, hongos filamentosos como Aspergillus Penicillium, levaduras del

género Candida, Trichoderma, Fomes, Polyporus y Trametes'?

La industria del cuero ha ocupado histéricamente un lugar importante a nivel global y estd
estrechamente vinculada al estilo de vida humano. En la actualidad, el cuero se considera casi
un material de lujo, lo que ha generado un consumo masivo y, en consecuencia, un notable
incremento en el impacto ambiental. En este contexto, la presente investigacion tiene como
objetivo evaluar la remocion biologica de taninos empleando quebracho en solucién como
modelo contaminante de estos efluentes por medio de cepas flingicas nativas de los efluentes

curtientes del Parque Industrial de Rio Seco en la ciudad de Arequipa.
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CAPITULO I: MARCO TEORICO
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1.1.  La industria del cuero

El curtido de pieles es un procedimientos que se ha venido desarrollando desde hace miles de
aflos, existe evidencia sobre el periodo neolitico en el que el hombre hacia uso de especies
vegetales como cortezas, vainas y hojas con el objetivo de evitar la putrefaccion de las pieles
y a la vez brindarles una mayor resistencia, ademas, se han descubierto piezas de cuero
procesadas por los egipcios por medio del método de curtido en aceite, ain en condiciones
aceptables al dia de hoy, sin embargo, es en el siglo XVIII en el que la alta demanda de pieles
y la creciente industrializacion gener6 el desarrollo de nuevas y mejores tecnologias para
procesamiento del cuero a nivel industrial, asi, para fines del siglo XIX ya se habian descubierto
nuevos agentes curtientes que procesaban el cuero de manera mas eficiente como el cromo y
el alumbre?.

1.2.  El proceso de curtido

La industria del cuero tiene como meta transformar la piel animal en una materia prima que
posea estabilidad y flexibilidad para asi poder generar otros productos de alta calidad para fines
diversos. Para obtener el cuero que todos conocemos, este pasa por 4 procesos generales: pre
curtido, curtido y acabado, ademas también se suele emplear otro proceso al final llamado
recubrimiento de superficie's.

1.2.1.  Etapa preparatoria

o Almacén o “ware house”

En este proceso se almacenan las pieles para su tratamiento, considerandose a bajas
temperaturas y cubiertas en sal'>!4,

- Salazon himeda

Se realiza con el objetivo de salar las pieles. Las pieles son concentradas en una pila y son
remojadas en sal, este proceso se realiza durante un periodo de 30 dias para conseguir una
absorcion completa de la sal por parte de las pieles!>!*.

- Curado con salmuera
Este método es mads comlin y mas eficiente que la salazén hlimeda. En este proceso las pieles
son colocadas en pozos contenidos con soluciones de sal y posteriormente se les aplica un
surfactante liquido, en este proceso las pieles deberan ser conservadas en dicha solucion
durante 16 horas para asegurar la curacion absoluta!®!4,

1.2.2.  Fase inicial o “beam house”

® Remojo
Las pieles son remojadas en agua con el objeto de eliminar materia no deseada (sangre, tierra,

polvo, estiéreol, etc.)!>4
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o FEncalado

En este proceso las pieles se someten a remojo en una solucion de cal, sodio y sulfuro durante
1 dia y medio, esto, con la finalidad de eliminar completamente el pelo y uias, ademas, sirve
para eliminar ciertas proteinas y grasas'>!.

e Despellejamiento

Sirve para eliminar tejidos innecesarios como carne y tejido adiposo, este procedimiento se
realiza por medio de una cuchilla giratoria'®'4,

® Descalcificacion

Se emplea cloruro de amonio. Se realiza para conseguir la eliminacion de los restos alcalinos
y asi remover la hinchazén de las fibras!'®!4.

® Rendido
Esta etapa se lleva a cabo con el objeto de brindar flexibilidad al cuero y eliminar proteinas no
deseadas'>!*,

o FEncurtido

También denominado decapado, es la etapa final previo al curtido de las pieles, durante este
proceso se anade sal a las pieles y posteriormente acido sulfurico, la sal es afadida con el
propésito de evitar la hinchazon del acido y asi conseguir el equilibrio quimico'®. Al realizar
este paso se podran almacenar las pieles durante largos periodos de tiempo sin comprometer la

integridad de las mismas'*'4,

914

Figura 1. Maquinaria empleada en la etapa “beam house

1.2.3.  Curtido
En el proceso de curtido se les confiere durabilidad a las pieles y evita su descomposicion, en
este proceso las pieles son cargadas en un tambor y son sumergidas en la solucion curtiente

que puede ser vegetal o de cromo!®!4,
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o Curtido vegetal

El curtido vegetal es el método mas antiguo para la manufactura del cuero, se extraen los
componentes quimicos a partir de extractos de plantas llamados “taninos”, cada planta produce
taninos con sus propias caracteristicas (color, suavidad, etc.)!*!®.

Consiste en sumergir las pieles en recipientes de madera en una solucion con elevadas
concentraciones de taninos en agitacion con el objeto de saturar la piel con estos compuestos,
quimicamente, los taninos reaccionan con las proteinas de la piel del animal (colageno)
generando una unién fuerte y atribuyendo firmeza a la piel, mayor resistencia al calor y a la
contaminacion, este método se lleva a cabo en dos etapas que buscan penetrar el interior de la
piel con la solucién de taninos y fijar el agente sobre las fibras de colageno'. El proceso se
realiza bajo las condiciones de pH y temperatura de 3-6 y 38 °- 40 °C respectivamente. Para
un buen curtido, es necesario agregar alrededor de un 60 % del tanino. Este proceso se realiza
con la finalidad de otorgar a las pieles la resistencia al desarrollo de microorganismos, dureza

y respirabilidad®!>:1%.

Figura 2. Taninos empelados para el curtido de pieles. Castafio (izquierda), Tara (medio) y

quebracho (derecha)!’.

e Curtido al cromo

El curtido al cromo se realiza mediante la adicién de sulfato y sales de cromo, este método
brinda una mayor flexibilidad y resistencia a la perdida de color, este proceso empela sales de
cromo (III), produciendo pieles de tonos azulados (wet blue) que posteriormente pueden ser
tenidas de cierta variedad de colores, produciendo pieles de temple medio a suave, el curtido
al cromo usualmente emplea un estandar de cromo (Cr203), un polvo verde azulado al 26 %
del compuesto'*!®. Los cueros “wet blue” pueden ser almacenados por largos periodos de
tiempo, sin embargo, estos deben ser almacenados humedos (60 % de humedad), esta etapa de

almacén hiimedo es sumamente importante para mantener la uniformidad de las pieles'.
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.F.um —

Figura 3. Sales de Cr,0; empleadas en el procedo de curtido'®,

Remojo —_— Encalado — Despellejado — DescalcificaciSn —— Rendido — Curtido —— Post-Curtido
2 tipos
l - l
Curtido al Cromo Curtido vegetal

Figura 4. Diagrama del proceso inicial de curtido “beam house”.

1.24.  Post-curtido

o “Samming”
Las pieles pasan por unos rollos que se encargan de escurrir el agua acumulada®!>16,
o Division
Las pieles son divididas en piel flor y piel carne®!>-!6,

e Desbaste
En este proceso la piel flor o cuero flor se procesa mediante presion por rodillos de acero para
obtener un grosor uniforme®!>16,

e Neutralizacion

Se neutralizan todos los acidos restantes por medio de la acciones de alcalis suaves para la
prevencion de posibles dafios al cuero durante el secado y asi prepararlo para las etapas
siguientes>!>16,

o Teiiido
Esta es la etapa final y de acabado de las pieles, en este proceso se tifien las pieles de una gran

variedad de colores de acuerdo a la demanda y tendencia del mercado®!4!6,
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Samming — Division — Desbaste —— Neutralizacion ——  Tenido

Figura 5. Diagrama de post curtido.

1.3. Contaminacion ambiental generada por la industria de la curtiembre

Se denomina contaminacion a la accion de alteracion de un ecosistema, ya sea en sus elementos
abioticos o bidticos, esto por medio de la insercion de un nuevo compuesto al entorno ambiental
o al aumento desmesurado de cierto componente ya existente en dicho habitat, supone el
consecuente deterioro de los recursos naturales, la salud de las especies animales y vegetales e
incluso la de los seres humanos que ahi habitan asi, la contaminacion es un proceso, en el que
se acumulan o insertan componentes (contaminantes) que alteran el equilibrio de un ecosistema
y se mantienen en el mismo hasta ocasionar dafios en el ambiente'’.
Por otro lado, se define como contaminante al compuesto ajeno al ecosistema o cuyas
concentraciones han sido elevadas por encima de los pardmetros normales cuya presencia
ejerce dafos y altera el equilibrio ambiental, cabe destacar que el mecanismo de accion de un
contaminante es la difusion, concentracion y transformacion, ya que, al ser liberado a la
naturaleza, estos, son absorbidos por los propios ciclos naturales, entonces, al no poder
degradar los agentes contaminantes, estos se concentran y se almacenan en el ecosistema’®.
1.3.1.  Contaminacion atmosférica
El término contaminacion atmosférica se refiere a la presencia de agentes dafiinos dentro de la
atmosfera cuyas concentraciones se encuentran por encima de los limites normales,
ocasionando, de este modo, dafios en la salud de la fauna del ecosistema y de las personas que
en este habitan?®. La literatura sefiala a este tipo de contaminacion como una de las mas
peligrosas y nocivas para la salud publica, ademas, todas las actividades realizadas por el
hombre son causantes de la liberacion de agentes contaminantes a la atmosfera terrestre, siendo
las principales el transporte aéreo y vehicular, el cubismo doméstico de gas propano y las
actividades de caracter industrial?!. Sin embargo, dentro de la naturaleza también son liberadas
sustancias biogénicas (ej. erupciones volcénicas) las cuales también contribuyen a la
contaminacion atmosférica, aunque en menor concentracion?'.
1.3.2.  Contaminacion acustica
Este tipo de contaminacion es uno de los que presenta mas problemas de salud a la poblacion,
debido al ruido, el cual implica un dafio considerable al bienestar de las personas y es un factor
causante de estrés. Ademas, se ha demostrado que el ruido de las calles, principalmente el del

transporte publico, contribuye al aumento de riesgo de padecer un accidente cardiovascular,
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por otro lado, el ruido generado por el trafico nocturno puede generar trastornos en el suefio,
aumentando los niveles de cortisol y, por ende, el estrés oxidativo en el cerebro y vasos
sanguineos?’.

1.3.3.  Contaminacion del suelo

La contaminacion de los suelos es definida como la insercion de compuestos xenobidticos en
los suelos y como la alteracion de los componentes naturales de la tierra, es ocasionada
principalmente por la industria agricola sin supervision y la deficiente eliminacién de desechos
por parte de las industrias, ya que se realizan practicas insostenibles lo que propicia la
propagacion de contaminantes hacia los productos vegetales y por consecuencia hacia la
industria alimentaria®’. Los contaminantes mas nocivos para los suelos son los metales pesados,
pesticidas, excipientes de productos farmacéuticos, etc. que generalmente son liberados en
solucion con el agua, los cuales se asientan en la tierra y posteriormente precipitan al subsuelo,
contaminando asi también las aguas subterrdaneas®.

1.34. Contaminacion del agua

Se define como contaminacion a la insercion de cualquier sustancia ya sea en estado solido,
liquido o gaseoso al ambiente a una velocidad mucho mayor comparado con lo que podria
hacerse de manera natural, el agua es uno de los recursos mas importantes y vitales para el
desarrollo de la vida en el planeta®?. Se considera que el agua se encuentra contaminada cuando
se altera su calidad y se insertan nuevos componentes alterando sus propiedades, la
contaminacion de los cuerpos de agua que son ocasionados por la mano humana se produce
principalmente por causa de las actividades economicas, industriales, domésticas, etc?!. La
descarga de materia ajena y/o sustancias nocivas por parte de empresas es lo que se define
como contaminacion industrial y es actualmente la mayor causante de la liberacion de agentes
toxicos a los cuerpos de agua® 22

1.3.5.  Contaminacion del agua generada por la industria del cuero

Los mecanismos utilizados para obtener un cuero de alta calidad generan cantidades
considerables de desechos de todo tipo (sélidos, liquidos y gaseosos), por ende, el proceso de
curtido lleva consigo una produccion inevitable de residuos s6lidos, entre ellos, restos de pieles,
conjuntos de pelo y polvos producto del pulido. Dowland et al'®. indica que al menos el 80%
de los desechos solidos son generados en la etapa de pre curtido y el 20 % restante es generado
en el post curtido!®. Debido a que el propio proceso de curtido se realiza con la finalidad de
brindar durabilidad y estabilidad a los cueros, el manejo y la gestion de los residuos solidos
presenta muchas dificultades al momento de lidiar con la generacion de los lodos producidos

por esta industria los cuales inevitablemente traen problemas y generan un impacto negativo
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en la agricultura y ganaderia, por otra parte, la mayoria de industrias se deshacen del pelo
resultante por medio de incineraciones o es llevado a los vertederos lo que genera danos y
contaminacion del aire, agua y suelos'.

Las aguas residuales generadas por las curtiembres son un problema que ha ido creciendo de
la mano con esta industria. Para el procesamiento de una tonelada métrica de cuero crudo
(htimedo) son necesarios 40 m* de agua y solo 72 Kg de 452 Kg de quimicos empleados son
absorbidos por las pieles, siendo los 380 restantes vertidos en el efluente, por otra parte, el 90
% de la contaminacién causada es generada en la etapas de pre curtido y recurtido, el precurtido
ocasiona grandes cambios de pH lo que provoca un aumento significativo en la demanda
quimica de oxigeno (DQO), los sdlidos disueltos totales, cloruros, etc. ademas, los compuestos
empleados durante la remocion de pelo (cal y sulfuro) contribuyen con el 75 % de la DQO y el
84 % de la DBO%,

1.4. Parametros de calidad del agua

Las propiedades quimicas, fisicas y bioldgicas del agua son lo que le confieren su nivel de
calidad y esta se determina de acuerdo a la finalidad de su uso (consumo humano, agricultura,
industrial)?*.

1.4.1.  Temperatura

Si la temperatura del agua aumenta de forma dréastica genera una disminucion en el oxigeno
disuelto ademas de otros compuestos gaseosos a causa de la caida en las fuerzas de atraccion a
nivel molecular, por otro lado, si esta disminuye ocasiona un aumento en la concentracion de
oxigeno disuelto lo que, en consecuencia, altera la diversidad biologica del agua*.

1.4.2. pH

Los cambios en el potencial de hidrégeno (pH) propicia el aumento de iones de hidrogeno
(acidez), también, las alteraciones en el pH de los cuerpos de agua alteran las reacciones
bioldgicas y vias metabodlicas de los organismos que habitan en ella a su vez alterando la
produccion de CO**.

1.43.  Oxigeno disuelto (OD)

Este pardmetro indica directamente los niveles de contaminacidén que posee un cuerpo de agua
ya que los niveles de oxigeno disuelto disminuyen de acuerdo a los cambios ocasionados en
las caracteristicas del agua (color, sabor, olor, etc.), las reacciones de fotosintesis tienen un
lugar importante ya que de ellas depende la liberacion de oxigeno en la superficie de los cuerpos

de agua®*.
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1.44. Demanda bioldgica de oxigeno (DBO)
Al igual que los niveles de oxigeno disuelto, la demanda bioldgica de oxigeno es otro indicador
esencial para la determinacién del grado de contaminacion del agua (contaminacion organica
ya que, si los niveles de DBO aumentan, indicaria un mayor grado de contaminacion
organica®

1.4.5.  Solidos totales disueltos (STD) y solidos totales suspendidos (STS)
Indica la cantidad de materia sélida presente en el agua ya sea de naturaleza organica o
inorganica. El aumento de estos pardmetros es directamente proporcional al aumento de los
niveles de turbidez en los cuerpos de agua?*

1.5. Taninos
Los compuestos polifenolicos constituyen un gran gama de compuestos cuya caracteristica
principal es la presencia de al menos un grupo hidroxilo (-OH) unido a 1 o més de sus anillos
fenolicos, se encuentran dentro del grupo de los metabolitos secundarios ampliamente
distribuidos en el reino Plantae y estan en casi el 20 % del peso de las plantas en general y en
plantas utilizadas para la produccion de taninos se encuentran en casi 40 % de su peso total®.
Son compuestos polifendlicos solubles y se clasifican en condensados, hidrolizables y

florotaninos, los taninos hidrolizables se dividen en elagitaninos y galotaninos (4cido

tanico)?>%,
Tannins
Gallotannins Ellagitannins Complex Tannins Conderjsed
Tannins
HO H (OH)
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or other substituents (Catechin moiety) ,
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Figura 6. Clasificacion de los taninos y su estructura quimica?’

Los galotaninos son el tipo de taninos que se caracterizan por presentar uniones entre sus
unidades de galoilo o derivados metapepsidicos con diferentes unidades de poliol, catequina o
triterpenoides. Los elagitaninos son todos los taninos que presentan por lo menos 2 unidades

de galoilo acopladas con enlaces C-C entre si y no poseen una union glucosidica de catequina®’
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Los taninos complejos se definen asi por la presencia de una unién glicosidica entre una unidad
de catequina y un galotanino o un elagitanino, finalmente, los taninos condensados son todas
aquellas proantocianidinas (oligoméricas y poliméricas) formadas por medio de la unién C-4 a
una catequina con C-8 o C-6 de la consecuente catequina monomérica®’.

1.5.1.  Clasificacion

® Galotaninos

Los galotaninos son considerados como las formas mas simples dentro de la clasificacion de
los taninos hidrolizables, se caracterizan por presentar un residuo de poliol o de polifenol,
aunque la mayoria de los galotaninos suelen presentar un residuo de poliol derivado de la D-
glucosa los grupos hidroxilo presentes en los residuos de poliol pueden ser sustituidas por
unidades de galilo ya sea de forma parcial o completa®’.

o FElagitaninos

Los elagitaninos constituyen el grupo més grande de taninos conocido en la actualidad. Estos,
son formados partiendo de los galotaninos a los que se le acopla por lo menos 2 unidades de
galilo de manera oxidativa produciendo de esta manera una unidad denominada dihidroxifenil
(HHDP) axialmente quiral®’.

e Taninos complejos

Las diferentes estructuras de los taninos complejos se caracterizan por la formacion de una
unidad de galotanino o elagitanino y una unidad de catequina®’.

e Taninos condensados

Los taninos condensados estan formados por proantocianidinas (oligoméricas y poliméricas)
que consisten en unidades de flavan-3-ol, lo que también se le conoce como catequinas, la
sintesis de los taninos condensados se lleva a cabo mediante la condensacion sucesiva de los
bloques basicos, alcanzando un grado de polimerizacion de hasta mas de 50 bloques, cabe
destacar que la produccion mundial de taninos para el procesamiento del cuero se centra en
este tipo (90% de la produccidon comercial)?”28,
Uno de los tipos de taninos condensados mds comunes es el quebracho, derivados de las
especies Schinopsis balansae y Schinopsis lorentzii, nativas de Sudamérica. Se obtiene por
lixiviacidon bajo presion a temperaturas altas (~110 °C), posteriormente, la solucion obtenida
se evapora al vacio, obteniendo como producto final un polvo fino, soluble en agua tibia y pH
ligeramente alcalino, se le atribuyen funcionalidades carboxilicas y fenolicas con nucleos

fenolicos, sin embargo, el quebracho no posee una composicion fija®.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




==» . UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE \~CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

1.5.2.  Toxicidad por taninos

Actuan como inhibidores del crecimiento sobre microorganismos por lo que también se les
utiliza como agentes antimicrobianos, sin embargo, son agentes recalcitrantes a la degradacion
bioldégica y altamente dafiinos para las poblaciones acuaticas ya que disminuyen
significativamente el metabolismo de proteinas y en general el crecimiento de los animales®.
En la industria del cuero, los taninos son uno de los compuestos mas comunes y abundantes
liberados en sus efluentes, lo que significa que su adicion a los cuerpos de agua genera un
aumento en la demanda bioquimica de oxigeno (DBO), los sélidos disueltos totales, y la
demanda quimica de oxigeno®.

1.5.3.  Contaminacion por taninos en los efluentes de curtiembre

La industria del cuero puede llegar a consumir un promedio de 80 m> de agua para cada
tonelada de piel cruda, lo que a su vez genera la liberacion de enormes cantidades de
contaminantes a los cuerpos de agua, entre ellos, taninos vegetales y sintéticos®.

Los taninos vegetales mas utilizados durante el proceso de curtido vegetal son: Quebracho,
Mimosa y Tara, estos, son compuestos polifenolicos que presentan pesos moleculares que van
de 500 a 20000 Da cuya presencia atrae dificultades en los procesos convencionales de
tratamiento de aguas, por ejemplo, en procedimientos como la coagulacion/floculacion
dificultan la eficiencia del tratamiento debido a su alta solubilidad en agua lo que genera la
necesidad de emplear elevadas concentraciones de coagulantes metalicos para lograr una
adecuada sedimentacion, elevando asi las concentraciones de contaminantes metalicos en el
agua®®,

Ademas, a causa de la naturaleza y la compleja composicion quimica de los taninos es muy
dificil conseguir su biodegradacion bajo condiciones naturales y es en el proceso de recurtido
donde se observa la mayor cantidad de taninos sintéticos y naturales liberados al efluente, esto,
a causa de que ciertos tipos de taninos (vegetales y sintanos) que presentan en su estructura
iones cloruro y sulfato, los cuales no logran adherirse a las fibras de colageno del cuero y
terminan siendo liberados al efluente®, por ello, las aguas residuales resultantes del proceso de
curtido presentan concentraciones de sulfatos y cloruros de hasta 2409 mg/L y 5002 mg/L
respectivamente®,

1.54. Degradacion de taninos

Los taninos son compuestos capaces de inhibir el crecimiento de un gran nimero de
microorganismos y se comportan como recalcitrantes ante la biodegradacion®!. Los taninos
hidrolizables presentan una menor resistencia a ataques microbianos en comparacion con los

de tipo condensado y por esta razon la degradacion natural de taninos en suelos y agua suele
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ser interrumpida o alargada®?. A pesar de su toxicidad en varias especies de microorganismos,
los taninos pueden ser degradados en taninos oligoméricos y otros compuestos secundarios
como el acido galico y el pirogalol®® por medio de microorganismos productores de la enzima
tanasa, la cual cataliza la hidrdlisis del enlace éster de galileo presente en los taninos®-2.
Como métodos biologicos esta el empleo de distintas especies fungicas y bacterianas para
realizar un proceso de biodegradacion de taninos, las cuales deben su capacidad a la produccion
de la enzima tanasa, encargada de hidrolizar estos compuestos®'. Se ha nombrado el empleo de
bacterias como Lactobacillus plantarum®, Enterococcus faecalis®, Serratia spp. y Pantoea
sp.*; por otro lado, también se ha reportado el uso de especies del género Aspergillus y
Penicillium en cuanto a hongos microscépicos®.

En cuanto a los métodos quimicos y electroquimicos, se mencionan métodos de
electrocoagulacion y Procesos de Oxidacion Avanzada: en cuanto a métodos de
electrocoagulacion se ha mencionado su empleo en aguas residuales sintéticas, con una alta
eliminacion de taninos presentes en el agua residual; por otro lado, también se ha comparado
la eficiencia de electrocoagulaciéon con nanoparticulas de alumbre (AINPs), obteniendo
remociones maximas de 4cido tanico del 89,79 % y 96,33 % respectivamente*®*’. Es
importante mencionar que se reportd a su vez que el empleo de electrocoagulacion genera
cantidades considerables de Carbono Orgénico Total (COT), dando la opcion de poder optar
por métodos mas eficientes y de menor costo, por el lado de los Procesos de Oxidacion
Avanzada, se han empleado métodos como el foto-Fenton asi como también al UV/Persulfato,
logrando excelentes resultados en la literatura®®=’.

1.5.5.  Cuantificacion de la degradacion de taninos
La cuantificacion de taninos se realiza por diversos métodos, los cuales toman en consideracion
la especificidad con respecto al analito dentro de todo el grupo de taninos, ademas de si el
tanino es hidrosoluble o condensado, en tal caso, se ha reportado en la bibliografia métodos
como HPLC#*, métodos basados en quimioluminiscencia*'*>, fluorométricos*?, inyeccion en
flujo* y el método colorimétrico de Folin-Ciocalteu®.

1.6. Tecnologias actuales para el tratamiento de efluentes del cuero

1.6.1.  Procesos avanzados de oxidacion
Esos procesos abarcan métodos quimicos, electroquimicos y fotoquimicos con el fin de generar
radicales hidroxilo (OH-) y emplearlo como principal agente oxidante, son conocidos por gran
versatilidad y eficiencia en la degradacion de agentes contaminantes, dentro de estos procesos,
los mas estudiados comprenden: Oxidacion electroquimica, degradacion sono-electroquimica,

oxidacion fotoelectocalalitica, tratamientos fotocataliticos, métodos con ozono y la oxidacion
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con 6xido de cloro, los cuales han demostrado la remocion eficiente de diferentes parametros,
entre ellos, DQO, Cr (VI), DBO, turbidez, STD y STS®.

1.6.2.  Tratamientos biologicos

Dentro de la gran diversidad de procedimientos de tratamiento bioldgico para la remediacion
de aguas destacan los métodos aerdbicos (lodos activados), métodos que emplean algas,
bacterias, hongos y enzimas capaces de reducir los niveles de DQO, DBO, Cr (VI), colorantes
industriales, entre otros presentes en las aguas residuales de esta industria®®.

1.6.3.  Adsorcion

M¢étodo muy eficiente para el tratamiento y remocidon de metales pesados, colorantes y
compuestos aromaticos, presenta costos bajos y facilidad de operacion, este proceso ha sido
muy estudiado para la remocion de colorantes industriales®.

1.6.4.  Procesos de separacion por membrana

Estos métodos tienen la capacidad de separar sustancias disueltas presentes en los efluentes. Se
tienen: microfiltracion, ultrafiltracion, nanofiltracion y 6smosis (directa e inversa), los estudios
han demostrado que la utilizacion de estos procesos permite la disminucion de los niveles de
DQO, remocion de color, DBO, disminucién de la dureza del agua, STD, STS y Cr (VI)°.
1.6.5.  Coagulacion/floculacion

El método permite la separacion de particulas de 0,1 a 100 pm, presenta facilidad de operacion,
bajo costo y una muy buena eficiencia, dentro de estos métodos se incluye a la
electrocoagulacion y la oxidacion/coagulacion, se ha probado un gran variedad de potenciales
floculantes para el tratamiento de efluentes de curtido que han evidenciado la disminucion de
DQO, SST y Cr (1I1)*°.

1.6.6.  Biorremediacion

Se define como biorremediacion a la disminucion del impacto ambiental generado por la mano
humana mediante el aprovechamiento de la facilidad que poseen ciertos organismos bioldgicos
de eliminar diversos contaminantes, hoy en dia es posible modificar condiciones de crecimiento
y propiciar la degradacion de un contaminante especifico, esta técnica adquiere diferentes
nombres dependiendo del agente bioldgico que se vaya a emplear, fitorremediacion (plantas),
micro remediacion (bacterias), micorremediacion (hongos), ademas existe otra alternativa a la
fitorremediacion en la que se utiliza algas como agente remediante llamada ficorremediacion?3.
1.6.7.  Micorremediacion

Se le conoce como micorremediacion al aprovechamiento de la capacidad de estos organismos

de secretar enzimas capaces de hidrolizar diversas sustancias poliméricas de interés para la
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disminucion de los niveles de un contaminantes como metales toxicos y otros compuestos
inorganicos presente en un efluente de agua®®.

Los hongos permiten la absorcion o biorreduccion de sustancias contaminantes organicas e
inorganicas, este proceso se basa en la captura pasiva de la sustancia de interés en medios
acuosos a través de la biomasa fliingica, lo que propicia la remocién segura y eficaz de diversos
contaminantes*®4’. Las paredes celulares de los hongos son ricas en grupos funcionales (amina,
hidroxilo, carboxilo, etc.) con capacidad de union a metales y complejos inorganicos
permitiendo la captura y contencion de estos contaminantes en la biomasa fungica, estos
procesos se pueden clasificar como: sorcion en la superficie celular, acumulacion intracelular
y precipitacion/acumulacion extracelular?’.

® Micorremediacion de efluentes de taninos presentes en efluentes de curtiembre
La micorremediacién es definida como un método que permite la remocion de contaminantes
en un cuerpo de agua o efluente por medio del aprovechamiento de la capacidad que tienen los
hongos de absorber contaminantes, el uso de hongos para la remocién de taninos aprovecha la
produccion de enzimas reductoras de acido tanico (tanasa) con el fin de disminuir la
concentracion de estos contaminantes en el efluente®.
El género Aspergillus es uno de los productores de enzima tanasas mas estudiados debido a su
interés industrial, existe evidencia de la produccion eficiente de tanasa por especies de A.
oryzae, A. flavus 'y A. japonicus en comparacion con Penicillium, siendo A. oryzae, A. niger,
A. boltshauseri e A. viciae los mayores productores de tanasa*®.

1.6.8.  Actividad tanasa
La tanin acil hidrolasa (E.C.3,1,1,20) es una enzima producida por una gran variedad de
microorganismos, es inducible y se encarga de catalizar la reaccion de rompimiento entre los
taninos hidrolizables y los ésteres de acido gélico, generando como productos glucosa y acido
galico, en las plantas, esta enzima se encuentra en abundancia en especies con alto contenido
de taninos (frutas, hojas y corteza), sin embargo, la fuente mas confiable de esta enzima es la
microbiana, dependiendo del organismo empleado y las condiciones dadas, esta enzima puede
expresarse de forma inducida o constitutiva, para los microorganismos con resistencia a los
taninos se les puede inducir la expresion de esta enzima aumentando los niveles de 4cido tanico
en su ambiente’™>!. Las tanasas poseen sus propios niveles optimos de temperatura que varian
entre 40 © a 80 °C 0 30 ° a 70 °C y sus rangos de pH Optimo oscilan entre 3 y 8. Se emplean
diversos compuestos como sustrato, pero los mas eficientes son el 4cido tanico y el galato de
metilo encontrando valores de Km 6ptimos de 0,445 a 32 mM y de 0,2 a 14 mM para cada

sustrato respectivamente, su peso molecular oscila entre 31 a 90 kDa, para las tanasas
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bacterianas y 45 a 310 kDa, ademds, posee un sin nimero de aplicaciones industriales
(alimentos, cuero, bebidas, productos farmacéuticos, etc.), es empleada para la industria
alimentaria en la produccion de acido galico (té), se utiliza como clarificador de cerveza y jugos
y en la remediacion es utilizada para el tratamiento de efluentes industriales!. Como se ha
mencionado anteriormente, esta enzima se puede inducir en presencia de 4cido tanico y es
producida por un extenso nimero de microorganismos, géneros de bacterias como: Bacillus,
Lactobacillus y clases de hongos filamentosos como Aspergillus, y Penicillium53*=2,

Para la deteccion de microorganismos capaces de producir esta enzima se hace uso de medios
de cultivo enriquecidos con 4cido tanico para su utilizacién como sustrato, generando asi la
sobreexpresion del gen para tanasa, esta degrada el 4cido tanico en el medio, generando glucosa
y acido gélico que posteriormente se incorporan en el ciclo del TCA (ciclo de Krebs). Al
degradar el 4cido tanico se genera una zona “de hidrélisis” que actiia como indicador de la
presencia de esta enzima. En el caso de los hongos, es recomendable que se utilice un medio
selectivo con la adicién de acido tanico en concentraciones de 1 % a 3 % 852

1.6.9.  Cuantificacion de la actividad tanasa

Para la determinacion de actividad enzimatica de tanin acil hidrolasa se han descrito una gran
variedad de métodos como: titrimetria, espectrofotometria UV, cromatografia de gas,
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), cada uno con sus propias limitaciones
metodoldgicas, econdmicas y de demanda de tiempo, sin embargo, el método més empleado
por los investigadores en la actualidad es el método colorimétrico propuesto por Mondal et al>>.
se basa en el cambio generado en la densidad optica del acido tanico (sustrato) posterior a la
digestion enzimatica a 530 nm, permitiendo definir la actividad enziméatica como la cantidad
de enzima capaz de hidrolizar 1 mM de sustrato en 1 minuto®.

1.6.10.  Analisis de FTIR y SEM

o [Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia infrarroja por la transformada de Fourier (FTIR) es un método que permite
la observacion de todo el espectro presente en la region infrarroja, en este equipo, la luz
infrarroja es dividida por medio de espejos semi reflectantes (divisor de haz), mientras tanto,
parte de la luz atraviesa la muestra y la otra es reflejada por medio de espejos, al llegar al
detector, un patréon es registrado con diferencias destructivas y constructivas de acuerdo a las
longitudes de trayectoria de los haces, lo que forma un interferograma, este posee el espectro
de la fuente de luz excluyendo el espectro proveniente de la muestra, posterior a ello, el
interferograma es transformado en un espectro por medio de un anélisis de Fourier®!. De esta

manera, el espectro permite describir la intensidad de las longitudes de onda presentes en el
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interferograma. Las unidades de las longitudes de onda se expresan como nimeros de onda y
con unidades de cm~'para el eje de x y la transmitancia T(= 1 O_A) en el eje y, los grupos
funcionales pueden identificarse como bandas especificas o grupos de ellas en un espectro
FTIR, asi, se produce la absorcion a causa de la energia emitida por los enlaces quimicos y
posteriormente, esta energia se transforma en energia cinética (vibraciones)?®'. Las bandas serdn
posicionadas de acuerdo al tipo de enlace y de los atomos que lo conforman, de este modo
permite la identificacién cualitativa de los grupos funcionales que se encuentran en una
determinada muestra®'.

El analisis por FTIR permite la evaluacion de una gran nimero de caracteristicas en especies
fingicas, como la demostracion de diferencias en la composicion de las hifas, la composicion
quimica de las paredes celulares y citoplasmas y sus cambios a lo largo del desarrollo del
hongo, consecuencias bioquimicas de mutaciones y cambios composicionales de las hifas
debido al estrés ambiental, la degradacion enzimatica de especies fungicas también puede ser
visualizada por medio de FTIR, ademas de los cambios quimicos en las cadenas poliméricas®.
® Microscopia electronica de barrido (SEM)

La microscopia electronica de barrido se fundamenta en la utilizacion de un haz de electrones
cuidadosamente enfocado con el objeto de proveer una revelacion de las caracteristicas
detalladas de la superficie de determinada muestra y a su vez proveer informacion sobre su
estructura tridimensional>>=¢,

Al enfocar un haz de electrones (muy fino) sobre la superficie de determinada muestra se
genera una emision de electrones, al compilar estas interacciones se realiza una amplificacion
resultando en la generacion de una imagen de la superficie de la muestra en cuestion, esta
amplificacion se genera a causa del barrido del haz de electrones en una determinada area
haciéndola cada vez mas pequefia®®. De este modo, esta técnica se emplea en estudios de
biodegradacion con el objetivo de observar cambios estructurales en la superficie del

microorganismo luego de su actividad®.
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CAPITULO II: MATERIALES Y METODOS
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2.1 Lugar de ejecucion
La investigacion se desarrollo en las instalaciones de la Universidad Catolica de
Santa Maria, utilizando los laboratorios del centro de Investigacion, Desarrollo e
Innovacion INNOVERGY (Instituto de Investigacién en Innovacion en Energias

Renovables y Medio Ambiente).

2.2 Materiales
2.2.1 Material Biolégico
- Consorcio de hongos
2.2.2 Reactivos quimicos
- Agar Sabouraud
- Nitrato de sodio NaNO3
- Cloruro de potasio
- Sulfato de magnesio heptahidratado
- Fosfato monopotéasico KH2PO4
- Nitrato de amonio NH4NO3
- Fosfato disodico Na;HPO4
- Sulfato de magnesio heptahidratado MgSO4,7H20
- Extracto de levadura
- Glucosa
- Agar
- Acido galico
- Agua desionizada
- Reactivo de Folin-Ciocalteu
- Carbonato de sodio al 20 %
- Citrato de trisodio dihidratado Na3;Ce¢Hs07 - 2H>O
- Acido citrico C6HsO7
- Metil galato
- Cloruro de sodio
- Rhodanina metanélica
- Hidroéxido de potasio
- Bromuro de potasio grado infrarrojo
- Extracto de quebracho

2.2.3 Material de laboratorio
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- Frascos estériles de tapa rosca de 100 y 200 mL
- Probetas de 50, 100 y 200 mL
- Beakers
- Pipetas
- Matraces Erlenmeyer
- Placas de petri
- Espatulas
- Picetas
- Micropipetas
- Placas porta objetos
- Cubreobjetos
- Vernier
- Columna de celulosa DEAE
- Mortero de agata
2.2.4 Aparatosy equipos
- Autoclave
- Céamara de flujo laminar
- Incubadora New Brunswick S41i
- Cocinilla eléctrica
- Thermo mixer Eppendorf PESACON ThermoMixer C
- Centrifugadora Eppendorf Centrifugue 5430 R
- Espectrofotometro BOECO Germany S-220 Spectrofotometer
- Agitador eppendorf Innova S441
- Balanza analitica
- Espectrometro FTIR Nicolet iN10 FT-IR Microscope
- Liofilizador CHRIST Alpha 1-2 Ldplus
- Nicolet In10 FT-IR Microscope
- Microscopio electronico de barrido (SEM)
Métodos

2.2.5 Aislamiento de a partir de efluentes de curtido y recurtido
Ubicacion de los puntos de muestreo para la obtencion de hongos filamentosos
El aislamiento de las cepas fungicas se realiz6 a partir de efluentes industriales recolectados en

el Parque Industrial Rio Seco (PIRS), ubicado en la ciudad de Arequipa, Pera. Los efluentes
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fueron obtenidos del sistema comun de descarga utilizado por diversas curtiembres que operan
en la zona. Esta zona concentra una alta actividad del rubro curtidor, lo cual garantiza la
presencia de taninos y otros compuestos propios del proceso de curtido y recurtido de pieles.
Las coordenadas de los puntos de muestreo se registraron con un sistema GPS bajo el datum
WGS84 y posteriormente se transformaron al sistema de coordenadas UTM, zona 19S
(hemisferio sur). Los puntos se localizaron en las siguientes posiciones:

e Punto 1: E=208 592 m, N =8 090 981 m

e Punto 2: E=208 683 m, N =28 090 963 m

e Punto3: E=208449 m, N=8 090 673 m
En la Figura 7 se muestra el mapa de ubicacion del PIRS, indicando el punto aproximado de

muestreo.

ZONADE

MUESTREO

PLANO DE UBICACION DE TOMA DE MUESTRAS

Figura 7. Mapa del PIRS, se sefiala con la vifieta la ubicacion aproximada de los efluentes de

curtiembre donde se realizo el muestreo.

Se tomaron muestras a partir de las zonas de contacto entre el efluente y la superficie solida de
los alrededores de pozas, canaletas y lagunas formadas, en donde se evidencian asentamientos
biologicos (Figura 8). Las muestras (solidas y liquidas) se almacenaron en frascos estériles de
plastico, 50 mL y 50 g para las muestras liquidas y solidas respectivamente. Finalmente, fueron

conservadas a 4°C durante su transporte.
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Figura 8. Toma de muestras liquidas y sélidas (izquierda) Zona de muestreo (canaleta)

(derecha).

Cultivo de las cepas de hongos filamentosos de efluentes de curtiembre

Aislamiento

El aislamiento se realizé a partir de las muestras solidas y liquidas:

a) Liquidas: Se llevaron a cabo diluciones seriadas (hasta 10™> (v/v)), posterior a ello, se
tomaron 50 pL y se sembraron por triplicado en placas Petri de agar Sabouraud por el
método de agotamiento.

b) Sélidas: Se realizé una dilucion previa 1:10 (p/v), para lo cual, se pes6é 1 g de materia
solida y se diluydé con 9 mL de agua destilada estéril, se agitd vigorosamente y a partir de
esta solucion se hicieron diluciones posteriores (hasta 10™° (v/v)). Finalmente, se tomaron

50 uL y se sembraron por triplicado en placas Petri de agar Sabouraud®’.

Purificacion
La purificacion de las muestras se llevo a cabo mediante 05 repiques en placas de agar

Sabouraud y se seleccionaron los mejores indculos.
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Figura 9. Purificacion de las cepas mediante 5 repliques.

2.2.6 Evaluacion de la tolerancia

Pre-tolerancia: Seleccion de hongos filamentosos con mayor crecimiento en medio agar
enriquecido con dcido tanico al 10 % de concentracion

Para la determinacion del indice de tolerancia de las cepas encontradas se llevd a cabo un
prueba preliminar denominada Pre-tolerancia, con el propdsito de seleccionar la cepas que
muestren un mayor crecimiento en presencia de taninos (acido tanico).

- Preparacion del medio de cultivo

Para la seleccion de hongos filamentosos capaces de degradar taninos, se utilizé un medio de
cultivo preparado para que el hongo utilice el tanino (acido tanico) como uUnica fuente de
carbono (medio minimo). Se prepararon 2 L y 500 mL de medio que contenia (g/L): 3 g de
NaNO;, 0,5 gde KCL, 0,5 gde MgSO, - 7H,0, 1 g de KH,P0O,, 0,01 g de FeSO, - 7H,0 y 30
g de agar. El medio fue preparado en 2 matraces de 1L y 1 de 500 mL, se sometieron a
calentamiento utilizando una cocinilla eléctrica para disolver completamente los componentes
mencionados anteriormente, finalmente, las soluciones se pasaron a frascos borosilicato y se
esterilizaron en autoclave a 121 °C y 15 Psi durante 15 minutos. Una vez finalizado el proceso
de esterilizacion, los frascos se enfriaron ligeramente por medio de un bafio maria para la
adicion del 4cido tanico.

Posterior a ello, dentro de una cabina de flujo laminar se afiadieron 25 g de acido tdnico al

medio preparado (10 g/L) y se agitd vigorosamente para favorecer su disolucion, a
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continuacion, se vertieron 20 mL en placas Petri de vidrio previamente esterilizadas en

autoclave, finalmente, se dejaron enfriar y cuajar durante un periodo de 30 minutos.

Figura 10. Preparacion del medio de cultivo.

- Siembra de las cepas de hongos filamentosos aisladas del efluente de curtiembre

Se seleccionaron las cepas fungicas que evidenciaron el mejor crecimiento en medio
Sabouraud, se realizaron cortes cuadrados de medio de cultivo con micelio de 0,5 cm? y se
sembraron en las placas con medio enriquecido con 4cido tanico (la cara del corte con el micelio
se posicion6 en contacto directo con el agar). Se realizaron 3 repeticiones por cada cepa, y se
midi6 el crecimiento del micelio cada 3 dias durante un periodo de 15 dias, la medicion se
realizo con un vernier y finalmente se seleccionaron aquellas cepas capaces de crecer y formar

una zona de aclaracion alrededor de sus colonias (evidencia de la hidrolisis de taninos)®.

Figura 11. Cortes de micelio sembrados en medio solido con 4cido tanico (10 g/L).
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e Indice de tolerancia de hongos filamentosos a diferentes concentraciones de Quebracho

utilizado en el proceso de curtido

- Preparacion del medio de cultivo enriquecido con Quebracho

Se preparé 600 mL del medio mencionado anteriormente sin la adicion del agar, una vez
diluidos todos los componentes se distribuyo el medio en 5 matraces de 100 mL y se les afiadio
tanino de quebracho para formar soluciones al 7,5, 10, 15 y 20 % de concentracion (controles
incluidos), La proporciones de quebracho empleadas para cada concentracion se muestran en
latabla 1. A continuacion, se sometieron a calentamiento a través de una cocinilla eléctrica con
el objetivo de disolver completamente el quebracho, una vez disuelto se enfriaron a temperatura
ambiente para realizar una toma de pH por medio de un multipardmetro, se ajusté el pH a 6
con la adicion de 30 uL. de NaOH 5N, posterior a ello, se les anadio el agar, se esterilizaron en

autoclave y se realizo el plaqueo dentro de una cabina de flujo laminar.

Tabla 1. Proporciones de tanino de quebracho empleadas para determinar la tolerancia de las

cepas fungicas.

Concentracion de Quebracho (%) Quebracho (g) Volumen de medio (mL)
7 9 120
10 12 120
15 18 120
20 24 120

- Siembra de las cepas de hongos filamentosos seleccionadas
Las cepas se sembraron en las placas enriquecidas con quebracho a diferentes concentraciones
utilizando el método mencionado anteriormente. Se realizaron 3 repeticiones para cada ensayo,
asimismo, las mediciones del crecimiento micelial se realizaron cada 3 dias durante un periodo
de 15 dias.

- Evaluacion del indice de tolerancia

Para la determinacion del indice de tolerancia se utilizo la siguiente formula:
IT = Diametro del hongo en medio con efluente/Didmetro del hongo en medio sin efluente>®

2.2.7 Determinacion de la capacidad de remocion de taninos

Las cepas fungicas seleccionadas fueron inicialmente pre-cultivadas en medio nutritivo con
(g/L): 10 g de glucosa, 1 g de NH4NO3, 0,8 g de KH2POy4, 0,2 g NaxHPO4, 0,5 g MgS0O47H20
y 2 g de extracto de levadura, en 50 mL de volumen final, se inocularon fragmentos de agar de

0,5 cm? con micelio activo. La incubacion se realizé durante 10 dias. Posteriormente, se retird
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el medio nutritivo y se reemplazé cuidadosamente por un medio liquido conteniendo diferentes
concentraciones de Quebracho (7,5, 10, 15 y 20 %) (Tabla 2), manteniendo el micelio en el
mismo recipiente. Esta estrategia permitio evaluar la biotransformacion de taninos por micelio
previamente desarrollado bajo condiciones favorables de crecimiento. Una vez inoculados los

frascos se incubaron a 22,5 °C con agitacion a 110 rpm durante un periodo de 15 dias.

Tabla 2. Proporcion de quebracho y medio de cultivo por frasco de 50 mL

Concentracion de Quebracho (%) Quebracho (g) Volumen de medio (mL)
7,5 3,75 50
10 5 50
15 7,5 50
20 10 50

o Cuantificacion de taninos por el método de Folin-Ciocalteu
- Elaboracion de la curva de calibracion
Para la elaboracion de la curva, se prepararon 5 mL de soluciones de acido galico, las

concentraciones y proporciones usadas se muestran en la tabla 3:

Tabla 3. Proporciones empleadas para la preparacion de soluciones estandar de acido galico.

Concentracion de acido galico (mg/mL)

Reactivos
0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Ac. galico (mL) 0 0,25 0,5 1 1,5 2 2,5 3
Agua (mL) 5 4,75 4.5 4 3,5 3 2,5 2

Para la determinacion de polifenoles se utilizaron beakers de 10 mL a los cuales se les
afiadieron 20 pL de cada muestra de acido galico, 3160 pL de agua desionizada y 200 puL de
reactivo de Folin-Ciocalteau, se agitaron bien y se dejaron en reposo durante 1 minuto, después,
se afiadieron 600 pL de carbonato de sodio al 20 % y se incubaron en oscuridad durante un
periodo de 2 horas para el desarrollo de color (figura 12). Finalmente, se leyeron las muestras

en un espectrofotometro UV-Visible (Thermo scientific EVOLUTION 201) a 727 nm®’.
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Figura 12. Soluciones estandar de 4cido galico luego de la incubacion.

e Cuantificacion de polifenoles para la determinacion de la capacidad de degradacion de
los hongos filamentosos nativos aislados sobre el tanino de quebracho

Se realizaron 5 evaluaciones mediante la extraccion de alicuotas de 100 L cada 3 dias a partir
de los frascos inoculados y en solucidon con quebracho. La cuantificacion se realizo por medio
del método de Folin-Ciocalteau mencionado en el parrafo anterior, las muestras fueron diluidas
previamente en relacion 1:100, utilizando fiolas de 10 mL.
2.2.8 Evaluacion de la actividad tanasa

o Siembra de los hongos en medio liquido enriquecido con dcido tanico.

Se prepararon frascos de 50 mL con medio liquido que contenia (g/L): 10 g de glucosa, 1 g de
NH4NO;3, 0,8 g de KH2PO4, 0,2 g NaHPO4, 0,5 g MgS04,7H,0 y 2 g de extracto de levadura
(medio autoclavado previamente), a los cuales se les anadid acido tdnico para formar soluciones
(7,5, 10, 15 y 20 %), ademas de los controles y se inocularon con las cepas seleccionadas para
la evaluacion de la actividad enzimatica, todos los ensayos se realizaron por triplicado, las

proporciones de dcido tanico empleadas se muestran en la tabla 4:

Tabla 4. Proporcion de acido tanico (g) por frasco de 50 mL.

Concentracién de Ac. Tanico (%) Acido Tanico (g) Volumen de medio (mL)
7,5 3,75 50
10 5 50
15 7,5 50
20 10 50
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e Ensayo de tanasa

- Elaboracion de la curva de calibracion

Se utilizara el método basado en la formacion de un cromoéforo producto de la interaccion de
acido galico con rhodanine propuesto por Srivastava y Kar®. Para la elaboracion de la curva
de calibracion se prepard previamente una solucion madre de 100 pg/ mL, se pesaron 0,02 g
de 4cido galico y se afiadi6 agua ultrapura hasta llegar a un volumen final de 200 mL por medio
de una fiola. A partir de la solucion madre se prepararon soluciones estandar de acido galico

en concentraciones de 5 a 50 ug/mL, los volumenes empleados se muestran en la tabla 5:

Tabla 5. Elaboracion de las soluciones estandar.

Concentracion de Ac. galico

Volumen de solucion madre (mL) Agua (mL)
(ng/mL)
5 0,5 9,5
10 1 9
20 2 8
30 3 7
40 4 6
50 5 5

Para la preparacion del buffer citrato de sodio 0,05 M se pesaron 0,935 g de citrato de trisodio
dihidratado (Na3;CeHs07 - 2H20) y 0,349 g de 4cido citrico (C¢HgO7) y se diluyeron en 100 mL
de agua ultrapura. Seguido de eso, se adicionaron 0,18415 g de galato de metilo para la
formacién de la solucion galato de metilo 0,01 M en buffer citrato 0,05 M establecido por los
autores. Finalmente, la reaccion estandar se llevo a cabo mediante la mezcla de 0,5 mL de
solucidn de acido galico, 0,3 mL de rhodanine (Sigma-Aldrich), 0,2 mL de KOH 0,5 M y 4 mL
de agua ultrapura, las muestras se incubaron en un thermomixer (eppendorf PESACON
ThermoMixer C) a 30 °C por 10 minutos para el desarrollo de color (figura 13) y se leyeron en
un espectrofotometro UV-Visible (BOECO Germany S-220 Spectrofotometer) a 520 nm. La
obtencion de la curva de calibracién y el valor de R? se realizo por medio del programa MS
Excel. Se definio una unidad de tanasa como la cantidad de enzima que libera 1 mol de 4cido

galico en un minuto, de acuerdo a lo propuesto por los autores®.
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Figura 13. Soluciones estandar de 4cido gélico luego de la reaccion con rhodanina, se

evidencia el desarrollo de color

- Determinacion de la actividad tanasa de las cepas fungicas seleccionadas
Se realizaron 5 evaluaciones mediante la extraccion de alicuotas de 100 pL cada 3 dias a partir
de los frascos inoculados y en solucion con écido tanico. La cuantificacion se realizo por medio
del método mencionado en el parrafo anterior, las muestras fueron diluidas previamente en
relacion 1:100.
2.2.9 Diserio experimental
Para el analisis de los resultados se utilizé un disefio completamente al azar (DCA). Se aplico
un ANOVA de un factor para determinar diferencias significativas entre los tratamientos. Para
comparar el rendimiento entre cepas se realizaron comparaciones de medias mediante la prueba
t de Student (p < 0.05).
2.2.10 Identificacion molecular de las cepas seleccionadas
La identificacion molecular de las cepas seleccionadas se llevd a cabo mediante la
amplificacion y posterior secuenciacion de la region ITS1-5,8S-ITS2 del rDNA. Para ello, se
extrajo DNA gendmico empleando el kit MasterPure™ DNA Purification Kit, siguiendo las
recomendaciones del fabricante. La region ITS se amplifico6 mediante PCR con los primers
universales:

- Forward: ITS-1 5°-TCCGTAGGTAACCTGCGG

- Reverse: ITS-4 5’>-TCCTCCGCTTATTGATATGC

- Temperatura de hibridacion: 52°C
Los productos de PCR (~600 pb) se purificaron mediante el kit Qiagen PCR Purification Kit y

se secuenciaron por medio del método Sanger, se utilizaron los colorantes Big Dye v3,1 y un
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equipo de secuenciacion 3730xl. Las secuencias obtenidas fueron analizadas mediante el

software BLASTn del NCBI, comparandolas con la base de datos del GenBank.

2.2.11 Determinacion de cambios quimicos y morfologicos (FTIR y SEM)

e Preparacion de la muestra para el andlisis por FTIR en estado solido y SEM

Las cepas de hongos filamentosos se sometieron a un proceso de liofilizacion para su adecuado
procesamiento, para ello, las cepas (control y tratamiento) fueron congeladas durante 24 h en
tubos falcon de 50 mL. Pasado el tiempo se llevaron las cepas al equipo de liofilizacion
(CHRIST Alpha 1-2 LDplus) durante 48 h.

- Analisis por FTIR

Para el analisis por FTIR se tritur6 la cepa fungica ya liofilizada en un mortero de agata, se
tom¢ una alicuota de 400 mg, se sometio a presion (6,6 Pa) durante 5 minutos para la obtencion
de los discos, los cuales fueron analizados por el equipo Nicolet In10 FT-IR Microscope®
(Region infrarroja: 500 a 4000 cm™ , velocidad de escaneo: 16)%

- Microscopia electronica de barrido (SEM) para la observacion de la morfologia del

hongo antes y después de la degradacion de taninos.

Para el analisis se triturd la cepa fingica ya liofilizada en un mortero de 4gata y se tomo una
alicuota de 400 mg. La observacion en el SEM se realiz6 a un didmetro de apertura del objetivo

de 4 um y un voltaje de operacién de 15 keV®2,
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Figura 14. Diagrama de flujo de actividades.
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CAPITULO III: RESULTADOS Y DISCUSION
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3.1 Aislamiento de hongos filamentosos de efluentes de taninos de curtiembre.
e Cultivo de las cepas de hongos filamentosos de efluentes de curtiembre

Luego del aislamiento y purificacion se obtuvieron 40 cepas fungicas en total (figura 15).

Figura 15. Purificacion de las cepas fungicas presentes en las muestras de los efluentes del
PIRS.

3.2 Evaluacion de la tolerancia

e Pre tolerancia: Seleccion de hongos filamentosos con mayor crecimiento en medio
solido enriquecido con dcido tanico (10 g/L)

El ensayo de pre-tolerancia se realizé con el propoésito de seleccionar las cepas con mayor

capacidad de degradacion de taninos mediante de la evaluacion del crecimiento en medio

minimo de cultivo solido enriquecido con acido tanico (10 g/L) (Figura 16). Se evidenci6 que

nto (E03-020-01 (25) y E03-017).

2 cepas demostraron el mayor crecimie

e - >

Figura 16. Cepas sembradas en medio con acido tanico (10 g/L) a las 216 h de crecimiento.
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El presente estudio evaluo la capacidad de remediacion de taninos de Quebracho empleando
hongos aislados a partir de los efluentes de curtido del Parque Industrial de Rio Seco. A
diferencia de otros trabajos que emplean acido tanico o efluente real proveniente de la industria
de curtido, el uso de un efluente sintético basado en el tanino de Quebracho permitio el estudio
de la biodegradacion de estos taninos sin la interferencia de otros componentes presentes en
los efluentes reales. De este modo, se facilita la comprension del metabolismo de las cepas
fungicas frente a los taninos condensados presentes en el quebracho ya que presentan una
estructura mas compleja que los taninos hidrolizables como el acido tanico.

El aislamiento de las cepas fungicas se llevo a cabo a partir del efluente de curtido vegetal de
una empresa curtidora y el efluente general localizado en el Parque Industrial de Rio Seco
(PIRS), zonas que se caracterizan por la presencia de elevadas concentraciones de materia
organica recalcitrante. Este método permitio la recuperacion de una diversidad considerable de
cepas fungicas, logrando aislarse 40 cepas diferentes. Este enfoque metodologico es
comparable al descrito por Palacio et al.’ los cuales consiguieron el aislamiento de
microorganismos tanino-resistentes a partir de efluentes de curtiembre a través de la siembra
directa y en diluciones de sus muestras en medio Agar Tripticasa Soya (TSA). Por otro lado,
Prigione et al.?® disefiaron una alternativa para el aislamiento de especies fingicas que consistio
en la exposicion de placas que contenian directamente el sustrato de taninos comerciales (tara,
quebracho, acacia y castafio) en concentraciones de hasta 50 % (p/v) como fuente unica de
carbono, lograron el aislamiento de 125 cepas de hongos filamentosos, siendo Aspergillus niger
y Penicillium spinulosum los mas recurrentes. Del mismo modo, demostraron que la
composicion de especies fungicas varia notablemente de acuerdo al tipo de tanino empleado
donde se encontr6 una alta similitud entre las cepas encontradas en los taninos de quebracho y
acacia. El enfoque empleado en el presente estudio permitio el aislamiento de especies fingicas
presumiblemente adaptadas a las condiciones y caracteristicas del efluente lo que representa
un punto de partida solido para la siguiente evaluacion de pre-tolerancia a taninos, etapa clave
en la seleccion de cepas con alto potencial en procesos de biorremediacion. El aislamiento de
cepas fingicas a partir de ambientes naturalmente ricos en taninos ha demostrado ser una
estrategia eficaz para la obtencion de microorganismos con capacidad de degradacion de los

mismos, asi, en el estudio de Thakur et al.®

se aislaron cepas fungicas a partir de suelos de
pinares y huertos del Himalaya noroccidental y se seleccionaron aquellas que presentaron el
mayor indice enziméatico (EI > 2,0) en medio con adicién de 4cido tanico al 0,5 %.

Chaudhary et al.®> emplearon un medio de sales minimas suplementado con 4cido tanico y

dicromato de potasio en conjunto con el finde seleccidn microrganismos capaces de resistir
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tanto Cr (VI) y taninos. En contraste con el presente estudio se aplico un aislamiento directo
de hongos filamentosos a partir de un efluente real de curtiembre priorizando la tolerancia a
taninos de quebracho, sin imponer presion selectiva ante metales pesados. Esta diferencia
metodoldgica refleja enfoques complementarios, el trabajo de Chaudhary et al. buscd
microorganismos multirresistentes, y el presente estudio se enfoc6 en la busqueda de cepas con
potencial de biotransformacion de taninos naturales especificos de la industria del curtido

vegetal.
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Tabla 6. Evaluacion del crecimiento de las cepas fungicas, empleando 4cido tanico (10 g/L).

Crecimiento micelial (mm)

72h 144 h 216 h 288 h 360 h
CEPA - - - - -

Xts xX+ts xX+ts Xts xXts
E001-002 Blanca 17,00 £ 2,00 27,67+2,52 33,33 +£2,08 37,33+ 1,53 40,33+ 1,53
E01-002 Blanca 01 0,00 £ 0,00 30,33 +£2,52 41,00 £ 2,00 52,00 £ 2,00 52,33 +£2,08
E01-002-01 Blanca 2 0,00 = 0,00 22,00 £ 2,65 32,00 + 3,61 40,67 = 1,15 43,00 + 3,61
E01-002-02 (4) 32,00 + 3,60 44,33 +2,08 59,33 +2,08 76,67 £ 1,52 80,67 2,52
E01-002-06 (11) 16,33 + 1,53 30,33 +1,53 42,00 £ 2,00 49,33+ 5,03 53,00 + 3,61
E01-002-10 (19) 0,00 £ 0,00 27,67 2,08 30,00 + 1,00 3433+ 1,15 3433+ 1,15
E01-002-10 (20) 0,00 £ 0,00 12,00 + 1,73 19,00 + 1,00 23,67+ 1,52 30,33 +£3,06
E01-005-01(21) 12,00 + 1,73 39,33 £2,08 44,00+ 1,73 48,33 +4,73 54,33 £4,04
E01-005-02 (23,24) 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
E01-005-04 (27) 19,33 £2,08 39,33 £ 1,15 52,67+ 1,53 55,33 £3,21 55,33 +£3,21
E01-005-05 (29) 18,33 £2,89 32,33+£2,52 48,33+ 1,55 49,67 + 0,58 51,33+ 1,15
E01-005-05 (39) 15,00 = 1,73 29,33 £ 1,15 32,67+ 1,55 48,33 +£2,52 47,67 + 5,86
E01-005-06 (31) 12,67 + 1,53 38,33 +£2,08 50,00 =+ 3,00 57,33 +£2,08 61,00+ 1,73
E01-005-07 (33) 0,00 + 0,00 19,33 £2,08 26,33 £ 1,53 35,67+ 1,53 40,67 + 2,08
E01-010-06 (57) 17,33 £ 1,53 33,33 +£2,89 46,00 + 1,73 57,67 £2,51 63,67 £2,52
E02-002-10 (20) 11,67+ 1,53 17,33 £2,51 59,00£2,00 66,33 +1,52 72,67 £2,53
E02-007-01 (37) 0,00 = 0,00 31,33 +3,21 40,33 +£2,52 44,00 + 2,00 50,33 £2,52
E02-007-01 (38) 0,00 + 0,00 32,67 +2,52 41,67 +2,51 57,00 + 2,00 68,33 + 3,06
E02-008-01 (39,40) 22,33 +2,08 28,67+ 1,15 39,00 £ 1,00 53,33 +£2,51 60,33 +3,05
E02-008-02 (42) 33,33+ 1,53 52,33 +£2,52 66,00 £ 1,00 72,33 £3,05 78,67 £2,08
E02-009 0,00 £+ 0,00 22,00 + 2,00 30,00 £ 2,65 41,00+ 1,73 47,67 +3,21
E02-009-01 (45) 12,00 + 1,73 29,33 £ 1,15 36,33+ 1,53 38,33£2,51 40,00 + 2,00
E02-009-01 (46) 17,00 £ 1,73 29,33 +£4,04 45,33 +£1,53 48,00 + 2,64 52,33 +£2,51
E02-10-01 (48) 15,67 £ 1,15 26,33 +2,89 29,00 + 2,65 47,33 +£2,51 64,67 £ 1,53
E02-13 Verde 0,00 = 0,00 12,33 £2,52 16,33 £2,52 24,67 2,51 30,67 +£2,52
E03-014-01 (69) 19,67 £+ 1,53 58,67+ 1,53 63,00+ 1,73 66,00 + 1,00 71,33+ 1,53
E03-016-01 (71) 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
E03-016-03 (74) 23,33+ 1,53 44,33 £ 1,15 52,67 +2,52 53,00 + 2,00 53,67 +231
E03-016-03 (75) 20,00 + 2,00 42,67 +£2,52 54,33 +9,29 51,00 £ 2,65 52,33 +£3,05
E03-016-04 (76) 0,00 £ 0,00 62,67 +2,52 71,00 £ 2,00 74,67 + 1,53 70,00 + 1,00
E03-017 27,67 +4,93 89,00 + 1,00 90,00 + 0,00 90,33 £ 0,57 90,00 + 0,00
E03-018-P.P. Raspado parrilla 0,00 = 0,00 25,00 + 8,66 31,67+4,16 35,33 +£3,51 39,33 +£3,06
E03-019-P.P. 0,00 £ 0,00 17,00 + 2,64 29,00 + 1,00 69,00 + 4,00 86,33 +2,08
E03-019-02 0,00 £ 0,00 32,67+2,52 37,00 + 3,00 43,00 + 2,65 62,67 3,51
E03-020-01 (25) 32,67 +2,52 88,00 £ 1,00 90,00 + 0,00 90,33 £0,58 90,00 + 0,00
E04-001-01 (59) 19,00 + 2,00 26,33 £3,21 40,67 + 2,08 45,00 + 2,00 50,67 + 2,08
E04-001-02 Amarilla pura (60) 11,00 £ 7,62 30,25+ 1,26 38,50 £ 3,42 47,75 +4,79 53,00 £ 3,92
E04-001-03 Amarilla pura (60) 0,00 £ 0,00 30,50 £2,12 39,00 + 1,41 44,00 + 1,41 51,00 + 1,41
E04-002-01 Amarilla pura (61) 16,67 £ 1,53 3433+ 1,55 42,33+ 5,86 47,67 +9,07 50,33 + 8,50

ANOVAF 70,924 155,326 147,754 132,677 139,822
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Significancia (P)
(P<0,01) (P<0,01) (P<0,01) (P<0,01) (P<0,01)
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La tabla 6 muestra los promedios y desviaciones estandar del crecimiento de las 41 cepas
aisladas desde las 72 h hasta las 360 h de evaluacion en medio minimmo enriquecido con acido
tanico (10 g/L), ademas, se muestran los valores ontenido de la preuba estadistica de ANOVA,
se presentan diferencias altamente significativas (p<0,01) en el cremiento de las cepas desde la

primera hasta la ultima evaluacion.

40

Crecimiento (mm)
Crecimiento (mm)

Crecimiento (mm)
Crecimiento (mm)

Crecimiento (mm)

Figura 17. Comparacion del crecimiento entre las cepas em medio minimo con acido tdnico

(10 g/L) a diferentes tiempos de evaluacion.
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En la figura 17 se observa el crecimiento de las cepas fungicas a diferentes tiempos de
evaluacion en medio enriquecido con 4cido tanico (10 g/L): A) crecimiento de las cepas
fungicas a las 72 h, la prueba de comparacion multiple de Tukey (a-j) muestra a la cepa E02-
008-02 (42) con el mayor crecimiento promedio (j) (33,33 £ 1,53). B) Crecimiento a las 144 h,
en esta evaluacion la prueba de comparacion multiple de Tukey (a-f) muestra a las cepas E03-
020-01 (25) y E03-017 con el mayor crecimiento promedio (88,00 £ 1,00 y 89,00 + 1,00,
respectivamente) (f1). C) Crecimiento a las 216 h en medio con acido tanico (10 g/L), para esta
evaluacion la prueba de Tukey (a-v) muestra nuevamente a las cepas E03-020-01 (25) y E03-
017 con el mayor crecimiento promedio (v) (90,00 + 0,00 y 90,00 + 0,00, respectivamente). D)
Crecimiento de las cepas flingicas a las 288 h, la prueba de Tukey (a-o) indica mayor
crecimiento promedio para las cepas E03-020-01 (25) y E03-017. E) Ultima evaluacion de
crecimiento de las cepas fungicas a las 360 h, la prueba de comparacion multiple de Tukey (a-

q) indica mayor crecimiento promedio de las cepas E03-020-01 (25) y E03-017 (k).

Este método permitid evaluar la resistencia inicial de los aislados a taninos en condiciones de
estrés, en este ensayo todas las cepas aisladas del efluente mostraron crecimiento, sin embargo,
destacaron 2 cepas (E03-020-01 (25) y EO03-017) posteriormente identificadas como
Aspergillus niger/awamori y Penicillium crustosum, respectivamente, por su velocidad de
crecimiento y aparente tolerancia a compuestos fenolicos por lo que fueron seleccionadas para
los ensayos posteriores. Se describié un enfoque metodoldgico similar por Prigione et al.?
donde se evaluo la capacidad de crecimiento de cepas de hongos filamentosos en medio de
cultivo suplementados con taninos industriales (tara, quebracho, acacia y castafio) como tUnica
fuente de carbono, se emplearon concentraciones de estos taninos de hasta 50 % p/v. A través
de este procedimiento se logrd el aislamiento de 125 especies fungicas. A pesar de existir
diferencias metodologicas (tipo y concentracion de los taninos utilizados y el origen de las
cepas) este estudio y el trabajo de Prigione et al. comparten el objetivo de la identificacion de
las cepas con capacidad de tolerar taninos, lo cual, representa un paso clave en la seleccion de
microrganismos eficaces para la biorremediacion de efluentes con altas concentraciones de

1.4 emplearon un método similar al utilizar medios con

taninos. Del mismo modo, Thakur et a
acido tanico al 0,5 % en el aislamiento inicial de las cepas provenientes de suelos ricos en
taninos para posteriormente evaluar y seleccionar las cepas con mayor indice enzimatico. En
comparacion con el presente estudio, esta estrategia de preseleccion y evaluacion especifica
permitio identificar cepas robustas frente a taninos, asimismo, se destaca la pertinencia del uso

del 4cido tanico como paso previo para la seleccion de cepas tolerantes.
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e Indice de tolerancia de hongos filamentosos a diferentes concentraciones de tanino de
Quebracho utilizado en el proceso de curtido

Para las pruebas de tolerancia se seleccionaron las cepas E03-020-01 (25) y E03-017, tras

presentar un mayor crecimiento promedio en el ensayo de pre-tolerancia. Las cepas fueron

sembradas en placas de medio minimo con quebracho al 7,5, 10, 15 y 20 %, se midi6 el

didmetro micelial (figura 18) y se calculo el indice de tolerancia.

Cepa E03-017 E03-020-01 (25)

Figura 18. Crecimiento micelial de las cepas E03-017 (A) y E03-020-01(25) (B) alas 216 h
de evaluacion.
Tabla 7. Evaluacion y comparacion del indice de tolerancia de las concentraciones de

quebracho por cepa.

Crecimiento micelar (mm)

72h 144 h 216 h 288 h 360 h
CEPA Concentracién — — — — —
X*s xXts XESs XtSs Xts
7,5% 1,49 + 0,40 1,04 £0,15 0,99 £+ 0,09 1,02 £ 0,04 1,01 £0,02
E03-020-01 10% 1,63 £0,52 0,99 +£0,21 0,95+0,10 0,99 +0,03 0,96 + 0,06
(25) 15% 0,98 +£0,50 1,18 £ 0,07 1,02 + 0,03 0,99 +0,05 1,04 +£0,02
20% 0,72+0,11 1,22+ 0,00 1,04 £ 0,00 1,02 +0,03 0,99 £ 0,04
ANOVA F 3,138 2,016 1,004 0,492 2,49
0,087 0,190 0,439 0,697 0,134
SIGNIFICANCIA (P)
P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05
7,5% 0,27 £0,08 0,70 +0,17 0,70 £ 0,05 0,63 +£0,07 0,64 +0,03
£03.017 10% 0,14+0,12 1,00 £0,68 1,03 +£0,22 0,90 £ 0,04 0,81 £0,06
15% 0,04 £0,03 0,86 £0,21 0,61 +£0,15 0,55+0,07 0,52 +£0,15
20% 0,00 £ 0,00 0,24 +0,09 0,18 £0,05 0,15+0,02 0,12+0,01
ANOVAF 7,57 2,41 19,73 103,32 40,62
0,01 0,14 0,000 0,000 0,000
SIGNIFICANCIA (P)
P<0,05 P>0,05 P<0,001 P<0,001 P<0,001
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La tabla 7 muestra los promedios y desviaciones estandar de la tolerancia de las 2 cepas en
medio minimo en solucién con quebracho a diferentes concentraciones y en los diferentes
tiempos de evaluacion (72, 144, 216, 288 y 360 horas). También se muestran los valores de la
prueba estadistica ANOVA.

Para la cepa E03-020-01 (25) se muestran valores de P>0,05 para todas las evaluaciones, lo
cual indica que no hay diferencias significativas en las diferentes concentraciones de
quebracho, se puede observar que al inicio (primera medicion) existe una cierta variabilidad
entre las concentraciones, sin embargo, con el paso del tiempo estas diferencias desaparecen,
entonces, se puede concluir que esta cepa fungica parece tener una respuesta inicial ante el
tanino de quebracho pero con el tiempo se adapta y mantiene un indice de tolerancia similar
ante las diferentes concentraciones.

Por otro lado, para la cepa E03-017 existe un patrén muy diferente. En la primera evaluacion
se nota un diferencia significativa entre las concentraciones de quebracho (P<0,05) y en la
segunda medicion no se presentan diferencias significativas (P>0,05), sin embargo, en la tercera
evaluacion existe una diferencia altamente significativa, lo que puede indicar que la respuesta
del hongo ante las concentraciones de quebracho se vuelve mas marcada con el paso del tiempo,

lo cual, se puede observar en la cuarta y quinta evaluaciéon con diferencias altamente
significativas (P<0,001). Estos resultados parecen indicar que la influencia del quebracho para

esta cepa de hongo, aumenta con el paso del tiempo, aunque tambien podria llegar a
estabilizarse, ya que en la ultima medicion la diferencia sigue siendo significativa, pero es

menor que en la cuarta.

I £01-005-03 (25) 7.5%|

[__1E01-005-03 (25) 10% 184
I E01-005-03 (25) 15% a
[ |E01-005-03 (25) 20% 164
g = 144
3 g .
g g 1]
= “aa®® "aaa aal =2 a
; T = 104 b
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8 o 08 ab b b
E g T ve[llv
E e .
- S 06

72 144 216 288 360 72 144 216 288 360
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Figura 19. Comparacion del crecimiento de las cepas E03-017 y E03-020-01 (25) en relacién
a la concentracion de quebracho (7,5, 10, 15, y 20 %)
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En la figura 19 se observa: A) crecimiento de la cepa E03-017 a diferentes concentraciones de
quebracho, demostrando diferencias altamente significativas (P<0,01) hasta las 360 horas de
evaluacion (ANOVA), por otro lado, la prueba de comparacion multiple de Tukey (a, b, ¢)
indica el mayor crecimiento promedio desde las 144 horas hasta las 360 para la concentracion
de quebracho del 10 % (b y ¢). B) Crecimiento de la cepa E03-020-01 (25), no se muestran
diferencias significativas ante las concentraciones de quebracho (P>0,05) a lo largo de cada
evaluacion, por otro lado, la prueba de comparacion multiple de Tukey indica el mayor
crecimiento de la cepa con una concentracion de quebracho del 15 % para la Gltima evaluacion
(360 h) (a).
Tabla 8. Evaluacion y contraste de la tolerancias de las cepas flingicas por porcentaje de

quebracho

Concentracion/indice de tolerancia

Concentracion Cepa 72 h 144 h 216 h 288 h 360 h
xXxs xXts xXxs xXts xXxs
E03-020-01 (25) 1,49+0,40 1,04 £0,15 0,99 + 0,09 1,02 £ 0,04 1,01 £0,02
7,5 %
E03-017 0,27 + 0,08 0,700,017  0,70+£005 0,63 0,07 0,66 = 0,03
t 5,17 2,62 5,07 9,00 18,18
0,007 0,059 0,007 0,001 0,000
SIGNIFICANCIA (P)
P<0,05 P>0,05 P<0,05 P<0,05 P<0,05
E03-020-01 (25) 1,63+0,52 0,99 +£0,21 0,95 +0,10 0,99 +0,03 0,96 £ 0,06
10 %
E03-017 0,14 +0,12 1,00 £ 0,68 1,03 +£0,22 0,90 + 0,04 0,84 +0,06
t 4,788 0,032 0,555 3,274 2,352
0,009 0,976 0,609 0,031 0,078
SIGNIFICANCIA (P)
P<0,05 P>0,05 P>0,05 P<0,05 P>0,05
E03-020-01 (25) 0,98 £0,50 1,18 £0,07 1,02 £0,03 0,99 +0,05 1,04 £ 0,02
15 %
E03-017 0,04 0,03 086+021  061+0,15  0,55+0,07 0,54+ 0,15
t 3,218 2,543 4,727 8,514 5,668
0,032 0,064 0,009 0,001 0,005
SIGNIFICANCIA (P)
P<0,05 P>0,05 P<0,05 P<0,05 P<0,05
E03-020-01 (25) 0,72+0,11 1,22 £0,00 1,04 +0,00 1,02 +0,03 0,99 £0,04
20 %
E03-017 0,00 £0,00 0,24 +0,09 0,18 +0,05 0,15+0,02 0,13+0,01
t 11,509 19,6 32,505 43,5 37,925
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
SIGNIFICANCIA (P)
P<0,05 P<0,05 P<0,05 P<0,05 P<0,05

En la tabla 8 se muestran los promedios y desviaciones estandar de la tolerancia de las cepas

E03-017 y E03-020-01 (25) en medio minimo en solucion con quebracho a las diferentes
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concentraciones y en los diferentes tiempos de evaluacion (72, 144, 216, 288 y 360 horas).
También se muestran los valores de la prueba estadistica t de student.

Para el 7,5 % de concentracion de quebracho, durante la primera evaluacion existe una
diferencia significativa entre ambas cepas (P<0,05), indicando que una de estas crecid6 mejor
en comparaciéon con la otra (E03-020-01 (25)), posteriormente no existen diferencias
significativas (144 h) presentando valores de P>0,05, esto sugiere que, aunque la cepa E03-
020-01 (25) presenta una mayor tolerancia, no es estadisticamente significativa, a las 216 h se
vuelven a reforzar las diferencias (P<0,05), la cepa E03-020-01 (25) sigue manteniendo una
tolerancia considerablemente mayor, el crecimiento parece estabilizarse entre cepa y cepa pero
las diferencias persisten. A las 288 h se presentan diferencias altamente significativas
(P=0,001), siendo nuevamente la cepa E03-020-01 (25) quien mantiene su capacidad de crecer
en presencia de quebracho, al finalizar la evaluacion (360 h) las diferencias llegan a su punto
mas alto (P<0,00) la tolerancia de la cepa E03-020-01 (25) se ve completamente diferenciada
de la cepa E03-017 con un crecimiento estable y constante en Quebracho.

Al 10 % de concentracion, la cepa E03-020-01 (25) muestra una tolerancia significativamente
mayor que la cepa E03-017 (P=0,009) para las primeras horas de evaluacion, posteriormente
(144 y 216 h), las cepas parecen presentar indices de tolerancia similares ya que no existen
diferencias significativas, sin embargo, para la cuarta evaluacion, la cepa E03-020-01 (25)
vuelve a presentar una mayor tolerancia (P=0,031). Finalmente, las diferencias disminuyen
para la ultima evaluacion, indicando que al 10 % de quebracho ambas cepas presentan una
tolerancia similar.

Al 15 % de quebracho, la cepa E03-020-01 (25) muestra una tolerancia significativamente
mayor durante las primeras horas de evaluacion (P=0,032), durante la segunda evaluacion
ambas cepas parecen alcanzar tolerancias similares ya que no se presentan diferencias
significativas, las diferencias se vuelven a marcar para la tercera evaluacion (P=0,009), siendo
la cepa E03-020-01 (25) quien presenta una mayor tolerancia. A las 288 h las diferencias se
marcan aun mas (P=0,001), la cepa E03-020-01 (25) parece crecer sin problemas mientras que
la cepa E03-017 parece verse inhibida. Al finalizar el experimento la cepa E03-017 mantiene
un mayor crecimiento, pero sigue siendo significativamente bajo en comparacion con la cepa
E03-020-01 (25). Durante todas las evaluaciones

Al 20 % la cepa E03-020-01 (25) supera de manera consistente y altamente significativa a la
cepa E03-017 durante todos los tiempos evaluados, la magnitud de las diferencias y los valores

de t reflejan una respuesta muy estable y claramente diferenciada entre ambas cepas.
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Figura 20. Contraste del indice de tolerancia de las cepas E03-017 (beige) y E03-020-01 (25)
(verde) segun el porcentaje de quebracho desde las 72 horas hasta las 360 horas de

evaluacion.

En la figura 20, se observa: A) Crecimiento de las cepas E03-017 (beige) y E03-020-01 (25)
(verde) sembradas en medio minimo al 7,5 % de quebracho, siendo la cepa E03-020-01 (25)
quien presenta un mejor crecimiento en comparacion con la cepa E03-017. B) Crecimiento al
10 % de concentracion de quebracho, la cepa E03-020-01 (25) tiene un maximo de crecimiento
a las 72 horas de evaluacion, y la cepa E03-017 a las 244 horas. C) Crecimiento al 15 % de
concentracion de quebracho, la cepa E03-020-01 (25) muestra su mayor crecimiento a las 144
horas al igual que la cepa E03-017. D) Crecimiento al 20 % de concentracion de quebracho, la
cepa E03-020-01 (25) muestra un crecimiento notablemente mayor en comparacion con la cepa
E03-017, mostrando su mayor crecimiento a las 144 horas de evaluacion.

Los resultados mostraron que la capacidad de crecimiento vari6 significativamente de acuerdo
a la concentracion de taninos, sugiriendo que la concentracion del taninos de quebracho puede
comprometer la viabilidad de estas especies fungicas. En estudios previos, se ha empleado el

indice enzimatico como criterio de seleccion de cepas con capacidad taninolitica, por ejemplo,
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Thakur et al.%* evaluaron el crecimiento de las cepas fingicas en medio con 4cido tanico
mediante la formacion de halos de hidrolisis o zonas de aclaramiento, el indice Enzimatico se
defini6 como la razén entre el didmetro del halo y el didmetro de la colonia, posteriormente se
seleccionaron las cepas EI > 2,0 como las mas prometedoras. Si bien en el presente trabajo no
se hizo la determinacion del indice enzimadtico, se aplicé un enfoque complementario basado
en la evaluacion de la tolerancia a diferentes concentraciones de tanino de quebracho,
empleando un Indice de Tolerancia (IT) definido como la relacién entre el crecimiento en
medio con quebracho entre el medio sin él (control). Dicho indice permiti6 la evaluacion de
las cepas y su capacidad de mantener su crecimiento y desarrollo en condiciones de estrés,
representando una ventaja en un contexto de remediacion de efluentes reales. Si bien estos
calculos miden fendmenos distintos (El=capacidad enzimatica e IT=resistencia al estrés)
ambos representan una herramienta clave en la seleccion y evaluacion del comportamiento de
cepas con potencial remediador en este tipo de efluentes. Por otro lado, la tolerancia fiingica a

taninos fue evaluada por Bhat et al.®

evaluaron la tolerancia de Aspergillus niger frente al
tanino de quebracho mediante la determinacion de biomasa micelial en medio liquido con el
tanino (quebracho y acido tdnico) como unica fuente de carbono. La produccion de micelio se
interpreté como un indicador de tolerancia, encontrando una maxima tolerancia por 4. niger
de 150 g/L. Este indicador de tolerancia se interpreté6 como una posible utilizacion metabolica
del tanino por medio de la cepa. Si bien este enfoque permite realizar una estimacion de la
tolerancia fingica, no proporciona informacion sobre el grado de eficiencia del proceso de
remocion.

3.3 Identificacion molecular de las cepas seleccionadas capaces de degradar taninos

o Cepa E03-020-01 (25)

El andlisis de comparacion con la secuencia ITS1 con la base de datos de GenBank por medio
del software BLAST mostro un 100 % de similitud con la especie Aspergillus niger y
Aspergillus awamori (Figura 21). Del mismo modo, se llevo a cabo un analisis filogenético

(Figura 22) empelando el modelo Fast Minimun Evolution donde la secuencia evaluada

presento mayor acercamiento a las cepas Aspergillus niger 'y Aspergillus awamori
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Sequences producing significant alignments:
e o

Dessioicn Max Total Query E Per. Amsai
o Score Score Cover value Ident

1031 1031 100% 00 100.00% LC535651

<]

us niger strain 1901NT-14.4 smal

omal RNA gene, and nfemal anscrbed spac 1031 1031 100% 0.0  100.00% N

<]

¢/amor strain CIRM-BRFM transcribed spacer 2 complete sequence:ane 1031 1031 100% 0.0 100.00% Py108056.1

Asperqilus e infernal branscribed spacer 1 5 8S ribosomal RNA gena_and infermal transcri 1031 1031 100% 0.0 100.00% MW783375
Asp ot s A gene.parbial sequence. intemal isnse acer 1, 58S ribosomal RNA gene_and inkernal iranse omp 1031 1031 100% 0.0 100.00% OR8218021

<
fo
=
i

plate 3110 small subunt nbosomal RNA gene. paral sequence nismal 1 58S nboso

al RNA gene._and intemal transcribed spacer 2

1031 1031 100% 0.0 100.00% MI074422.1

)

Aspergiius niger strain EM 2019 small subund ribosomal RNA gana_partial sequence; mtema vacar 1 58S nbosomal RNA gena, and miamal franscrbed spacer2 1031 1031 100% 0.0 100.00% MK37

ternal {ranscrbed spacer 1, 58S nbosomal RNA gene _and nternal iranscnbed spacer 2 compl 1031 1031 100% 0.0 100,00% KX

Figura 21. Porcentajes de similitud de las especies analizadas con la cepa E03-020-01 (25)

&3 Aspergillus awamori CIRM-BRFM 827 PV108056 1

57

Aspergillus niger MTO74422 1

E03-020-01(25)

Aspergillus niger MN5B5TE3 1

Aspergillus niger OR821802.1

Aspergillus awamor LC573565.1

57 L————— Aspergillus niger UASWS2528 MVW793375.1

0.0on

Figura 22. Arbol filogenético de la cepa E03-020-01 (25)

o Cepa E03-017
El analisis de comparacion con la secuencia ITS1 con la base de datos de GenBank por medio
del software BLAST mostro un 100 % de similitud con la especie Penicillium crustosum
(Figura 23). Del mismo modo, se llevé a cabo un andlisis filogenético (Figura 24) empelando
el modelo Fast Minimun Evolution donde la secuencia evaluada presentd mayor acercamiento

a las cepas Penicillium crustosum
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Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:10

i Alignments fHDownload v GenBank Graphics Dislance lee of resulls )
) Max  Tolal Query E Per. .
CEacnp o Score Score Cover value Ident Sonsasol
Penicillium cruslosum isolale P3A_R internal iranscribed spacer 1_parlial sequence wsommil RNA gene and nitemal imnscibed spaces 2_comulels sequence and lige 1002 1002 100% 0.0 100.00% ORI0SG45
Penic C-10 intel cd spacer 1, parial sequence; 5.85 ribosomal RNA gene and internal ranscribed spacer 2. complete sequence and large. 1002 1002 100% 0.0 100.00% MWS1B312.1

a

Penicillium commung stran HOB-127 185 ribosameal RMNA gene, parlinl sequence, inlemal lranscribad spacer 1,5 85 ribosomeal RNA gene, and intermal ranscibed spacer 2 com 1002 1002 100% 0.0 100.00%

Penicilium sp. isolate QUCMDZ-5360 small 5 gene. partial sequence; internal transcribed spacer 1,585 ribosomal RNA gene. and infemal transcribed soa 1002 1002 100% 0.0 100.00% OROB407
Penicillium crustosum strain 86P 185 rikosomal RMA gane, partial sequence. internal transcribad spacer 1. 5.8S ribosomal RNA gena. and internal transcribed spacer 2, complety 1002 1002 100% 0.0  100.00% ELUNZA607 1

<]

Penicllium commune stian GHALESE small subumil nbosomal RNA gane_parlial sequence. inlermal e

ihed spacel 1,5 88 nibosomal HNS gane_and inteinal lianserbad spa 1002 1002 100% 0.0 100.00% KY174328 1

Penicillium sp-isolate £2-001 small subunit rbosomal BNA ggne parhial sequence, infernal iranscribe

spacer 1,5 8S ribosomal RNA gene, and infernal transcribed spacer 2 co 1002 1002 100% 0.0  100.00% PQ&7E604.1

o

S

Panicilium crustosum isolate Rag18 small subuni ribosomal RNA gene. partial soquence; internal ranscribed spacer 1.5.85 ribosomal RNA gene. and intemal transcribed space 1002 1002 100% 0.0 100.00% PO216307T1

1

Penicillium crustosum strain GNU 6045 185 ribosomal RNA nene _partial sequence: internal ranscribed spacer 1, 5 85 ribosomal BNA gene _and intemal franscribed spacer 2, cc 1002 1002 100% 0.0  100.00% HQ225710.1

a

Penicillium christensenian strain DE3A2 small subunit riboscmal RNA gena. panial sequence: intemal transcribed spacer 1, $.85 ribosemal RMA gene, and internal transcribed s¢ 1002 1002 100% 0.0 100.00% PQ&83E3121

a

Uncultured Penicilium clona CEobessq01 185 rbosomal RNA gene, partial sequance. inernal ranscribed spacer 1, 5 85 nbosomal KNA gene,_and inlemal transcribed spacer 2 1002 1002 100% 0.0 100.00% KC143755

a

Penicillium commune stran H08-118 188 nhosemal RMA gene _partial sequence_internal transcribed spacer 1_6 88 nhosomal RNA gens _and internal ranscrbed spacer 2 com 1002 1002 100% 0.0 100.00% KCO09826.1

Figura 23. Porcentajes de similitud de las especies analizadas con la cepa E03-017

4100‘: E03-0178(17)
S Penicillium crustosum OR905645.1

53 Penicillium crustosum EU128607.1
Penicillium christenseniae strain D63A2 PQ836312.1
52 Penicillium crustosum APC-10 MW538312.1
{ Penicilium commune KC009828.1
Penicillium commune KC009833.1

Penicillium crustosum PQ216307.1
a7 { Penicillium sp. OUCMDZ-5369 OR994070.1
59 Penicillium commune KY174328.1

Penicillium clone KC143756.1

Figura 24. Arbol filogenético de la cepa E03-020-01 (25)
3.4 Determinacion de la capacidad de remocion de taninos
e Cuantificacion de polifenoles por el método de Folin-Ciocalteu
Elaboracion de la curva de calibracion
Se procesaron las muestras de 4cido galico a concentraciones conocidas (0,1 - 1,2 mg/mL) y
se leyeron las absorbancias a 727 nm (Tabla 9). La curva fue realizada por medio del programa
MS Excel (Figura 25), obteniéndose un valor de R? de 0,9998, lo que indica una buena
linealidad, demostrando la buena capacidad del método para predecir la concentracion de
fenoles en las muestras de quebracho. Asimismo, se obtuvo la ecuacion de la recta: y =
1,3568 — 0,0648, la cual se usd para determinar la concentracion de polifenoles en las muestras

de quebracho para cada evaluacion.
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Tabla 9. Valores de absorbancia obtenidos para las soluciones estandar de acido galico.

Concentracion de acido galico (mg/mL) Absorbancia (727 nm)

01 0,062
02 0,216
04 0,482
0.6 0,738
0.8 1,030

1 1,289
1,2 1,562

1.6

Abs 520 nm
1.4
1.2
1.0

0.8

Abs 520 nm

0.6

0.4

0.2 4

0.0

T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

Concentracién Ac. galico (mg/mL)

Figura 25. Curva de calibracion.

e Cuantificacion de polifenoles para la determinacion de la capacidad de degradacion de
los hongos filamentosos nativos aislados sobre el tanino de quebracho

Se llevo a cabo la cuantificacion de polifenoles por el método de Folin ciocalteau (figura 26)

para cada evaluacion utilizando la ecuacion de la recta obtenida en la curva de calibracion. Se

utilizo el factor de correccion x4 para las primeras 4 evaluaciones.
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Control 7.5% Quebracho 10% Quebracho 15% Quebracho 20% Quebracho

Cepa
E01-005-03 (25)

Cepa
E03-017

Figura 26. Desarrollo de color de las muestras extraidas de las cepas A.niger/awamori y P.

crustosum a las 360 horas de evaluacion

Tabla 10. Evaluacion y comparacion de la concentracion de acido galico (mg/mL) producido

por las cepas flngicas en las diferentes concentraciones de quebracho.

72 h 144 h 216 h 288 h 360 h
Cepa Concentracion
xXxs xXts xXts xXxs xXts
Ctrl 29,76 £ 2,92 24,63 £ 1,52 25,92 +1,48 27,27 +0,56 14,68 £ 1,17
7,5 % 33,28 £ 0,67 33,15+ 0,84 31,50+ 1,38 29,52 + 1,29 24,66 + 1,40
. A. . 10 % 47,57+0,77 43,80 + 0,89 40,88 = 0,28 38,47+ 1,14 32 60+ 0,63
niger/awamori
15 % 59,97 + 1,34 56,07 + 0,91 53,19 +0,78 49,86 = 0,65 47,31+£0,13
20 % 83,59 + 0,70 75,90 £ 0,18 70,50 £ 0,50 61,39 + 1,98 67,92 +0,71
ANOVAF 608,634 1310,124 953,905 406,339 1527,778
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
SIGNIFICANCIA (P)
P<0,01 P<0,01 P<0,01 P<0,01 P<0,01
Ctrl 29,46 + 1,09 19,30 + 0,27 24,70 £ 0,78 24,25+ 0,73 9,90 £ 0,81
7,5 % 36,92 + 0,67 34,34+ 0,24 33,39+£0,76 30,85+ 0,96 21,40 £0,41
P. crustosum 10 % 47,16 £ 0,80 45,60 + 1,07 45,52 + 0,64 34,22+ 1,70 26,38+ 1,12
15 % 59,23 + 0,66 58,64 £ 1,54 55,29 +0,77 42,20 +0,95 54,37 +£ 0,49
20 % 71,29 £ 1,67 66,31 £ 0,45 62,69 £1,19 50,76 £ 0,26 46,08 = 0,88
ANOVA F 761,326 1460,137 1007,232 299,637 1627,031
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
SIGNIFICANCIA (P)
P<0,01 P<0,01 P<0,01 P<0,01 P<0,01

En la tabla 10, se muestran los promedios y desviaciones estandar de la concentracion de acido
galico obtenida por cada evaluacion (72, 144, 216, 288 y 360 horas). Para A. niger/awamori se
muestran diferencias altamente significativas de acuerdo con la prueba estadistica de

comparacion ANOVA (P<0,01) en las diferentes concentraciones de quebracho. Estas
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diferencias se observan desde el inicio del experimento con un valor ya muy alto de F
(608,634), y encuentran su punto maximo al final del experimento (F=1527,778) demostrando
que las diferencias de vuelven ain mas marcadas en esta etapa lo que a su vez indica que las
condiciones de concentracion afectan de manera acumulativa.

En cuanto a la cepa P. crustosum también se muestran diferencias significativas entre las
concentraciones de quebracho (P<0,01) para todos los casos, pero, el desarrollo de los valores
de F sigue un patrén diferente al de la otra cepa. Ya que los valores de F comienzan siendo
altos hasta la cuarta evaluacion donde se observa un deceso notable en las diferencias, esto
podria inicia una menor variabilidad entre las concentraciones, sin embargo, se obtiene el
mayor valor de F al final del experimento, confirmando que la concentracion de quebracho

determina claramente el comportamiento de produccion de acido galico por esta cepa.

&
&

o

*Q‘
BHo.
e

Concentracion de Ac. Galico (mg/mL)
-
=3
|
=g

Concentracion de Ac. galico (mg/mL)
le)
7
(=%

T T T
216 288 360 72 144 216 288 360
Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 27. Comparacién de la concentracion de acido galico (mg/mL) presente en las
diferentes concentraciones de quebracho (7,5, 10, 15 y 20 %) a lo largo de las evaluaciones

(A: A. niger/awamori, B: P. crustosum)

En la figura 27 se observa: A) Se muestran las pruebas de comparacion multiple de Tukey para
la cepa A. niger/awamori ante las diferentes concentraciones quebracho. Se observa la mayor
liberacion de 4cido gélico durante la primera evaluacion (72 h), al 20 % de quebracho (d) y la
menor liberacion al 7,5 % (excluyendo el control). En la segunda evaluacion, las diferencias
entre concentraciones se remarcan, siendo al 20 % donde se encuentra la mayor liberacion de
acido galico (e), las diferencias se mantienen marcadas para cada concentracion a lo largo de
la siguientes evaluaciones, teniendo a la concentracion del 20 % de quebracho donde se libera
una mayor cantidad de fenoles (e). B) Se muestran las pruebas de comparacion multiple de
Tukey para la cepa P. crustosum ante las diferentes concentraciones quebracho. Se muestran

diferencias significativas entre cada concentracion de quebracho desde el inicio del
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tratamiento, se muestra un mayor liberacion de acido galico al 20 % de concentracion de
quebracho para todas las evaluaciones (e), sin embargo, durante la quita evaluacion la cepa

libera una mayor cantidad de acido galico al 15 % de concentracioén de quebracho.

Tabla 11. Evaluacion y contraste de la concentracion de acido gélico (mg/mL) liberado por

las cepas fungicas en relacion al % de quebracho

72 h 144 h 216 h 288 h 360 h
Cepa Concentracion
Xts Xts xXts xXts xXts
A. niger/awamori 33,28 0,67 33,15+0,84 31,50 + 1,39 29,52 £ 1,29 24,65 + 1,40
7,5 %
P. crustosum 36,92 £ 0,67 34,34 + 0,25 33,39 +£0,76 30,85+ 0,96 21,40 £ 0,41
t 6,673 2,369 2,076 1,446 3,860
0,003 0,077 0,107 0,222 0,018
SIGNIFICANCIA (P)
P<0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05 P<0,05
A. niger/awamori 47,57+ 0,77 43,81 £ 0,89 40,88 + 0,28 38,47+ 1,14 32,60 + 0,63
10 %
P. crustosum 47,16 £ 0,30 45,60 = 1,07 45,60 + 0,64 34,22 £ 1,70 26,39 £ 1,12
t 0,640 2,243 11,529 3,614 8,396
0,557 0,088 0,000 0,022 0,001
SIGNIFICANCIA (P)
P>0,05 P>0,05 P<0,05 P<0,05 P<0,05
A. niger/awamori 59,97 + 1,34 56,07 0,91 53,19+0,78 49,86 + 0,65 47,31+0,13
15 %
P. crustosum 59,23 £ 0,66 58,64 + 1,54 55,29 £0,77 42,20 +£0,95 54,37 £ 0,49
t 0,354 2,491 3,324 11,536 24,437
0,441 0,067 0,029 0,000 0,000
SIGNIFICANCIA (P)
P>0,05 P>0,05 P<0,05 P<0,05 P<0,05
A. niger/awamori 83,59 £ 0,70 75,90 £ 0,18 70,50 £ 0,50 61,39 £1,98 67,92 £0,71
20 %
P. crustosum 71,29 +£1,70 66,31 + 0,05 62,69 + 1,19 50,76 + 0,26 46,08 + 0,88
t 11,614 89,545 10,513 9,240 33,669
0,000 0,000 0,000 0,001 0,000
SIGNIFICANCIA (P)
P<0,05 P<0,05 P<0,05 P<0,05 P<0,05

En la tabla 11 se muestran los promedios y desviaciones estandar del contenido de acido galico
liberado por las 2 cepas fingicas ante las diferentes concentraciones de quebracho, del mismo
modo se muestran los valores de la prueba estadistica de t de Student. Al 7,5 % de
concentracion no se observan diferencias significativas (P>0,05) durante la mayoria de las
evaluaciones, salvo al inicio (72 h) y al final del experimento (360 h), esto indica que ambas
cepas poseen un comportamiento similar a esta concentracién, aunque cabe resaltar que P.

crustosum aumenta su produccion de acido gélico hacia el final. Al 10 % se muestran
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diferencias significativas a partir de las 216 h, donde P. crustosum muestra una produccion
progresiva con el tiempo. Al 15 % nuevamente se presentan diferencias significativas a partir
de la tercera evaluacion y se amplian desde las 288 h en adelante. Al 20 % se presentan
diferencias altamente significativas (P<0,01) en todos los tiempos confirmandose que P.

crustosum posee una mayor tolerancia y capacidad de procesar concentraciones altas de

taninos.
100 100
| [ -4spergiilus niger/avamori 7.3%) i [ Jaspergilius nigerfawamori 10%|
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Figura 28. Contraste de la concentracion de acido galico (mg/mL) producido por A.
niger/awamori (celeste) y P. crustosum (naranja) segun el porcentaje de quebracho desde las

72 horas hasta las 360 horas de evaluacion.

En la figura 28, se observa: A) Degradacion de taninos a acido galico por medio de las cepas
A. niger/awamori (celeste) y P. crustosum (naranja) sembradas en medio liquido al 7,5 % de
quebracho, la cepa 4. niger/awamori presenta un pico de mayor produccion a las 72 horas de
trabajo (33,28 mg/mL), al igual que P. crustosum (36,92 mg/mL) llegando a superar a las cepa
A. niger/awamori, la cantidad de acido gélico librado por ambas cepas disminuye al final del

experimento. B) Degradacion de taninos al 10 % de concentracion de quebracho, ambas cepas
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A. niger/awamori'y P. crustosum alcanzan su mayor produccion o a las 72 horas de evaluacion
(47,57 y 47,16 mg/mL, respectivamente), del mismo modo, la cantidad de 4cido gélico librado
por ambas cepas disminuye al final del experimento. C) Produccién de acido gélico al 15 % de
concentracion de quebracho, las cepas parecen mantener una produccion similar de acido
galico, A. niger/awamori alcanza la mayor producciéon nuevamente a las 72 h (59,97 mg/mL)
seguida de la cepa P. crustosum que también alcanza su maxima produccion de acido galico
durante esta evaluacion (59,23mg/mL) D) Produccion de acido galico de las cepas fingicas al
20 % de concentracion de quebracho, la cepa A. niger/awamori muestra una mayor produccion
en comparacion con la cepa P. crustosum a lo largo de todas las horas de trabajo, alcanzando
su pico de mayor produccién a las 72 h (83,59 mg/mL), por otro lado, P. crustosum presenta
una mayor produccion de 4cido galico también a las 216 horas (71,29 mg/mL).

3.5 Evaluacion de la actividad tanasa

o Ensayo de tanasa

- Elaboracion de la curva de calibracion

Se procesaron las muestras de acido galico a concentraciones conocidas (5 — 70 pg/mL) y se
leyeron las absorbancias a 520 nm (Tabla 12). La curva se obtuvo por medio del programa MS
Excel (Figura 29), obteniéndose un valor de R? de 0,9903. Asimismo, se obtuvo la ecuacion de
la recta: y = 0,0094x — 0,005

Tabla 12. Absorbancias obtenidas para cada solucion estandar de 4cido galico.

Concentracion de acido galico (ng/mL) Absorbancia (520 nm)

0,1 0,041
0,2 0,101
0,4 0,184
0,6 0,283
0,8 1,355

1 0,417
1,2 0,664
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Figura 29. Curva de calibracion de 4cido galico obtenida del programa MS Excel, se

evidencian los valores de R? y de ecuacion de la recta.

En la figura 29 se muestra la curva de calibracion conseguida a partir de las soluciones estandar
de 4cido galico, se obtuvo un valor de R? de 0,9903 indicando que la relacion entre la
concentracion de acido galico y las absorbancias obtenidas es bastante fuerte, lo que demuestra
que es muy precisa para medir los valores desconocidos de acido galico producidos por las
cepas fungicas a las diferentes concentraciones de acido tanico.

Determinacion de la actividad tanasa de las cepas fungicas seleccionadas

Se llevo a cabo la cuantificacion de acido galico para cada evaluacion utilizando el protocolo

de tanasa para el desarrollo de color (Figura 30), asimismo se empled la ecuacion de la recta

obtenida en la curva de calibracion, seguido de eso, se cuantificaron las unidades enzimaticas.

Control 7.5% Ac. Tanico  10% Ac. Tanico  15% Ac. Tanico 20% Ac. Tanico

Cepa
E01-005-03
(25)

Cepa
E03-017
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Figura 30. Comparacion de la actividad enzimatica tanasa de las cepas 4. niger/awamori'y

P. crustosum a diferentes concentraciones de quebracho a las 360 h de evaluacion.

Tabla 13. Evaluacion y contraste de la actividad enzimatica tanasa de los porcentajes de

quebracho por estirpe fungica.

% Ac. 72 h 144 h 216 h 288 h 360 h
CEPA
Téanico xX+ts xXts xXts xXts xXts
Ctrl 0,02 +0,00 0,02 +0,00 0,02 +0,01 0,02 +0,00 0,02 +0,00
y 7,5 % 1,42 +0,01 1,53 +0,07 1,12+0,09 3,01 +0,30 3,23+0,11
' 10 % 1,47 +£0,04 1,44 +£0,09 1,37+ 0,08 2,28 £ 0,06 3,42+0,01
niger/awamori
15 % 1,48 £ 0,04 1,46 + 0,03 1,57 +0,03 1,63 +£0,15 3,08 £ 0,04
20 % 1,67 +£0,07 1,74 £ 0,03 2,03+£0,28 3,58+£0,06 3,58+0,03
ANOVAF 958,995 515,841 94,009 240,038 2565,671
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
SIGNIFICANCIA (P)
P<0,01 P<0,01 P<0,01 P<0,01 P<0,01
Ctrl 0,02 + 0,00 0,02 + 0,00 0,01 £0,00 0,02 + 0,00 0,02 £ 0,00
7,5 % 1,73 £ 0,06 1,59 + 0,04 2,47 +0,42 2,81+0,07 2,00+ 0,03
P. crustosum 10 % 2,01 +0,06 1,67 + 0,04 1,87 +£0,08 2,57 +0,04 3,19+0,05
15 % 1,77 £ 0,06 1,98 +£0,01 1,77 +£0,13 3,92+0,12 2,70 £ 0,16
20 % 2,70 £ 0,24 2,70 £ 0,03 1,92 +0,13 3,70 £ 0,47 3,17+0,03
ANOVAF 223,52 3442,39 60,72 150,38 928,93
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
SIGNIFICANCIA (P)
P<0,01 P<0,01 P<0,01 P<0,01 P<0,01

En la tabla 13 se muestran los promedios y las desviaciones estandar de las cepas fiingicas a
diferentes concentraciones de quebracho (7,5, 10, 15 y 20 %) desde las 72 h hasta las 360 horas
de evaluacion. Para 4. niger/awamori se se muestran diferencias altamente significativas
(P<0,001) entre las concentraciones de quebracho, desde el inicio del experimento (72 h) se
puede observar que la concentracion de acido tanico afecta claramente en la actividad tanasa,
a las 144 horas el valor de F disminuye con respecto a la primera evaluacion (515,841) pero
aun existen diferencias marcadas entre las concentraciones lo que puede indicar que la
actividad tanasa cambia con el paso del tiempo dependiendo de la concentracion de acido
tanico, a las 216 horas de trabajo el valor F disminuye considerablemente (94,009) y las
diferencias siguen siendo notorias (P<0,001), esta disminuciéon del valor F indica que las
diferencias entre las concentraciones son menores en este punto, lo cual se puede interpretar
como una disminucidn general de la actividad enzimatica o que esta se esta estabilizando, sin
embargo, durante las ultimas evaluaciones (288 y 360 horas) los valores de F vuelven a

aumentar, se muestra el maximo valor de F a las 360 h de trabajo (2565,671), indicando que
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las diferencias entre las concentraciones de 4cido tdnico son mucho mas marcadas a medida
que transcurre el tiempo, esto también podria revelar que a ciertas concentraciones de acido
tanico la produccion de tanasa se ve favorecida y otras podrian inhibirla.

En cuanto P. crustosum también se muestran diferencias altanamente significativas ante las
diferentes concentraciones de acido tanico (P<0,001). Durante la primera evaluacion (72 horas)
se vuelve a observar el claro efecto que tiene la concentraciéon de acido tdnico sobre la
produccion de tanasa, las diferencias se intensifican en mayor medida a las 216 horas,
obteniéndose un valor maximo de F de 3442,39 lo que sugiere que esta cepa responde de forma
mucho mas marcada ante las diferentes concentraciones, esto podria indicar que la actividad
tanasa se ve favorecida a ciertas concentraciones de acido tdnico, pero a otras la actividad
enzimatica cae drasticamente. A las 216 horas el valor de F disminuye considerablemente
(60,72), dando a entender que las diferencias podrian disminuir con el paso del tiempo, no
obstante, estas vuelven a aumentar durante la cuarta evaluacion (F=150,38) demostrando que
la cepa P. crustosum podria recuperarse y cambiar su respuesta ante la concentracion del
sustrato, esto se vuelve a recalcar durante la ultima evaluacion (360 h), donde el valor de F
vuelve a aumentar en gran medida (928,93). Esto indica que a largo plazo la cepa muestra una
respuesta muy diferenciada ante la concentracion de acido tanico, aunque no tanto como en la

segunda evaluacion.

A

[ 1. niger/avamori Cori
W . niger/avanori 7.5%)
| |4 niger/awanori 109
I 4. niger/awamori 15%
[ 4. niger/avanori 20%

Tanasa (U)
Tanasa (U)

72 144 216 288 360 72 144 216 288 360

Tiempo de evaluacion (h) Tiempo de evaluacion (h)

Figura 31. Contraste de actividad enzimatica tanasa de A. niger/awamori(A)y P. crustosum

(B) ante las concentraciones de acido tanico.
En la figura 31 se muestra: A) U enzimaticas producidas por A. niger/awamori inoculada en

diferentes concentraciones de acido tanico desde las 72 h hasta las 360 h de evaluacion. A las

72 horas el control muestra una actividad enzimadtica significativamente menor que cualquier
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concentracion (a) ya que no hay presencia de sustrato, por otro lado, las concentraciones de
acido tanico de 7,5, 10 y 15 % se encuentran en el mismo subconjunto (b) lo que sugiere que
estas concentraciones no son significativamente diferentes entre si, se muestra la mayor
actividad enzimatica al 20 % (c) con una media de 1,67; el mismo patrén se repite a las 144 h
de evaluacién. Con el paso del tiempo las diferencias entre concentraciones empiezan a
definirse, se puede observar que para las 216 h las concentraciones de 7,5 % y 10 % no son
significativamente diferentes entre si (b), y 10 % no es significativamente diferente que de 15
% pero si la de 7,5 %; la concentracion de 20 % vuelve a ser quien presenta la mayor actividad
enzimatica (d) indicando que es significativamente mayor que las deméas. Para las ultimas
evaluaciones (288 y 360 h) las concentraciones se vuelven significativamente diferentes entre
si, al 20% de acido tanico existe la mayor produccion de tanasa para el final del ensayo (). B)
U enzimaticas producidas por P. crustosum inoculada en diferentes concentraciones de acido
tanico desde las 72 h hasta las 360 h de evaluacion. Para el inicio del experimento (72 h) no se
muestran diferencias significativas para las concentraciones de 7,5, 10y 15 % (b) pero si al 20
% donde se presenta la mayor actividad (c), las diferencias se vuelven significativas para todas
las concentraciones durante la segunda evaluacion (144 h) y se vuelve a presentar la mayor
actividad tanasa al 20 % de concentracion. A las 216 horas la mayor actividad enzimatica se
da a las concentraciones de 7,5 y 20 % (c) y a las 288 horas la mayor actividad enzimatica se
da en las concentraciones de 15 y 20 %, siendo al 15 % donde presenta mas actividad que al
20% pero no es significativamente diferente. Para el final del experimento vuelven a mostrarse
diferencias significativas entre las concentraciones de 7,5, 15y 20 % (b, c, d) siendo al 20 y 10

% donde existe una mayor actividad enzimatica (d).

40 4.0
—— A. niger/ewamori Ctrl |—8— P. crustosum Ctrl
354 [ niger/awvamori 7.5%] — 35 P. crustosum 7.5%
o —m— A. niger/awamori 10% / - |8 P. crustosum 10%
—8— 4. niger/avamori 15% / T |—m—P. crustosum 15%
304 =4 nigeravameri 20% 30 | —®—P. crustosum 20%
- 2.5 25
g )
& 20 % 20
g g
(-] <
B s 15
1.0 1.0
0.5 4 0.5
0.0 f f ? f f 0.0 7 7 f f 7
0 72 144 216 288 360 0 2 144 216 288 360
Tiempo de Evaluacion (h) Tiempo de evaluacion (h)

Figura 32. Curvas de actividad enzimatica de A. niger/awamori (A) y P. crustosum (B) a las

4 concentraciones de acido tanico durante las 360 horas de evaluacion
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En la figura 32 se observa: A) Curvas de actividad enzimatica de 4. niger/awamori ante las
concentraciones de 4cido tanico desde las 72 h hasta las 360 h de evaluacion. Se puede observar
una tendencia creciente ya que la actividad tanasa aumenta en todas las concentraciones con el
paso del tiempo y alcanza su pico al final del experimento (360 h). Cabe resaltar que las
concentraciones mas altas de acido tdnico (15 y 20 %) muestran una mayor actividad
enzimatica, lo que indica que la produccion de enzima tanasa se ve favorecida ante la mayor
presencia de sustrato y al tiempo de incubacion. B) Curvas de actividad enzimatica de P.
crustosum ante las concentraciones de 4cido tanico desde las 72 h hasta las 360 h de evaluacion.
El comportamiento de esta cepa muestra fluctuaciones méas marcadas en comparacion con A.
niger/awamori ya que su actividad no aumenta constantemente con el tiempo, mas bien,
alcanza un pico de produccion enzimatica a las 288 h y luego desciende, la actividad tanasa

podria haber disminuido por agotamiento del sustrato.
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Tabla 14. Evaluacion y contraste de la actividad enzimatica tanasa de A. niger/awamori'y P.

crustosum por concentracion de 4cido tanico.

U Tanasa
Concentracién Cepa 72 h 144 h 216 h 288 h 360 h
Xts Xts Xts Xts Xts
A.
1,42 £0,01 1,53 +£0,07 1,12+0,09 3,01 £0,30 3,23+0,11
7,5 % niger/awamori

P. crustosum 1,73 £ 0,06 1,59 + 0,04 2,47+0,42 2,81+0,07 2,00+0,03

t 9,70 1,44 5,44 1,11 19,45
0,01 0,224 0,006 0,329 0,000
SIGNIFICANCIA (P)
P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05
A.

1,47 £ 0,04 1,44 £0,09 1,37+£0,08 2,28 £ 0,06 3,42+0,01
10 % niger/awamori

P. crustosum 2,01 £0,06 1,67 £ 0,04 1,87 £0,08 2,57+0,04 3,19+0,05

t 13,37 4,045 7,842 7,69 7,813
0,000 0,016 0,001 0,002 0,001
SIGNIFICANCIA (P)
P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05
A.

1,48 £ 0,04 1,46 £ 0,03 1,57 £0,03 1,63+0,15 3,08 £0,04
15 % niger/awamori

P. crustosum 1,77 £ 0,06 1,98 £ 0,01 1,77 +£0,13 3,92+0,12 2,70+ 0,16

t 6,966 33,473 2,573 20,648 4,141
0,002 0,000 0,062 0,000 0,014
SIGNIFICANCIA (P)
P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05
A.

1,67 £0,07 1,74 £0,03 2,03 +£0,28 3,58 £0,06 3,58 +£0,03
20 % niger/awamori

P. crustosum 2,70 £ 0,24 2,7+0,03 1,92+0,13 3,70 £0,47 3,17+0,03

t 7,268 39,192 0,631 0,451 20,278
0,002 0,000 0,562 0,672 0,000
SIGNIFICANCIA (P)
P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05

En la tabla 14 se muestran los promedios y desviaciones estandar de la actividad enzimatica de
A. niger/awamori'y P. crustosum por cada concentracion de acido tanico hasta las 360 horas
de evaluacion, también se muestran los valores de la prueba de ¢ de Student. Al 7,5 % de
concentracion se puede observar que la cepa P. crustosum presenta un mayor actividad
enzimatica tanasa para todos los tiempos de evaluacion, sin embargo, solo se muestran
diferencias significativas durante la primera y ultima evaluacion. Al 10 % de concentracion se
presentan diferencias significativas para cada una de las evaluaciones (P<0,05), indicando una

mayor actividad enzimatica para la cepa P. crustosum para esta concentracion. Del mismo
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modo, al 15 % se vuelven a presentar diferencias significativas en casi todos los tiempos de
evaluacion (exceptuando a las 216 h, donde P=0,062) indicando un mayor actividad tanasa
para la cepa P. crustosum. Finalmente, al 20 % de acido tanico, es nuevamente la cepa P.
crustosum quien presenta mayor actividad enzimatica, aunque las diferencias no siempre son

significativas.

A. niger/awamari 7.5%
#— P crustostn 7.5%

—— 1 nigerimvamori 20%)
& P. crustosum 20%

Tanasa (U)
Tanasa (U)

T T T T T T T T T
0 72 144 216 288 360 0 72 144 216 288 360

Tiempo de evaluacion (h) Tiempo de evaluacion (h)
4.0 Y 4.0
AN [—8— 4. nigev/awvanori 10%)
P, crustosum 15% [\ A |-=—p. crusiosion 10%
35 JAERN 35
304 3.0 1
25 251
2
< 2
F 2.0 204
g
©
= os 151
10 1.0
0.5 0.5
00 00 .

0 7 144 216 288 360 0 72 144 216 288 360
Tiempo de evaluacion (h) Tiempo de evaluacion (h)
Figura 33. Comparacion de actividad enzimatica tanasa de 4. niger/awamori (azul)y P.

crustosum (naranja) para cada porcentaje de acido tanico.

En la figura 33 se observa: A) Comparacion de la actividad tanasa de ambas cepas al 7,5 % de
acido tanico, ninguna de las cepas presenta un comportamiento lineal a lo largo del tiempo. 4.
niger/awamori (azul) muestra un aumento de su actividad enzimdtica durante las primera
evaluaciones, tiene un descenso a las 216 h y luego un aumento considerable hasta la Gltima
evaluacion donde es su pico de mayor actividad enzimatica, lo que sugiere que esta cepa
mantiene una actividad enzimdticas mas sostenida. P. crustosum tiene un pequefio descenso en

su actividad enzimatica a las 144 h, luego aumenta hasta llegar a su pico maximo a las 288
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horas y disminuye al finalizar el ensayo, esto demuestra que su actividad enzimatica podria
tener una respuesta mas rapida en comparacion con 4. niger/awamori. B) Comparacion de la
actividad tanasa de ambas cepas al 10 % de acido tanico, A. niger/awamori vuelve a presentar
un ligero descenso a las 216 h y luego un aumento hasta llegar a su punto maximo de actividad
enzimadticas a las 360 horas. P. crustosum, por otro lado, presenta un ligero descenso en su
actividad tanasa y a las 144 h, pero esta aumenta con el paso del tiempo y alcanza su pico de
mayor actividad a las 360 horas, al igual que la otra cepa. C) Comparacion de la actividad
tanasa de ambas cepas al 15 % de acido tdnico, 4. niger/awamori parece mantener un
comportamiento constante durante las primeras 4 evaluaciones y aumenta alcanzando su
maximo valor de actividad enzimatica al finalizar el experimento. P. crustosum, a diferencia
de la anterior, alcanza su mayor actividad enzimatica a las 288 h de trabajo, lo que podria
demostrar que esta cepa posee una respuesta mas rapida en comparacion con A. niger/awamori.
D) Comparacion de la actividad tanasa de ambas cepas al 20 % de 4cido tanico. A.
niger/awamori tiene un aumento en su actividad enzimatica a lo largo de las primeras
evaluaciones y esta vez tiene punto de mayor actividad a las 288 horas de trabajo. P. crustosum,
por otra parte, presenta un claro descenso en su actividad tanasa durante la tercera evaluacion
(216 h) y posteriormente aumenta hasta alcanzar su pico de mayor actividad a las 288 horas
del mismo modo que A. niger/awamori. A pesar de las diferencias visuales que se pueden
observar en la figura, los valores de p para la prueba de t de Student mencionada anteriormente
en la tabla 00 demuestran que estas diferencias no son estadisticamente significativas (£>0,05),
no obstante, si es posible apreciar visualmente el analisis de la prueba de comparacion multiple
ANOVA ya que demuestran que la actividad enzimatica de ambas cepas cambia
significativamente ante cada concentracion de 4cido tanico (P<0,01).

En este estudio, la actividad tanasa fue determinada y cuantificada por el método de rhodanina,
ensayo ampliamente utilizado para detectar la liberacion de 4acido galico como producto de la
hidrolisis de taninos, este procedimiento fue inicialmente descrito por Sharma et al.>? y ha
demostrado ser una herramienta sensible y especifica para la deteccion y cuantificacion de
tanasa extracelular. Los resultados indicaron una remocion del 48,40 + 0,98% para Penicillium
crustosum (P. crustosum) en medio liquido suplementado con &cido tanico al 20 % y una
eficiencia del 36,12 + 3,64 % para Aspergillus niger/awamori en medio con 7,5 % de acido
tanico. Del mismo modo, Saad et al.®” emplearon la cepa de Aspergillus glaucus aislada del
residuo agroindustrial de la industria del té, obteniendo valores de eficiencia de remocion del
81 % en la bioconversion de acido galico a partir del acido tdnico por medio de tanasa

inmovilizada y bajo condiciones optimizadas (pH 5,0, 40°C, 50 g/L y 24 h). Aunque las
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condiciones experimentales difieres sustancialmente (tanasa extracelular vs. Tanasa
inmovilizada, concentracion de sustrato y tiempo de evaluacion) esta similitud metodologica
permite realizar una comparacion directa. Mientras que A. glaucus fue evaluado bajo un
sistema disenado para optimizar al maximo la eficiencia enzimatica en un corto periodo, el
presente estudio analizé la actividad tanasa y la consecuente remocion de taninos en
condiciones mas prologadas (360 h) y concentraciones significativamente mayores de sustrato
(hasta 20 %), a pesar de no haber pasado por un proceso de purificacion e inmovilizacion las
tanasa de 4. niger/awamori 'y P. crustosum han demostrado un desempefio notable. Por otro
lado, en el estudio de Srivastava y Kar®® se describe la produccién de tanasa por 4. niger
empelando casaca de granada como sustrato, la actividad tanasa fue cuantificada por medio del
método de rhodanina. Se reportaron valores de actividad tanasa maxima de 16 U/mL (37 °C,
pH 5,0, acido tanico 2 %), en este estudio Aspergillus niger/awamori alcanzé una actividad
maxima de 2,81 + 0,07 U/mL a las 288 horas en medio con 4cido tanico al 7,5 % mientras que
Penicillium crustosum present6 una actividad maxima de 3,70 + 0,47 U/mL en 4cido tanico al
20 %. Esta diferencias en actividad enzimatica se pueden atribuir a diversos factores, entre
ellos las condiciones de cultivo, concentracion de sustrato y tiempo de evaluacion. Al igual que
Saad et al.%’ el estudio de Srivastava y Kar®® se llevo a cabo con el objeto de optimizar las
condiciones para la obtencion de una actividad enzimatica maxima en un corto periodo. Este
estudio, por otro lado, se enfoco en evaluar el comportamiento de la actividad enzimatica bajo
condiciones mas exigentes y controladas.

Los resultados de este estudio destacan la capacidad de P. crustosum (P. crustosum) como cepa
altamente eficiente para la remocion de taninos y compuestos fendlicos, del mismo modo
Thakur et al.** identificaron a la cepa de P. crustosum como el aislado con mayor capacidad de
produccion de tanasa entre otras 5 cepas evaluadas. Bajo condiciones optimizadas en
fermentacion en estado solido y empleando galato de metilo como sustrato, se reportd una
actividad enzimdtica maxima de 8,36 U/mL, en comparacion, la cepa P. crustosum (también
identificada como Penicillium crustosum) alcanzé una actividad méxima de 3,70 U/mL a las
288 h cultivada en medio liquido enriquecido con acido tanico al 20 % y sin optimizacion de
condiciones. Si bien estos resultados no son directamente comparables con los de Thakur et
al.%* debido a las diferencias en condiciones de cultivo (solido) y tipo de sustrato, estos
resultados destacan el potencial de P. crustosum para el tratamiento de efluentes contaminados

con este tipo de compuestos.
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3.6 Determinacion de la eficiencia de la biodegradacion
3.6.1 Determinacion del porcentaje de degradacion de taninos
Tabla 15. Evaluacion y contraste del porcentaje de degradacion de las concentraciones de

quebracho por estirpe fingica.

72h 144 h 216 h 288 h 360 h
Cepa Concentracion
xX<ts xX<ts xXts xXts xXts
75 % 1375+ 1,72 14,11 £ 2,16 18,37 £3,59 23514333 36,12+ 3.64
p 10 % 234+1,58 10,06 + 1,82 16,06 £ 0.56 21014233 3307+ 129
niger/awamori 15 % 13,12+ 1,94 18,77 £ 1,32 22,95+ 1,13 27774093 3147+0,18
20 % 6,40 £ 0,79 15,01 + 0.20 21,05+ 0,56 31264221 23.94+0,79
ANOVA F 36,939 15,804 7,413 11,104 20,729
0,000 0,001 0,011 0,003 0,000
SIGNIFICANCIA (P)
P<0,01 P<0,01 P<0,01 P<0,01 P<0,01
7.5 % 433+ 173 11,02 % 0,63 1347+ 1,97 20,05 + 2,47 44,54+ 1,05
10 % 318+ 1,65 6374219 6,55+ 1,31 20,75+ 348 45.83£2.29
P. crustosum
15 % 14,19+ 095 1506+ 222 1991+ 1,11 38.87+ 139 2123 +0.70
20 % 20,17 + 1,90 25,75 + 0,50 29,80 + 1,33 43,16+ 029 4840 + 0,98
ANOVA F 77.967 80.979 137,082 165,160 244916
0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
SIGNIFICANCIA (P)
P<0,01 P<0,01 P<0,01 P<0,01 P<0,01

En la tabla 15 se muestran los promedios y las desviaciones estdndar de las cepas flingicas a
diferentes concentraciones de quebracho (7,5, 10, 15y 20 %) desde las 72 h hasta las 360 horas
de evaluacion. A. niger/awamori se muestran diferencias altamente significativas entre las
concentraciones de quebracho en cuanto a la degradacion de fenoles para todos los dias de
evaluacion (P<0,01), a las 72 horas se observa un valor més alto de F (36,939) lo que significa
que existe al menos una concentracion difiere del resto de concentraciones, en la segunda
evaluacion (144 h) el valor F disminuye (15,804), lo que indica que las diferencias entre
concentraciones se han atenuado, durante la tercera evaluacion (216 h) el valor de F vuelve a

disminuir (7,413), indicando que las diferencias que el comportamiento de ambas cepas es
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similar en este tiempo. Para la cuarta evaluacion, las diferencias entre concentraciones
continlan siendo altamente significativas (P=0,003), indicando que el porcentaje de
degradacion va moduldndose de acuerdo a la concentracion de quebracho. Finalmente, durante
laultima evaluacion el valor de F sube, y las diferencias entre concentraciones contintian siendo
altamente significativas. Estos valores demuestran que la concentracion de quebracho tiene un
efecto significativo en la remocidn para cada evaluacion, siendo a las 72 horas donde la
diferencia entre concentraciones es mas marcada.

Para P. crustosum tambien se presentan diferencias altamente significativas entre las
concentraciones de quebracho en cuanto a la degradacion de taninos para todos los dias de
evaluacion (P<0,01), durante la primera evaluacion el valor de F comienza siendo alto (77,967)
con diferencias altamente significativas en la degradacion de taninos, sugiriendo que esta cepa
tambien demuestra una alta sensibilidad a la concentracion de quebracho desde etapas
tempranas, en la segunda evaluacion el valor de F aumenta (80,979) remarcando las diferencias,
este cambio puede deberse a una mayor produccion enzimatica para este dia de evaluacion o a
una mayor adaptacion por parte de la cepa, Para la tercera evaluacion el valor de F aumenta
aun mas remarcando las diferencias entre concentracion. Durante la cuarta evaluacion, el valor
de F vuelve a aumentar volviendo a remarcar las diferencias. Finalmente, en la ultima
evaluacion el valor de F alcanza su punto méaximo (244,916) y las diferencias se mantienen
altamente significativas, demostrando nuevamente la influencia de la concentracion de

quebracho en el resultado final del tratamiento.
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Figura 34. Contraste del porcentaje de remocidn de A. niger/awamori (A)y P. crustosum (B)

ante las diferentes concentraciones de quebracho
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A

En la figura 34 se muestra: A) Porcentaje de remocion obtenido por A. niger/awamori desde
las 72 h hasta las 360 h de evaluacion. Durante la primera evaluacion se observa el mayor valor
de degradacion al 15 % y 20 % de concentracion de quebracho (b), para la segunda evaluacion
el hongo parece estabilizarse, y la degradacion al 15 % sigue aumentando. Durante la tercera
evaluacion el hongo presenta valores mas altos de degradaciéon nuevamente al 15 % de
concentracion de quebracho (c). Para la cuarta evaluacion, los valores cambian y parece haber
una mayor degradacion al 20 % de concentracion (c), sin embargo, para la ultima evaluacion
la capacidad de remocion del hongo parece estabilizarse, la cepa vuele a presentar un mayor
porcentaje de remocién al 7,5 y 10 % de concentraciéon de quebracho (b), aunque no hay
diferencias significativas entre ambas concentraciones, al 7,5 % el porcentaje de remocion es
mayor. B) Porcentaje de remocion obtenido por la cepa P. crustosum desde las 72 h hasta las
360 h de evaluacion. A diferencia de la cepa anterior, esta, ya presenta diferencias significativas
entre concentraciones desde el inicio del experimento (72 h) se muestra el mejor rendimiento
al 20 % de concentracion de quebracho (c). Para la segunda evaluacion se siguen presentando
diferencias significativas para la mayoria las concentraciones, y al 20 % la mayor degradacion
(c). Las diferencias entre concentraciones se mantienen durante la tercera evaluacion siendo al
20 % donde se presenta el mayor valor de degradacion (c), para la siguiente evaluacion (288
h) se vuelve a presentar el mejor rendimiento al 20 % de concentracion (c). Por ultimo, a las

360 horas la concentracion del 20 % presenta nuevamente la mayor degradacion (c).
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Tabla 16. Evaluacion y contraste del porcentaje de degradacion de las cepas A.

niger/awamori'y P. crustosum por concentracion de acido tanico.

72 h 144 h 216 h 288 h 360 h
Concentracion Cepa
xXts xX+ts xX+ts xXts xXts
. A . 13,75+£1,72 14,11 +£2,16 18,37 + 3,59 23,51 +3,33 36,12 + 3,64
75 % niger/awamori
P. crustosum 433+1,73 11,02+0,63 13,47+ 1,97 20,05 + 2,47 44,54 + 1,05
t 6,700 2,386 2,079 1,445 3,858
0,003 0,075 0,106 0,222 0,018
SIGNIFICANCIA (P)
P<0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05 P<0,05
A.

i . 234+1,58 10,06 + 1,81 16,06 + 1,82 21,01 +£2,33 33,07+1,29
10 % niger/awamori

P. crustosum 3,18 +1,65 6,37+2,19 6,55+ 1,31 29,75 £3.,47 45,83 +£2,29

t 0,640 2,248 11,582 3,620 8,407
0,557 0,088 0,000 0,022 0,001
SIGNIFICANCIA (P)
P>0,05 P>0,05 P<0,05 P<0,05 P<0,05
. o ., 13,12+£1,94 18,77+ 1,32 22,95+ 1,30 27,77 £ 0,94 31,47+0,18
15 % niger/awamori
P. crustosum 14,19 + 0,95 15,06 £222 1991 +1,11 38,87+ 1,38 21,23+ 0,70
t 0,860 2,493 3,335 11,511 24,539
0,438 0,067 0,029 0,000 0,000
SIGNIFICANCIA (P)
P>0,05 P>0,05 P<0,05 P<0,05 P<0,05
. A. . 6,40+£0,79 15,01 £ 0,20 21,05+0,56 31,26 £2,21 23,94 +0,79
20 % niger/awamori
P. crustosum 20,17 + 1,90 25,70 + 0,05 29,80 + 1,33 43,16 + 0,29 48,40 + 0,98
t 11,628 90,234 10,532 9,247 33,679
0,000 0,000 0,000 0,001 0,000
SIGNIFICANCIA (P)
P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05 P>0,05

En la tabla 16 se muestran los promedios y desviaciones estandar del porcentaje de degradacion
de A. niger/awamori'y P. crustosum por cada concentracion de quebracho hasta las 360 horas
de evaluacion, también se muestran los valores de la prueba de ¢ de Student. Al 7,5 % se
observan comportamientos muy similares y sin diferencias significativas, se puede observar
que A. niger/awamori presenta una degradacion mas alta (13,75 %) con diferencias altamente
significativas (P=0,003) a las 72 h, sin embargo, al finalizar el experimento P. crustosum
presenta una mayor degradacion y se impone significativamente ante la otra cepa. Al 10 % de
concentracion de quebracho, P. crustosum vuelve a presentar valores mas altos de degradacion
en las ultimas horas de evaluacion y con diferencias altamente significativas (P=0,001). Por
otra parte, al 15 % se muestran resultados muy parejos y sin diferencias significativas durante

las primeras horas, la cepa A. niger/awamori presenta los valores més altos de degradacion a
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las 216 h (22,95 %) y con diferencias significativas (P=0,029), sin embargo, a las 288 h, P.
crustosum muestra los valores mas altos de degradacion con diferencias significativas a esta
concentracion. Al 20 % de concentracion, P. crustosum se impone significativamente,
presentando valores mas altos de degradacion en comparacion con la otra cepa en todos los
tiempos de evaluacion, alcanzando el valor maximo de degradacion (48,40 %) al finalizar el
experimento y con diferencias altamente significativas, demostrando ser la mejor opcion a

concentraciones elevadas del modelo de contaminante.
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Figura 35. Comparacion del porcentaje de degradacion de A. niger/awamori (rosa) y P.

crustosum (verde) para cada porcentaje de 4cido tanico.

En la figura 35 se observa: A) Porcentaje de degradacion por medio de A. niger/awamori (rosa)
y P. crustosum (verde) al 7,5 % de quebracho, P. crustosum presenta la maxima degradacion a
las 360 horas de trabajo (44,54 %) al igual que A. niger/awamori (36,12 %) con diferencias
significativas. B) Porcentaje de degradacion al 10 % de quebracho, ambas cepas presentan

nuevamente una maxima remocion a las 360 horas de evaluacion, siendo P. crustosum quien
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presenta los valores mas altos (45,83 %). C) Porcentaje de degradacion por al 15 % de
quebracho, nuevamente se observa una mayor remocion al final de la evaluacion por parte de
A. niger/awamori, sin embargo, P. crustosum presenta el valor mas alto de degradacion (38,87
%) a esta concentracion a las 288 h D) Porcentaje de degradacion por medio de las cepas al 20
% de quebracho, para este tratamiento las cepas presentan sus picos de remocidn a tiempos
diferentes, las cepa 4. niger/awamori tiene su punto mas alto de degradacion a las 288 horas

(31,26), y la cepa P. crustosum al finalizar el experimento (48,40).

3.6.2 Eficiencia de la biodegradacion
Tabla 17. Eficiencia de biodegradacion del tanino de quebracho por la cepa 4.

niger/awamori al 20 % de concentracion.

Eficiencia de degradacion de fenoles/dia de evaluacion

Tiempo de (Cgntragior Remocién de
Cepa evaluac[;()n ) Act. Tanasa DQO (mg/L) resid;x;tg;i; {e)noles fenoles (%)
xX*s xX*s xXxs xXts
0 0,00 £ 0,00 90650,03 = 0,31 89,27 + 0,76 0,00 + 0,00
72 1,67 +0,07 - 83,59 + 0,67 6,40 + 0,79
A 144 1,74 £ 0,03 - 75,90 £ 0,18 15,01 +0,20
niger/awamori 216 2,03£0,28 - 70,50 + 0,50 21,05+ 0,56
288 3,58 +£0,06 - 61,39 + 1,98 31,26 £2.21
360 3,58 £0,03 89720,1 + 0,46 67,92 £0,71 23,94+ 0,79

En la tabla 17 se muestra la menor concentracion residual de taninos (acido galico) (61,39
mg/mL), equivalente al mayor porcentaje de degradacion con un 31,26 % promedio a las 288
horas de evaluacion, asimismo, se muestra un promedio de 3,58 U enziméticas para el mismo
tiempo de evaluacion. Ademas, se puede observar que el DQO tuvo un descenso desde

90650,03 mg/L hasta 89720,1 mg/L para las 360 horas de evaluacion.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOQSITORIO DE

— CATOLICA :
TESIS UCSM = DE SANTA MARIA
A B
1 : ch::i:gi;n]zg?::;cv‘s%) L so 4 L s0

1
T
e
S
w
1

Actividad enzimatica (U)
I
L
T
w
<
% Remocion
Actividad enzimatica (10%
o
L
T
3
=3
% Remocion (10%)

i /'/ 2 / 2
» . —
14 + + 14 /
/ L 10 /- 10
/ /.
0 T T T T T T 0 0 T T T T T T 0
0 72 144 216 288 360 0 72 144 216 288 360
Tiempo de evaluacion (h) Tiempo de evaluacion
5 60 5 60
Actividad enzimatica (15%)] Actividad enzimatica (20%)
|—m— % Remocion (15%) ——Remocion (20%)
- 50 - 50
44 44
— —
e 2
g O g M4
§ 31 8 R g
Q
.5 =1 .8 =
5y A La0 & y s Lo 2
b 7 5] b \ a8
- — -1 = |54
s 2 = o @ 2 (] -4
] L] ES =2 o
= — L 20 E — o L2 &
g i 5 -
< / - | ]
1 ) 14 /
L 10 - 10
/ / )
0 T T T T T T 0 0 T T T T T T 0
0 2 144 216 288 360 0 72 144 216 288 360
Tiempo de evaluacion Tiempo de evaluacion (h)

Figura 36. Porcentaje de remocion por parte de 4. niger/awamori por U enzimaticas segun

las diferentes concentraciones de quebracho.

En la figura 36 se muestra la evolucion conjunta de la actividad enzimatica tanasa (U) y el
porcentaje de degradacion de taninos (%) a lo largo del tiempo para diferentes concentraciones
de quebracho y acido tanico, respectivamente por parte de 4. niger/awamori. En general, se
observa una correlacion positiva entre ambos pardmetros, sugiriendo que la actividad
enzimadtica contribuye directamente al proceso de degradacion. A) Al 7,5 % de concentracion,
tanto la actividad enzimdtica como el porcentaje de degradacion aumentaron progresivamente
con el tiempo, alcanzando sus valores maximos a las 360 h, asimismo, se evidencia una
respuesta enzimatica temprana desde la primera evaluacion (72 h), que se mantiene
relativamente constante hasta las 216 h, seguida de un incremento sostenido hacia el final del
ensayo. B) Al 10 %, se observo un patron similar al anterior: un aumento gradual en la actividad
enzimatica y la remocion, con una ligera meseta durante las primeras evaluaciones (72 a 216
h). A partir de las 216, ambos parametros vuelven a incrementarse, alcanzando sus picos al

final del periodo evaluado. La relacion entre la produccion enzimatica y la degradacion fue
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consistente. C) Al 15 % de concentracion, el comportamiento fue mas lineal. Se registrd un
aumento constante tanto en la actividad enzimatica como en la degradacion a lo largo del
tiempo, mostrando una correspondencia estrecha entre ambos pardmetros en cada punto de la
evaluacion. Esta condicion (15 %) present6d una de las respuesta mas equilibradas y estables
del sistema. D) al 20 % de concentracion se puede observar una muy marcada induccion
enzimatica hasta las 288 h, donde se alcanzd el valor maximo, seguido de una disminucidn para
el final del tratamiento, mientras que la degradacion mostro una tendencia similar, pero con un
descenso mas marcado hacia las 360 h. Este comportamiento podria indicar una posible
inhibicion a concentraciones elevadas de sustrato o agotamiento del sistema enzimatico. En
conjunto, estos resultados indican que el proceso de degradaciéon de taninos se encuentra

estrechamente relacionado a la actividad enzimatica tanasa.

Tabla 18. Eficiencia de biodegradacion del tanino de quebracho por la cepa P. crustosum al

20 % de concentracion.

Eficiencia de degradacion de fenoles/dia de evaluacion

Concentracion

Cepa evzizl:ggndfh) Act. Tanasa (U)  DQO (mg/L) resid(u;jg;l:l IfJe)noles l}.:::;ec;o(l‘], A)d)e
xXts xXts xXts X*s

0 0,00 + 0,00 90650,03 + 0,31 89,27 £ 0,76 0,00 + 0,00

72 2,70 £ 0,24 - 62,69 £ 1,19 29,80 + 1,33

144 2,70 +£0,03 - 50,76 £ 0,26 43,16 £0,29

P. crustosum

216 1,92+0,13 - 71,29 £1,70 20,17+ 1,90

288 3,70 + 0,47 - 66,31 £0,05 25,75 +£0,05

360 3,17 +£0,03 89540,1 £ 0,44 46,08 + 0,88 48,40 + 0,98

En la tabla 18 se muestra la menor concentracion residual de fenoles (acido galico) (46,08
mg/mL), equivalente al mayor porcentaje de degradacion con un 48,40 % promedio a las 360
horas de evaluacion, asimismo, se muestra un promedio de 3,17 U enzimaticas para el mismo
tiempo de evaluacion. Ademads, se puede observar que el DQO tuvo un descenso desde
90650,03 mg/L hasta 89540 mg/L para las 360 horas de evaluacion.

La cepa P. crustosum con un 20 % de concentracion de quebracho mostré6 una mayor
degradacion de fenoles (48,40 mg/mL) a las 360 horas de evaluacion, mientras que la cepa 4.
niger/awamori present6 una degradacion maxima del 31,26 %, del mismo modo, ambas cepas

muestran un patron de actividad tanasa distinto ya que P. crustosum comienza con valores
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bajos y posteriormente alcanza su maximo a las 288 horas (3,70 U), esto podria indicar que
esta cepa mantiene una mayor actividad enzimatica a finales del experimento, en cambio, la
cepa A. niger/awamori mostrd un comportamiento progresivo, mostrando su actividad maxima
también a las 288 horas (3,58 U). Finalmente, valores iniciales de DQO, ambos disminuyeron

en proporciones similares indicando un consumo parecido de materia orgénica hasta el final

del ensayo.
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Figura 37. Porcentaje de remocion por parte de P. crustosum por U enzimaticas segun las

diferentes concentraciones de quebracho.

En la figura 37 se muestra la evolucion conjunta de la actividad enzimatica tanasa (U) y el
porcentaje de remocion de taninos (%) a lo largo del tiempo para diferentes concentraciones de
quebracho y acido tanico, respectivamente por parte de P. crustosum. En general, se observa
una correlacion positiva entre ambos parametros, sugiriendo que la actividad enzimatica
contribuye directamente al proceso de degradacion. A) Al 7,5 % de concentracion se puede

observar un incremento progresivo en la actividad enzimatica y en la degradacion, presentando
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un comportamiento relativamente escalonado. La actividad tanasa alcanzo su pico en las 216
h, seguido de una ligera disminucion a las 288 h y una recuperacion hacia el final del
experimento. Por otro lado, la degradacion presenté un comportamiento ascendente continuo,
llegado a su valor mas alto al final del ensayo, en concordancia con la reactivacion enzimatica
final. B) Al 10 % la actividad enzimdtica presentd6 una meseta durante las primeras
evaluaciones (72 y 216 h), seguida de un gran incremento a las 288 h y un nuevo pico a las 360
h. El porcentaje de degradacion siguié una tendencia ascendente, aunque con una pendiente
mas suave en los primeros dias y una aceleracioén notable hacia el final del experimento. C) Al
15 %, se evidencia una alta induccion enzimadtica a la mitad del experimento (216 y 288 h),
alcanzando el valor méximo de actividad tanasa. Este incremento enzimatico se Vvio
acompafiado de un increment6 abrupto en la degradacion, que luego disminuyd levemente a
las 360 h, posiblemente debido al agotamiento de sustrato o de inhibicién enzimatica. D) Al 20
%, se observo un fuerte incremento en la actividad enzimatica durante las primeras horas,
alanzando un valor elevado que posteriormente se mantuvo relativamente constante hasta las
216 h, suido por una segunda induccion hacia las 288 h. Para este tratamiento, la degradacion
mostrd una tendencia ascendente bastante clara y tambien sostenida, logrando mas del 40 % al
final del tratamiento. En conjunto, los resultados indican que P. crustosum presenta una fuerte
capacidad de adaptacion y respuesta enzimatica incluso a concentraciones levadas de taninos.
La sincronia entre la actividad enzimatica y la degradacion fue mas marcada en los tratamientos
a altas concentraciones 15y 20 %, sugiriendo que estas condiciones favorecen la induccion de
esta enzima.

Se realiz6 una determinacidon del contenido de fenoles totales para cada evaluacion con el
objetivo de determinar el porcentaje de degradacion. La cuantificacion inicial de fenoles en el
medio liquido suplementado al 7,5 % de quebracho presenté una concentracion inicial de
taninos de 38,59 mg/mL (Folin-Ciocalteu), para ello, 4Aspergillus niger/awamori logré una
degradacion maxima del 36,12 + 3,64 % a las 288 horas de evaluacion, con una actividad tanasa
maxima 2,81 £ 0,07 U a las 288 h, del mismo modo, una disminucion de DQO 89,550 + 0,30
mg/L a 40,820 + 0,3 mg/L indicando también una disminucion significativa de la carga
organica presente en el efluente sintético. Por otro lado, Penicillium crustosum present6d una
mayor eficiencia al exponerse a una mayor concentracioén de quebracho (20 %) mostrando una
concentracion inicial de 89,27 mg/mL taninos totales, la cepa logré remover el 48,40 + 0,98 %
a las 360 h, con una actividad tanasa maxima de 3,70 + 0,47 U, sin embargo, solo consiguid
una disminucién de 89,540,1 + 0,44 mg/L de DQO, sugiriendo una menor eficiencia en la

reduccion de materia organica pese a la mayor reduccion de taninos y compuestos fendlicos.
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Los valores obtenidos en este trabajo sobre el contenido de taninos y compuestos fenodlicos

iniciales superan considerablemente a los reportados en la literatura, Prigione et al.?

reportaron
19,98 mg/L de taninos totales (Folin-Ciocalteu) para un efluente real de curtiduria. Esta
diferencia en el contenido de taninos del medio sintético utilizado en este estudio resalta la
eficiencia de Aspergillus niger/awamori y Penicillium crustosum para remover taninos en
condiciones de alto estrés, no obstante, la reduccion en la eficiencia para la remocion de DQO
sugiere que la remocion de fenoles puede no estar asociada a la disminucion de la carga
organica total del sistema. Por otro lado, Spennati et al.®® evaluaron la degradacion del tanino
de quebracho a 1 g/L en un biorreactor con biofilm fungico de Aspergillus tubingensis logrando
una sDQO de hasta el 53 %, no se cuantificaron taninos o compuestos fendlicos totales, si bien
este enfoque les ha permitido evaluar el rendimiento general de A. tubingensis en el sistema,
no permite diferenciar la fraccion fendlica del resto de la carga organica a diferencia del
presente estudio que brinda un método colorimétrico (Folin-Ciocalteu) especifico para
cuantificacion de taninos y compuestos fenolicos permitiendo un andlisis mas detallado del
comportamiento de A. niger/awamori y P. crustosum frente a este tipo particular de
contaminante.

Chaudhary et al.® evaluaron la capacidad de un consorcio fingico compuesto por A. niger, A.
flavus y A. niveus para remover acido tdnico de medios sintéticos y efluentes reales. Bajo
condiciones optimizadas (30 °C, pH 5,5, 96 h), lograron obtener valores de remocion de hasta
un 78 %, dejando un 22 % de acido tanico residual. Si bien el modelo experimental presentado
por estos autores fue exitoso para taninos hidrolizables, el presente estudio aborda un desafio
mayor al emplear taninos condensados derivados del extracto de quebracho (mayor
recalcitrancia). Ademas, en lugar de empelar consorcios fingicos, se trabajo con cepas
individuales previamente seleccionadas por su tolerancia y actividad tanasa. 4. niger/awamori
y P. crustosum mostraron valores de remocidn de taninos que alcanzaron un 36,12 + 3,64 % al
7,5 % de concentracion de quebracho (4. niger) y un 48,40 + 0,98 % al 20 % de quebracho (P.
crustoum), resultados comparables con el estudio citado. Esto sugiere que incluso en
condiciones de mayor exigencia, las cepas fungicas empleadas de forma individual pueden
desempenar papeles importantes en biotransformacion de taninos presentes en efluentes del
curtido vegetal. Asimismo, el uso del quebracho como modelo contaminante aporta una vision
mas realista de tratamiento de efluentes curtientes.

Las especies bacterianas tambien han demostrado ser potenciales agentes remediadores de
estos efluentes Chaudhary et al.®° reportaron la eficiencia de un co-cultivo bacteriano (Bacillus

subtilis y bacillus safensis) para la remocion simultanea de metales pesados y taninos presentes
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en efluentes de curtiembre. Alcanzaron un 95 % de remocion de Cr (VI) y una reduccion de
acido tanico del 77,5 %, aproximadamente (de 2,54 a 0,52 mg/mL), bajo condiciones
optimizadas de pH, temperatura y tiempo, demostrando la versatilidad de los sistemas
bacterianos para el tratamiento de contaminantes. Sin embargo, es importante resaltar la
complejidad del modelo del contaminante (acido tanico-quebracho).

Alternativamente se han explorado tratamientos de cardcter fisicoquimico como la
electrocoagulacién para la remocion de carga contaminante presente en el efluentes de
curtiembre. Asimismo, se han empleado matrices sintéticas distintas a las basadas en taninos,

con el propdsito de modelar otros perfiles de contaminacion, Meena et al.®

prepararon agua
sintética incluyendo 4-clorofenol como fuente de materia organica y cloruros, ademas,
incluyeron dicromato de potasio como fuente de Cr (VI) con la final de evaluar la capacidad
de remocion frente a contaminantes clorados y metalicos. Si bien dicho modelo representa un
escenario de mayor toxicidad en comparaciéon con el empleado en este trabajo, se debe
considerar que los mecanismo de remocion difieren de acuerdo a la naturaleza del
contaminante. En este estudio se obtuvo hasta un 84,23 % en la eliminacion de DQO (pH 4,98,
0,953 A, 115 min) con un consumo energético de 16,21 kWh/m? para la remocion de DQO.
Estos resultados marcan la elevada eficiencia del método, aunque, con un requerimiento
energético notable. La comparacion de métodos como este y los utilizados en el presente
trabajo resaltan la complementariedad de las tecnologias de tratamiento, donde los métodos
biologicos ofrecen alternativas sostenibles frente a procesos fisicoquimicos de alta eficiencia,
pero como una elevada huella energética.

3.7 Determinacion de cambios quimicos y morfologicos (FTIR y SEM)

El espectro IR obtenido a partir del espectrometro FTIR se encuentra dentro de la region
infrarroja media de 2,5 a 15 um, entre 4000 y 666 cm ™, sin embargo, las energias de transicion
que corresponden a los cambios en el estado de energia vibracional relacionados a los diferentes
grupos funcionales ese encuentran dentro de la region IR media, es decir de 4000-400 cm™/,
de este modo, las bandas que aparecen a esta region corresponderian a los grupos funcionales
especificos dentro de la molécula. Existen 4 regiones de tipos de enlace que pueden
determinarse mediante los espectros de FTIR. Enlaces simples como OH-, CH- y NH- se
encuentran tipicamente en un rango de 2500-4000 cm™’, por otro lado, los enlaces dobles y

triples se encuentran en la region media (2000 a 2500 cm™~'). La vibracion de una molécula en

su conjunto genera un complejo patréon de vibracion en la region baja (650-1500 cm™7)
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caracteristico de la molécula en particular conocida como region de huella digital y se utiliza
para su identificacién’.

Con el objetivo de evaluar los posibles cambios estructurales en la biomasa fingica
posiblemente generados tras la exposicion a los taninos del quebracho se realizé un anélisis por
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) a las cepas seleccionadas.

e Cepa A. niger/awamori
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Figura 38. Espectros FTIR de la cepa A. niger/awamori. Sin tratamiento (naranja), tratada

(azul)

En la figura 38 se muestran los espectros FTIR de la cepa A. niger/awamori, se observa un pico
a 3305 cm™!correspondiente a enlaces intermoleculares en OH-, ademas, una pequefia banda
a 2935 cm™'relacionada a estiramientos CH alifaticos (4cidos grasos), a 2358 cm™'un pico de
estiramiento C=0, posteriormente, a 1612 cm~Ise aprecia una banda, la cual es frecuentemente
asignada en la literatura como Amida I y IT (CN) y al estiramiento C=C aromatico’"’, a 1450
cm’! se aprecia un pico relacionado a enlaces CH- alifaticos, a 1284 ¢cm™'se observa la
presencia del CN- en la amida III, la banda a 1110 cm™/mostr¢ el estiramiento de CO- para un

1

éter (o éster), finalmente a 721 cm™'se exhibe un anillo aromatico de benceno mono

sustituido’".
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El espectro FTIR de la cepa A. niger/awamori (Aspergillus niger/awamori) sin tratamiento
(control) mostr6 bandas caracteristicas de esta especie que concuerdan con lo reportado por

Saif et al.”” al caracterizar diferentes especies del género Aspergillus. Se identifico la formacion

1

de una banda intensa de estiramiento de OH- a 3600-3350 cm™", comun en todos los hongos,

del mismo modo, reportaron bandas a 3286 y 3257 cm’atribuidas al contenido proteico
(estiramiento NH, amida). Por otro lado, relacionaron la presencia de acidos grasos a las
longitudes de onda entre 2950 y 2800 cm ™! (estiramiento CH alifatico) para la especie de 4,

awamori (especie coincidente con este estudio), asimismo, reportaron estiramientos C=0 a

1

2350 cm™!, también reportaron picos de NH alrededor de 1620 y 1551 cm™/correspondientes

a amida [ y II, por otra parte se observaron bandas de absorcion de polisacaridos (uniones OH-
) en un rango de 1382y 1334 cm™/para todas las especies de Aspergillus evaluadas.
Arshadi et al.”! también realizaron un anélisis de FTIR a muestras de Aspergillus niger bajo

diferentes condiciones y a la cepa en estado inicial, la cual presentd6 un pico a 3457

1 1

cm™'correspondiente a enlaces OH- (caracteristico en hongos), a 1607 cm™" un estiramiento

1

aromatico C=C, luego, un pico a 1451 cm™" correspondiente a enlaces CH del butadieno, la

banda a 1244 cm™~!se relaciond a la presencia de CN para amida III. La banda a 1101 cm™/se

asoci6 al estiramiento C-O para éster (o éter), posteriormente, a 727 cm™’

se le atribuy6 como
anillo de benceno mono sustituido, ademds, se presentaron picos entre 2921y 2927 cm™! (CH),
finalmente, reportaron bandas alrededor de 1714 y 1739 cm™’asignadas al estiramiento C=0O
en grupos éster, aldehido, cetona o acidos carboxilicos. Estos resultados coinciden con lo
reportado por Gaplovska et al.”®, los espectros FTIR para Aspergillus niger en su estudio

mostraron bandas a: 3262 a 3271 ¢m™!

correspondientes a estiramientos OH y NH de
polisacaridos, amina y amida, asimismo, bandas entre 2906 y 2926 cm™'y un hombro
secundario (shoulder) a 2870-2884 cm™asignados a grupos CH alifaticos de los acidos grasos,

también reportaron absorciones en un rango de 1641 a 1643 cm™/

correspondientes a
estiramientos C=0 (amida I), a 1545-1547 cm™/ se observaron deformaciones NH (amida II),
posteriormente identificaron bandas de 1413 a 1415 cm™'y a 1374 cm~! asignadas a grupos
COO-. Finalmente, destacaron que el total de sus muestras presentaron picos entre 1200 y 950

cm™!

caracteristico de vibraciones C-O y C-C (polisacaridos).

Diversos estudios han sefialado que los principales grupos involucrados en procesos de
liosorcion incluyen hidroxilos (-OH), carbonilos (C=0), carboxilos (-COOH), sulfonatos,
amidas, imidazoles, fosofonatos y fosfodiésteres’. Si bien estas observaciones han sido

realizadas principalmente bajo contextos de remocion de metales pesados (Cr VI), muchos de
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A

estos grupos pueden participar también en la interaccion de compuestos organicos complejos
como los taninos. Las pardes celulares fingicas contienen proteinas, polisacaridos, lipidos y
particularmente un numero de grupos funcionales como grupos hidroxilo, carbonilo y carboxilo
presentes en la superficie de la biomasa fungica que pueden facilitar la degradacion o adsorcion
de taninos®.

e Cepa P. crustosum
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Figura 39. Espectros FTIR de la cepa P. crustosum. Sin tratamiento (rojo), tratada (azul)

La figura 39 muestra los espectro FTIR de la cepa P. crustosum antes (rojo) y después del
tratamiento (azul). La muestra control muestra un perfil caracteristico de biomasa fingica. Se
muestra una banda ancha a ~3340 cm ™ correspondiente a grupos OH, comtnmente reportados
como polisacaridos estructurales. Por otro lado, se observan estiramientos alifaticos CH en
~2930 cm~'asociados a la presencia de lipidos de membrana o cadenas alifaticas, ademas,
estiramientos a ~1610 cm! correspondientes a estiramiento C=0 (Amida I o amida II) o C=C
aromatico posiblemente relacionados con proteinas estructurales correspondientes a la pared
celular. Por otra parte, se observan picos a ~1540 cm™! (Amida II, NH o CN) confirmando de
este modo el contenido proteico ya sea de la pared celular o la presencia de enzimas.

1

Finalmente, los picos a 1200 cm™' se asocian a estiramientos CN o COC relacionados a

polisacéridos estructurales.
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Este perfil coincide ampliamente con lo reportado para cepas de Penicillium sp. por Sanchez

1.75

et al.”®, en ambos casos de identificaron sefiales a ~3300 cm™atribuibles a grupos hidroxilo

OH y amina NH generalmente asociados a polisacaridos o proteinas estructurales de la pared

celular, asi como una banda en ~2925 cm™/

correspondientes a estiramientos CH de cadenas
alifaticas asociadas a lipidos presentes en las estructuras membranales. Asimismo, en su
estudio, se detectaron vibraciones relacionadas con proteinas, especificamente en regiones a
~1640 cm™! (amida I, C=0) y ~1540 cm™! (Amida II y NH), indicativas del contenido proteico
de la biomasa. Ademas, las bandas correspondientes al intervalo de ~1200 ¢m™/también
coincidieron con lo descrito por los autores, atribuyéndolo a polisacaridos estructurales y
posibles enlaces éter COC o CN.

Estos modelos espectrales coinciden también con lo mencionado por Kayar et al.”®, donde

obtuvieron quitosano a partir de cepas de P. crustosum TZ18, destacaron bandas alrededor

3300 cm~!que relacionaron con grupos OH o NH, a 2920 cm~! (CH alifatico), 1650

1

cm~atribuidos a grupos amida I y II, ademas de picos a ~1150 cm™’asociados con grupos

COC correspondientes a polisacaridos y estructuras proteicas. Asimismo, el estudio realizado
por Kirtil et al.”” se aplico6 FTIR-ATR para la caracterizacion de distintas especies de

Penicillium asociadas a productos lacteos (queso), incluyendo la cepa de P. crustosum, se

1

reportaron bandas en las regiones entre 2800 y 3000 cm™' asociadas a acidos grasos

pertenecientes a la membrana, picos entre 1500-1700 cm ™~ se relacionaron a grupos amida I y
II, y entre 1200 y 600 cm™ asociados a polisacéridos y posibles metabolitos secundarios. Del

mismo modo, los espectros obtenidos muestran similitudes notables con los perfiles espectrales

1'78

descritos por Saif et al.’”® en su estudio para la identificacion de especies de Penicillium

mediante FTIR-ATR. En ambos casos, se observa una banda ancha en el intervalo de ~3287 y
~3263 cm™! atribuida al estiramiento NH del grupo amida, asociado a las proteinas, asi también,
reportaron estiramientos CH de grupos metilo y metileno, indicadores de la presencia de acidos

grasos presentes en la estructura de la membrana, por otro lado, en la region alrededor de ~1643

1

cm™!y ~1546 cm™! se mostraron picos relacionados a vibraciones amida I y II confirmando la

abundancia de proteinas en la biomasa fingica, ademas, las bandas reportadas en ~1390

1 1

cm™'se relacionaron con deformaciones OH de polisacaridos y Amida III a ~1241 cm™",

finalmente, reportaron picos a ~1012 cm™/

correspondiente a polisacaridos estructurales. Estas
coincidencias espectrales refuerzan la validez de las asignaciones funcionales mencionadas y

sitia a la cepa P. crustosum (Penicillium crustosum) dentro del perfil espectroscopico tipico
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del género Penicillium, demostrado en las especies P. implicatum, P. purpurogenum, P.
citrinum, entre otras

3.8 SEM

o Cepa A. niger/awamori
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Figura 40. Micrografias SEM cepa A. niger/awamori. Sin tratamiento (a y b), 10Kv, x1000,
100 um (a), 10 kV, x5000, 30 um (b). Post-tratamiento (¢ y d), 10Kv, x1000, 100 um (c) 10
kV, x5000, 30 pm (d)

Las micrografias obtenidas para la cepa A. niger/awamori en condicion de control (sin
tratamiento) mostraron una morfologia micelial bien definida, presentando hifas continuas y
una superficie homogénea, sin indicios de dafio o acumulacion de componentes externos.
Chaudhary et al.”* mostraron resultados semejantes para cepas intactas de 4. niger, encontrando
hifas en forma de cinta y con estructura ramificada, del mismo modo Ramachandran et al.”
reportaron estructuras uniformes en las esporas. En este estudio se observa una estructura
celular estable propia de la condicion control (Figura 40, (A y B)), Srivastava y Thakur®
tambien mostraron hifas regulares cilindricas y separadas. Por otro lado, tras el tratamiento con

el tanino de quebracho (Figura 40 (B y C)) se observaron alteraciones en la textura superficial

y presencia de cumulos adheridos (posiblemente taninos precipitados). Estos resultados
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vuelven a mostrar semejanza con los obtenidos por Chaudhary et al.” para el consorcio fiingico
de A. niger en presencia de Cr para el tratamiento de efluentes curtientes, reportando desorden
un fragmentacion absoluta, ademas de acumulaciones del metal junto a floculacion. Srivastava
y Thakur®® tambien mostraron irregularidades en la estructura celular. Aunque el tratamiento
con taninos genera cambios superficiales en la cepa fungica, la integridad estructural se
mantiene en gran medida. La zonas donde se aprecia material densamente adherido podria
indicar la existencia de una gran interaccion con los taninos, representando un posible proceso

de adsorcién o degradacion sin comprometer necesariamente la estructura del micelio. 74

e Cepa P. crustosum

—100 pm—

v WD mag O det pre
% .00 kV 9.4031 mm 1000 x ETD 3.8

Figura 41. Micrografias SEM cepa P. crustosum. Sin tratamiento (a y b), 10Kv, x1000, 100
pum (a), 10 kV, x5000, 30 um (b). Post-tratamiento (c y d), 10Kv, x1000, 100 um (c) 10 kV,
x5000, 30 um (d)

La evaluacion morfoldgica mediante microscopia electronica de barrido (SEM) permitio la
visualizacion de las posibles alteraciones estructurales inducidas por la exposicion a los taninos
del quebracho. Las micrografias correspondientes a la condicion control (Figura 41 (A y B))

indicaron una estructura micelial bien definida, con hifas alargadas, ramificadas y con los
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bordes bien definidos, asimismo, no se observan cimulos o depdsitos de materia externa,
estado consistente con una cepa saludable. Resultados similares se han reportado por Chen et
al.3! quienes mostraron cepas regulares y constantes antes del tratamiento con metales por
medio de cepas de P. simplicissimum. En contraste, las imdgenes obtenidas para la cepa
posterior al tratamiento con quebracho (Figura 41 (B y C)) revelaron modificaciones
considerables en la estructura micelial, evidenciando una superficie notoriamente mas rugosa
e irregular y zonas donde se ha perdido la continuidad en la estructura del micelio, resultados
nuevamente comparables con los de Chen et al.}! y mostrando una bioacumulacion de metales
en forma de hifas hinchadas y densamente empaquetadas. Bayrak et al.®? también reportaron
acumulacion de metales en cepas de P. chrysogenum. Del mismo modo, en este estudio se pudo
apreciar zonas de acumulacion de residuos, sugiriendo una posible adsorcion de los taninos o
subproductos de su metabolismo, lo cual resulta congruente con los ensayos de remocion de
fenoles.

Estas observaciones demuestran que la cepa P. crustosum no solo es capaz de tolerar altas
concentraciones de taninos, sino que también puede interactuar activamente con ellos
implicando mecanismos de adsorcion o degradacion. El deterioro parcial de la estructura
micelial puede interpretarse como una respuesta adaptativa de parte del hongo o también como

un indicio de estrés flngico.
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CONCLUSIONES
PRIMERA
El presente estudio demostro la capacidad de cepas de hongos filamentosos aislados de
efluentes de curtiembre del Parque Industrial de Rio Seco (Arequipa) para remover taninos de
quebracho mediante procesos de biotransformacién. Se obtuvieron un total de 40 cepas
fungicas, las cuales fueron aisladas y purificadas en medio Agar Sabouraud a partir de efluentes
de curtiembre provenientes del PIRS. Las cepas se sometieron a un ensayo previo de pre
tolerancia, para lo cual se sembraron en placas con medio minimo suplementado con acido
tanico (10 g/L) con el fin de seleccionar 2 cepas con mayor tolerancia a taninos.
SEGUNDA
Se seleccionaron dos cepas con alta tolerancia a taninos: 4. niger/awamoriy P. crustosum 'y se
evaluo su capacidad para tolerar taninos de quebracho en medio solido minimo suplementado
con diluciones de quebracho en concentraciones de 7,5, 10, 15 y 20 %.
TERCERA
El analisis de comparacion con la secuencia ITS1 con la base de datos de GenBank por medio
del software BLAST mostro un 100 % de similitud con la especies de Aspergillus niger y
Penicillium crustosum pata las cepas A. niger/awamori 'y E03-17, respectivamente.
CUARTA
Las cepas expresaron actividad tanasa en medio liquido suplementado con acido tanico, se
empled la capacidad de producir esta enzima como indicador indirecto de actividad enzimatica.
Los resultados evidenciaron una respuesta rapida bajo concentraciones moderadas (7,5 y 10
%) para A. niger/awamori con una actividad enzimatica maxima de 2,81 + 0,07 U a las 288 h
de evaluacion y un comportamiento mas sostenido y por tiempos mas prolongados para P.
crustosum con una actividad maxima de 3,70 + 0,47 U a las 288 h de evaluacion y a
concentraciones elevadas (20 %).
QUINTA
Ambas cepas fueron capaces de remover eficientemente taninos en medio liquido con
quebracho (5, 10, 15 y 20%), alcanzando un porcentaje maximo de remocion del 48,40 + 0,98
% para P. crustosum al 20% de concentracion de quebracho y del 36,12 + 3,64 % para A.
niger/awamori al 7,5 %. P. crustosum mostré un comportamiento sostenido en la remocion,
con mejor desempefio en concentraciones mas elevadas (20 %) y en tiempos prolongados,
mientras que A. niger/awamori se desarrolld una respuesta rdpida y eficiente en

concentraciones bajas (7,5 %).
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RECOMENDACIONES

o Evaluar la capacidad de remocion de taninos en efluentes industriales reales, conteniendo
mezclas complejas de contaminantes, para asi determinar la eficiencia de las cepas en
matrices mas completas.

o Para obtencion de consorcios fungicos con mayor variedad y/o tolerancia se recomienda el
aislamiento de otras fuentes, como la exposicion de placas de medio nutritivo al ambiente
de una curtiembre o directamente de extracto de los taninos utilizados (quebracho, tara,
castafio, etc.)

o Optimizar las condiciones de cultivo (pH, temperatura, agitacion, aireacion, tiempo, etc.)
con el objetivo de maximizar la eficiencia de remocion y la expresion de la actividad tanasa.

o Considerar la purificaciéon e inmovilizacién enzimatica como estrategia para mejorar la
estabilidad del proceso.

o Separar la biomasa fiingica después del tratamiento para evaluar otros posibles mecanismos

de biodegradacion.
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ANEXOS
Anexo 1: Figuras de los resultados

Figura 41. Ubicacion de las zonas de muestreo para el aislamiento de especies fungicas a

partir de efluentes de curtiembre.

Figura 43. Indice de tolerancia cepa P. crustosum (primera evaluacion)
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Figura 44. Indice de tolerancia cepa A. niger/awamori (primera evaluacion)

| e B S0 A A b Sy AR
Figura 46. Cuantificacion de fenoles (metodo Folin-Cioclateu) (primera evaluacion)

Figura 47. Formacion de color por parte de P. crustosum (izquierda) y A. niger/awamori
(derecha)
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Figura 48. Cuantificacion de actividad tanasa producida por P. crustosum 'y A.
niger/awamori (primera evaluacion)

Figura 49. Formacion de color al anadir la rhodanina para A.niger/awamori. Antes de la
diucion (izquierda) y despues de la dilucion (derecha)

Figura 50. Curva de calibracion DQO
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Anexo 2: Tablas de resultados

Pre-tolerancia: Tabla de crecimiento micelial.

Crecimiento micelial (mm)

Cepa Repeticion  E1 (02-08- E2 (05-08- [E3 (08-08- E4 (12-08- ES5 (16-08-
24) 24) 24) 24) 24)
R1 19 30 35 39 42
E001-002 Blanca R2 15 25 31 36 40
R3 17 28 34 37 39
R1 0 33 43 54 54
E01-002 Blanca 01 R2 0 30 39 52 53
R3 0 28 41 50 50
R1 0 25 36 40 42
E01-002-01 Blanca 2 R2 0 20 31 42 47
R3 0 21 29 40 40
R1 35 55 60 81 88
E01-002-02 (4) R2 24 42 47 47 81
R3 30 45 52 57 77
R1 18 29 44 54 57
E01-002-06 (11) R2 16 32 40 44 52
R3 15 30 42 50 50
R1 0 30 30 35 35
E01-002-10 (19) R2 0 27 31 35 35
R3 0 26 29 33 33
R1 0 13 20 20 20
E01-002-10 (20) R2 0 10 18 20 20
R3 0 13 19 20 20
R1 13 40 45 52 58
E01-005-01(21) R2 10 37 42 43 43
R3 13 41 45 50 55
R1 0 0 0 0 0
E01-005-02 (23,24) R2 0 0 0 0 0
R3 0 0 0 0 0
R1 21 40 54 54 54
E01-005-04 (27) R2 17 38 53 59 59
R3 20 40 51 53 53
R1 20 35 49 50 52
E01-005-05 (29) R2 15 30 47 49 52
R3 20 32 49 50 50
R1 16 30 34 51 52
E01-005-05 (39) R2 13 28 32 46 50
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R3 16 30 32 48 41
R1 14 40 53 59 63
EO01-005-06 (31) R2 11 36 47 55 60
R3 13 39 50 58 60
R1 0 21 28 37 43
EO01-005-07 (33) R2 0 20 25 36 40
R3 0 17 26 34 39
R1 16 35 45 45 45
EO01-010-06 (57) R2 19 30 45 60 60
R3 17 35 48 50 50
R1 13 20 70 90 90
E02-002-10 (20) R2 12 17 59 90 90
R3 10 15 90 90 90
R1 0 30 38 44 53
E02-007-01 (37) R2 0 35 43 0 0
R3 0 29 40 42 50
R1 0 35 35 60 61
E02-007-01 (38) R2 0 30 33 66 66
R3 0 33 37 47 50
R1 24 30 40 0 0
E02-008-01 (39,40) R2 20 28 39 0 0
R3 23 28 38 0 0
R1 32 50 65 65 65
E02-008-02 (42) R2 35 55 67 69 70
R3 33 52 66 69 70
R1 0 24 32 42 42
E02-009 R2 0 20 31 42 50
R3 0 22 27 39 49
R1 13 30 38 38 42
E02-009-01 (45) R2 10 28 36 38 40
R3 13 30 35 36 40
R1 18 30 44 44 45
E02-009-01 (46) R2 15 15 15 15 15
R3 0 0 0 0 0
R1 12 12 15 17 20
E02-10-01 (48) R2 15 28 28 29 29
R3 15 23 23 23 24
R1 0 15 19 20 21
E02-13 Verde R2 0 10 14 16 16
R3 0 12 16 18 19
R1 21 60 64 67 73
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E03-014-01 (69) R2 20 57 61 65 70
R3 18 59 64 66 71
R1 13 16 25 44 45
E03-014-01 (69) tecnopor R2 15 21 22 33 34
R3 10 19 27 51 51
R1 15 33 33 35 35
E03-016-01 (71) R2 13 28 28 28 29
R3 15 30 32 33 33
R1 22 45 53 53 55
E03-016-03 (74) R2 25 45 55 55 55
R3 23 43 50 51 51
R1 18 45 48 52 55
E03-016-03 (75) R2 22 40 65 66 70
R3 20 43 50 53 53
R1 0 65 66 68 68
E03-016-04 (76) R2 0 63 64 70 70
R3 0 60 60 62 64
R1 22 73 90 90 90
P. crustosum R2 30 90 90 90 90
R3 31 90 90 90 90
R1 0 20 90 90 90
E03-018-P.P. Raspado parrilla R2 0 35 35 35 40
R3 0 20 27 30 33
R1 0 25 30 73 88
E03-019-P.P. R2 0 16 28 60 79
R3 0 15 29 51 90
R1 0 35 37 40 63
E03-019-02 R2 0 30 34 44 59
R3 0 33 40 45 66
R1 30 90 90 90 90
A. niger/awamori R2 35 90 90 90 90
R3 33 90 90 90 90
R1 21 30 43 47 53
E04-001-01 (59) R2 17 25 40 45 49
R3 13 24 39 43 50
R1 17 32 43 50 55
E04-001-02 Amarlla pura (60) R2 12 12 13 13 13
R3 15 29 37 48 52
R1 0 32 38 45 50
E04-001-03 Amarilla pura (60) R2 0 0 0 0 0
R3 0 30 35 41 48
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R1 17 35 49 58 60
E04-002-01 Amarilla pura (61) R2 18 35 38 44 44
R3 15 33 40 41 47

Tolerancia: Tabla de crecimiento micelial (mm).

E1 (25-10- E2 (28-10- E3(31-10- E4 (04-11- ES (07-11-

Cepa % tanino Rep. 24) 24) 24) 24) 24)
Ctrl 1 10 60 80 89 88

Ctrl Ctrl 2 10 63 90 80 89
Ctrl 3 9 75 84 88 79

R1 45 71 77 84 86

7,5% R2 45 70 90 90 85
R3 70 90 90 88 88

R1 80 90 90 89 87

A. niger/awamori 10% R2 50 60 73 84 81
R3 45 69 84 83 77

R1 30 90 90 88 87

15% R2 20 90 90 80 89
R3 55 81 85 88 90

R1 23 90 90 88 87

20% R2 30 90 90 85 86
R3 24 90 90 90 81

Ctrl 1 25 47 64 83 86

Ctrl Ctrl 2 24 45 65 80 85
Ctrl 3 20 40 56 85 89

R1 5 20 40 49 57

7,5% R2 5 31 37 46 60
R3 3 22 35 40 55

R1 0 61 64 67 70

P. crustosum 10% R2 3 14 60 64 70
R3 4 30 42 62 79

R1 0 24 27 35 35

15% R2 1 28 30 37 45
R3 1 38 42 45 61

R1 0 10 12 12 12

20% R2 0 10 10 10 10
R3 0 5 7 10 10

Tolerancia: Tabla del Indice de Tolerancia de las cepas seleccionadas a las

diferentes concentraciones de quebracho.
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Cepa % Rep. E1 (25-10- E2 (28-10- E3 (31-10-  E4 (04-11-  E5(07-11-
tanino 2024) 2024) 2024) 2024) 24)
R1 1,26 0,96 0,89 0,98 1,01
75 R2 1,26 0,95 1,04 1,05 1,00
R3 1,96 1,22 1,04 1,02 1,03
R1 2,23 1,22 1,04 1,03 1,02
10 R2 1,40 0,81 0,85 0,98 0,95
A R3 1,26 0,93 0,97 0,97 0,90
niger/awamori R1 0,84 1,22 1,04 1,02 1,02
15 R2 0,56 1,22 1,04 0,93 1,04
R3 1,54 1,10 0,99 1,02 1,05
R1 0,64 1,22 1,04 1,02 1,02
20 R2 0,84 1,22 1,04 0,99 1,01
R3 0,67 gl 1,04 1,05 0,95
R1 0,31 0,57 0,75 0,69 0,66
75 R2 0,31 0,89 0,69 0,64 0,69
R3 0,18 0,63 0,65 0,56 0,63
R1 0,00 1,74 1,19 0,94 0,81
10 R2 0,18 0,40 2 0,90 0,81
R3 0,24 0,86 0,78 0,87 0,91
P. crustosum
R1 0,00 0,69 0,50 0,49 0,40
15 R2 0,06 0,80 0,56 0,52 0,52
R3 0,06 1,09 0,78 0,63 0,70
R1 0,00 0,29 0,22 0,17 0,14
20 R2 0,00 0,29 0,19 0,14 0,12
R3 0,00 0,14 0,13 0,14 0,12

Tabla de Abs 727 nm (Folin Ciocalteu)

Abs 727 nm
CEPA % tanino Rep. Dia 03 Dia 06 Dia 09 Dia 12 Dia 15
R1 0,047562  0,023866  0,023105  0,025677  0,1343755
Ctrl R2 0,030626 0,0187285 0,028101  0,029417  0,118528
R3 0,030276  0,013591  0,018109  0,028035  0,150223
E01-005-03 R1 0,050358  0,050448  0,0420475 0,03532788  0,283035
23) 7,5 R2 0,048102  0,044808  0,03735  0,030966  0,27816
R3 0,045846  0,047628  0,046745 0,03968975  0,247895
10 R1 0,099157  0,080798 0,0738815  0,0657  0,375209
R2 0,093961  0,083795  0,072964  0,069549  0,386969
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R3 0,096559  0,086792  0,074799 0,061851 0,370372
R1 0,143164 0,128472 0,1182575  0,102155 0,575373
15 R2 0,134086  0,122314 0,11295925 0,104336 0,577075
R3 0,138625 0,125393 0,11560838 0,10651725 0,578777
R1 0,2187405 0,192648 0,136717 0,136717  0,1656015
20 R2 0,21637 0,192036 0,15012825 0,15012825 0,163226
R3 0,221111 0,19326 0,14342263 0,14342263 0,167977
R1 0,032462 -0,000264 0,018731 0,02024 0,064865
Ctrl R2 0,039325 0,001583 0,02172 0,015488 0,061568
R3 0,033596 0,0006595 0,016439 0,016642 0,082066
R1 0,058174  0,050849  0,045895 0,036625 0,229342
7,5 R2 0,0604335 0,0516755 0,0510395 0,03985425 0,227996
R3 0,062693  0,052502 0,04846725 0,0430835 0,2193185
R1 0,097885  0,091921 0,0895955 0,05125975 0,3083135
E03-017 10 R2 0,092446  0,085715  0,091759  0,0570065 0,27808775
R3 0,0951655 0,092046  0,087432 0,045513  0,29320063
R1 0,13867 0,139295 0,12014675 0,505277 0,117993
15 R2 0,13458 0,134097  0,125338 0,521786 0,121286
R3 0,135102  0,128899 0,12274238 0,496204  0,1196395
R1 0,171282  0,160183  0,143839  0,1064935  0,570082
20 R2 0,1827795 0,160254  0,147856 0,108256 0,563972

R3 0,17703075 0,160112  0,151873  0,10737475 0,547101

Tabla de concentracion de fenoles (mg/L) por dia de evaluacion.

Concentracion de fenoles (mg/L)

Cepa % tanino Rep. Dia 03 Dia 06 Dia 09 Dia 12 Dia 15
R1 33,13 26,14 25,92 26,67 14,68

Ctrl R2 28,13 24,63 27,39 27,78 13,51

R3 28,03 23,11 24,44 27,37 15,85

R1 45,74 33,98 31,50 29,52 25,64

A. 7,5 R2 45,08 32,31 30,11 28,23 2528
niger/awamori R3 44,41 33,15 32,88 30,80 23,05
R1 48,34 48,82 40,88 38,47 32,43

10 R2 46,80 49,70 40,61 39,61 33,30

R3 47,57 50,59 41,16 37,34 32,07

15 R1 61,31 56,98 53,97 49,22 47,18
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R2 58,63 55,16 52,41 49,86 4731
R3 59,97 56,07 53,19 50,51 4743
R1 83,59 75,90 70,50 59,41 67,92
20 R2 82,89 75,72 71,00 63,36 67,22
R3 84,29 76,08 70,00 61,39 68,63
R1 28,67 19,03 24,63 25,07 9,56
Ctrl R2 30,70 19,57 25,51 23,67 9,31
R3 29,01 19,30 2395 24,01 10,82
R1 36,25 34,09 32,63 29,90 21,67
- R2 36,92 34,34 34,15 30,85 21,60
R3 37,59 34,58 33,39 31,81 20,93
R1 51,20 46,20 45,52 34,22 27,50
P. crustosum 10 R2 4931 44 .37 46,16 35,91 25,27
R3 50,26 46,24 44 88 32,52 26,39
R1 59,99 60,17 54,52 30,22 53,89
15 R2 58,78 58,64 56,05 29,97 54,86
R3 58,93 57,10 55,29 29,56 54,37
R1 69,60 66,26 61,51 50,50 46,79
20 R2 72,99 66,35 62,69 51,02 46,34
R3 71,29 66,31 63,88 50,76 45,10

Tabla de Abs 520 nm (Ensayo de tanasa), por cada dia de evaluacion.

Abs 520 nm

CEPA % tanino Rep. Dia 03 Dia 06 Dia 09 Dia 12 Dia 15
RI 0,261 0,236 0,254 0,197 0,202

Ctrl R2 0,228 0,22 0,162 0,245 0.2
R3 0,263 0,234 0,208 0,221 0,201
RI 0,187 0,208 0,137 0,352 0,404
7,5 R2 0,185 0,192 0,16 0,428 0,431
R3 0,186 0,2 0,1485 0,39 0,4175
EOI(';’;’)S'M RI 0,189 0,2 0,171 0,304 0,441
10 R2 0,198 0,178 0,19 0,29 0,444
R3 0,935 0,189 0,1805 0,297 0,4425
RI 0,189 0,188 0,203 0,194 0,394
15 R2 0,199 0,194 0,209 0,233 0,403
R3 0,194 0,191 0,206 02135 03985
20 RI 0,227 0,231 0,229 0,455 0,466
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R2 0,211 0,223 0,299 0,469 0,46
R3 0,219 0,227 0,264 0,462 0,463
R1 0,258 0,253 0,181 0,226 0,22
Ctrl R2 0,258 0,276 0,171 0,256 0,2
R3 0,258 0,2645 0,176 0,241 0,21
R1 0,219 0,213 0,374 0,373 0,264
7,5 R2 0,233 0,203 0,267 0,356 0,257
R3 0,226 0,208 0,3205 0,3645 0,2605
R1 0,254 0,213 0,234 0,33 0,419
E03-017 10 R2 0,27 0,223 0,254 0,338 0,407
R3 0,262 0,218 0,244 0,334 0,413
R1 0,224 0,259 0,215 0,521 0,33
15 R2 0,239 0,257 0,248 0,491 0,369
R3 0,2315 0,258 0,2315 0,506 0,3495
R1 0,32 0,346 0,266 0,538 0,413
20 R2 0,379 0,354 0,234 0,418 0,407
R3 0,3495 0,35 0,25 0,478 0,41

Tabla de concentracion de tanasa (U) por dia de evaluacion.

Y%

Cepa tanino  ReP-  Dia03  Dia06 Dia09 Dial2 Dials
Rl 0,02 0.02 0.02 0,02 0,02
Ctrl R2 0,02 0.02 0.01 0,02 0,02
R3 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
R1 1,42 1,59 1,03 2,71 3,12
7,5 R2 1,41 1,46 1,21 3,31 3,33
E01-005-03 R3 1,42 1,53 1,12 3,01 3,23
25) R1 1,44 1,53 1,30 2,34 3,41
10 R2 1,51 1,35 1,45 2,23 3,43
R3 1,47 1,44 1,37 2,28 3,42
R1 1,44 1,43 1,55 1,48 3,04
15 R2 1,52 1,48 1,60 1,78 3,11
R3 1,48 1,46 1,57 1,63 3,08
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R1 1,74 1,77 1,75 3,52 3,61
20 R2 1,61 1,71 2,30 3,63 3,56
R3 1,67 1,74 2,03 3,58 3,58
R1 0,02 0,02 0,01 0,02 0,02
Ctrl R2 0,02 0,02 0,01 0,02 0,02
R3 0,02 0,02 0,01 0,02 0,02
R1 1,67 1,63 2,89 2,88 2,03
7,5 R2 1,78 1,55 2,05 2,75 1,97
R3 1,73 1,59 2,47 2,81 2,00
R1 1,95 1,63 1,79 2,54 3,24
E03-017 10 R2 2,07 1,71 1,95 2,61 3,14
R3 2,01 1,67 1,87 2,57 3,19
R1 7! 1,99 1,64 4,04 2,54
15 R2 1,83 1,97 1,90 3,80 2,85
R3 1,77 1,98 1,77 3,92 2,70
R1 2,46 2,67 2,04 4,17 3,19
20 R2 2,93 2,73 1,79 3,23 3,14
R3 2,70 2,70 1,92 3,70 3,17
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Anexo 3. Documentos adjuntos

ADN

‘ INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA

DEL ADN UCHUMAYO E.I.R.L.
Uchumayo

IDENTIFICACION MOLECULAR DE ESPECIES

Nombre del Solicitante: Hugo Jimenez

Direccion:
Email: hjimenez @ucsm.edu.pe Teléfono: 972713747
Pais: Peru, Provincia: Arequipa Distrito: Arequipa

Muestra: 3 Cultivos puros de hongos en cuarto repique.
Indicaciones: Identificacion Molecular de Hongos por secuenciacion del gen ITS1

Introduccion.

En general, para hongos, la region ITS del ADNr se utiliza como objetivo principal y es
amplificado con los primers ITS-1y ITS-4. En algunos casos, estos cebadores pueden no
proporcionar suficiente identificacion y es posible que se requiera una region codificante
de proteina.

Metodologia:

La identificacion consiste en la extraccion de ADN de la muestra usando el Kit “The
MasterPure™ DNA Purification Kit” que provee todos los reactivos necesarios para la
recuperacion de ADN utilizado para amplificacion de la region ITS1, mediante PCR.

La amplificacion correspondiente a la region ITS1 se llevo a cabo usando los primer
universales ITS-1, Estos primers amplifican aproximadamente 600 pares de bases de la
region ITS1 -5.85-ITS2 del cistrén ribosémico.

Forward: ITS-1 5’-TCCGTAGGTAACCTGCGG
Reverse: ITS-4 5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC
Temperatura de hibridacion: 52°C

Los productos de PCR fueron purificados usando el kit Qiagen PCR purification, y se
siguid las instrucciones de la compafiia, los productos purificados fueron secuenciados
usando la técnica de Sanger que utiliza colorantes Big Dye V3.1 y leidos en un equipo
ABI 3730xl.

La secuencias revisadas se compara con la base de datos de NCBI usando el software
BLAST @ » blastn suite.
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RESULTADOS:

seq.txt:

Esta es la version revisada del archivo FASTA. En este archivo, las bases de alta calidad
con puntuaciones por encima de 20 se escriben con letras mayusculas. Esta secuencia
es utilizada para la comparacion en el andlisis de identificacion de las siguientes cepas.

CEPA HH1

>HH1_ITS1-F TRIM QUALITY: 20
TTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCAACCTCCCATCCGTGTCTATTGTA
CCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGTCGGCCGCCGGGGGGGCGCCT
CTGCCCCCCGGGCCCGTGCCCGCCGGAGACCCCAACACGAACACTGTCTG
AAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAATCAGTTAAAACTTTCAACA
ATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAA
CTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACAT
TGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGC
CCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTCTCCGGGGGGAC
GGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGAGCGTATGGGG
CTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACGTTTTCCAA
CCATTCTTTCCAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTT
AAGCATAT

El andlisis de comparacion de la secuencia “ITS 1“ con la base de datos de GenBank,
mediante el software Blast, muestra una similitude de 100% con las especies:
Aspergillus awamori accession LC573565.1

Aspergillus niger strain 1901NT-1.4.4, accession MN585763.1

Como se muestra en la tabla adjunta:

producing signifi
Select: All None Selected:8
i Alignments EDownioad v GenBank Graphics Distance free of results [
Description Maw | Total [Query)| £ ke Accession
Score Score Cover value Ident
Aspargilus awamon NBRG 4120 genes for 185 rRNA ITS1, 5 8S (RNA ITS? and 283 1RNA_partial and compicla sequance 1031 1031 100%

Aspergillus niger sivain 1901NT-1.4 4 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence inteinal tianscribed spacer 1. 58S ribosomal RNA gene._and internal ranscribed spec 1031 1031 100%

Asperailus awemori siain CIRM-BRFM 827 internel trenscribed spacer 1. partel sequence, 5.85 ribosomal RNA gene and internal enscrbed specer 2, complete sequence.anc 1031 1031 100%

transcrib 1031 1031 100%

mal franscnbed spacer 1 5 BS rbosomal RNA gene and int

Aspergillus niger isolale UA PB-14 small subunit ibosomal RNA gene, partial sequence:

Aspergillus miger stain G1 small subunit nbosomat RNA gene._partial sequence infermal ranscnbed spacer 1.5 8S ribosomal RNA ¢ and intemal transcribed spacer 2 comp 1031 1031 100% 0.0 100.00% QRS21802 1

snacer 1, 58S ribosomal RNA gene, and ntemal transcribed spacer 2, co 1031 1031 100% 0.0 100.00% MT074422.1

Aspergillus niger isolate 3110 smal suf riesomal RNA gene, partial sequence; intel

O Aspargilus niger sirain EM 2016 small subunit nhosoma! RNA gena piartial sequence miamal ranseribed spacer 15 8 rbosomal RNAgene_and ntarmal ranscrbed spacer 2 1031 1031 100% 0.0 100.00% MK377324.1

() Aspergillus sp. strain $33 small subunit ribosomal RNA gene. partiel sequence. infernal transcribed spacer 1, 5.5 rbosomal RNA gene, and internal transcribed spacer 2. compl 1031 1031 100% 0.0 100.00% KX9287461

Prolongacion San Martin Q-3 Uchumayo - Arequipa - Peru
Sucursal: La Merced N° 125 Int. 125 Cercado - Arequipa
Telefono: +51-54-493007 www.adnuchumayo.com

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




» . UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE , CATOLICA

TESIS UCSM g DE SANTA MARIA

ADN

INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA

DEL ADN UCHUMAYO E.I.R.L.
Uchumayo

Cuando se hace un andlisis filogenetico escogiendo 10 especies con mayor similitud, el
modelo de arbol “Fast Minimun Evolution” la secuencia evaluada presenta un mayor
acercamiento a la especie Aspergillus awamori y Asperrgillus niger

2 Aspergillus awamori NBRC:4120 genes for 18S rRNA, ITS1, 5.8S rR
\ Aspergillus niger strain 190INT-1.4.4 small subunit ribosomal RNA ¢
3 Aspergillus awamori strain CIRM-BRFM 827 internal transcribed spa
Aspergillus niger isolate UASWS2528 PB-14 small subunit ribosomal
P Aspergillus niger strain G1 small subunit ribosomal RNA gene, partia!
Aspergillus niger isolate 3110 small subunit ribosomal RNA gene, par
Aspergillus awamori NBRC:4115 genes for 18S rRNA, ITS1, 5.8S rR
DAspergillus welwitschiae strain CMV00412 18S ribosomal RNA gene.
P Aspergillus sp. isolate KZ-13 small subunit ribosomal RNA gene, part
Aspergillus awamori strain NYKC26 small subunit ribosomal RNA g¢
@HH1 _ITS1-F TRIM QUALITY: 20

CONCLUSIONES

1. El Cultivo puro de hongo, con rotulo “HH1”, corresponde a Aspergillus awamori o
Aspergillus niger

COMENTARIO

Aspergillus awamori y Aspergillus niger son dos especies de hongos que a menudo se
confunden debido a su similitud morfoldgica v fisioldgica. Sin embargo, investigaciones
recientes han revelado que A. awamori puede ser considerado una especie criptica
(oculta) dentro de A. niger. Esto significa que, aunque comparten muchas
caracteristicas, A. awamori podria ser una variacion genética dentro de A. niger, no una
especie completamente separada.

Perrone, Giancarlo et al. “Aspergillus niger contains the cryptic phylogenetic species A.
awamori.” Fungal biology vol. 115,11 (2011): 1138-50.
do0i:10.1016/j.funbio.2011.07.008
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CEPA HH3:

>HH3_ITS1-F TRIM QUALITY: 20
ATTACCGAGTGAGGGCCCTCTGGGTCCAACCTCCCACCCGTGTTTATTTT
ACCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCTTAACTGGCCGCCGGGGGGCTTACG
CCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGAAGACACCCTCGAACTCTGTCTGAAGATT
GAAGTCTGAGTGAAAATATAAATTATTTAAAACTTTCAACAACGGATCTC
TTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGA
ATTGCAAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCT
GGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCC
GGCTTGTGTGTTGGGCCCCGTCCCCCGATCTCCGGGGGACGGGCCCGAAA
GGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACC
CGCTCTGTAGGCCCGGCCGGCGCTTGCCGATCAACCCAAATTTTTATCCA
GGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGC

IDENTIFICACION

El andlisis de comparacién de la secuencia “ITS 1“ con la base de datos de GenBank,
mediante el software Blast, muestra una similitud de 100% con las especies:

Penicillium crustosum isolate P93A_R accession OR905645.1
Penicillium commune strain H09-127 accession KC009833.1
Penicillium sp. isolate OUCMDZ-5369 accession OR994070.1
Penicillium christenseniae strain D63A2 accession PQ836312.1
Uncultured Penicillium clone CEobese401 accession KC143756.1

Como se muestra en la siguiente tabla:

Select: All None Selected:10
it Alignments [BJDownload v GenBank Graphics Distance tree of results o

Max | Total Query E  Per

Accession
Score Score Cover value Ident

Description
Panicillium crustosum isolate P93A_R internal transcrbad spacer 1, padial sequence; 5 BS ribosomal RNA gene and internal franscribed spacer 2_complate sequence: and large 1002 1002 100% 0.0 100.00% ORS05845 1

Ponicilium crustosum isolate APC-10 intemal transcribed spacer 1, partial sequence; 5 8S ribosomal RNA gena and internal franscrined spacer 2 complate sequence; andlarge. 1002 1002 100% 0.0  100.00% MW538312 1

ed spacer 2 com 1002 1002 100% 0.0 100.00% KC009833.1

ibe

ribosomal RNA gene, partial sequence_int spacer 1.5 8S nbosomal RNA gene, and internal transcril

Penicilium sp. isolate QUCMDZ-5369 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence. intemal transcribed spacer 1. 5.8S nbosomal RNA gene, and internal transcnbed spa 1002 1002 100% 0.0 100.00% OR994070.1

Penicilium crustosum strain 80P 18S ribosomal RNA gene. partial sequence. intemal tanscribed spacer 1,583 rivosomal RNAgene. and internal transcribed spacer 2 completr 1002 1002 100% 0.0 100.00% EU128607 1
Penicillium commune strain GHAIESS small subunit ibosomal RNA gene, partial sequence: intemal transcribad spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed spac 1002 1002 100% 0.0  100.00% KY174328 1

(J Penicillum sp._ isolate R2-001 small subunit nbosomal RNA gene, partial sequence; intamal transcribed spacer 1.5 83 nbosomal RNA gane, and internal transcribed spacer 2 co 1002 1002 100% 0.0 100.00% PQ876694 1

Panic it ribosomal RNA gene_partial ibed spacar 1. 58S ribosomal RNA gene, and infermal transcribed space 1002 1002 100% 0.0 100.00% PQ216307.1
0 Penc I RNA gene_partial se ed spacer 1 nal RNA gene, and internal transcribed er2 oo 1002 1002 100% 0.0 100.00% HQ2257101
Penicillium christenseniae strain D63A2 small subunit thosomal RNA gene, parfial sequence; infermal transcribed soacer 1. 5.8S ibosomal RNA gene. and internal transcrbed sp 1002 1002 100% 0.0 100.00% PQ836312.1

Uncultured Penicillium clone CEobese401 18S nibosomal RNA gene, partial sequence; intemal transcribed spacer 1, 5.85 ribosomal RNA gene, and internal franscribed spacer2 1002 1002 100% 0.0  100.00% KC143756.1

Panicillium commune strain H0G-118 185 rihosomal RNA gane, partial sequence: inlemal franscribed spacer 1,5 8S ribosomal RNA gane. and intaral franscribed spacer 2, com 1002 1002 100% 0.0  100.00% KC((9826 1
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Cuando se hace un analisis filogenetico escogiendo 10 especies con mayor similitud, el
modelo de arbol “Fast Minimun Evolution” la secuencia evaluada presenta un mayor
acercamiento a la especie Penicillium crustosum isolate P93A R .

9 Penicillium crustosum isolate P93A_R internal transcribed spa
Penicillium crustosum isolate APC-10 internal transcribed spa
@ Penicillium commune strain H09-127 18S ribosomal RNA ger
Penicillium sp. isolate OUCMDZ-5369 small subunit ribosom.
P Penicillium crustosum strain 86P 18S ribosomal RNA gene, p:
Penicillium commune strain GHAIE86 small subunit ribosoms
@ Penicillium sp. isolate R2-001 small subunit ribosomal RNA g
P Penicillium crustosum isolate Rae18 small subunit ribosomal 1
PPenicillium christenseniae strain D63A2 small subunit riboson
Uncultured Penicillium clone CEobese401 18S ribosomal RN,
@HH3 _ITS1-F TRIM QUALITY: 20

CONCLUSIONES

1. El Cultivo puro de hongo, con rotulo “HH3”, corresponde a Penicillium crustosum

COMENTARIO

While both Penicillium crustosum and Penicillium commune are species of the
Penicillium genus, they differ significantly in their habitats, uses, and potential for
causing harm. Penicillium commune is a common spoilage fungus, particularly in
cheese, and is known for its role in cheese ripening. In contrast, Penicillium crustosum
is more commonly found in soil and on decaying vegetation, and is known for
producing potent neurotoxins, making it a concern for food safety

Demjanova, S., Jevinova, P., Pipova, M., & Regecova, |. (2021). Identification

of Penicillium verrucosum, Penicillium commune, and Penicillium crustosum Isolated
from Chicken Eggs. Processes, 9(1), 53. https://doi.org/10.3390/pr9010053

Arequipa, 22 de Abril del 2025

Dra. Jani Pacheeo Aranibay
GERENTE
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