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Resumen

Los problemas sanitarios encontrados en aquellos lugares cercanos a aguas residuales
crean una gran preocupacion dentro de un pais que se encuentra entre los principales productores
textiles, ya que estos requieren de una gran cantidad de colorantes sintéticos que son dificiles de
remover una vez que han ingresado en cuerpos de agua.

El presente trabajo de investigacion pretende aumentar los conocimientos acerca de los métodos
ecoldgicos dentro del marco del desarrollo sustentable, que sirvan como una alternativa a los
tratamientos fisico-quimicos para la limpieza de aguas contaminadas con colorantes sintéticos, ya
que estos resultan ser costosos, de dificil manejo y representan un peligro para la salud; ya que
varios de estos colorantes son cancerigenos para las personas que se encuentran en contacto con
estos desechos. Para tratar el problema de contaminacion de la industria textil en aguas residuales
se emplearon tres cepas nativas del genero Trichoderma spp, con la finalidad de medir su
efectividad al momento de actuar en un medio a base de dextrosa de papa (PDA). La efectividad
estaria representada en los resultados obtenidos al medir el crecimiento del micelio, la generacion
de esporas y la degradacién y absorcion de los colorantes industriales, Azul indigo, Negro de
eriocromo T y Rojo Congo. Cada uno en tratamientos de 100%, 75% y 25% al 1 Mol., de
concentracion de colorante, teniendo tres repeticiones por cada uno de los tratamientos. Los
Resultados obtenidos mostraron tener diferencias significativas entre la tasa de desarrollo de las
cepas Yy los colorantes aplicados a diferentes concentraciones, los porcentajes de degradacion
fueron mayores en el colorante rojo congo, al igual que la generacion de esporas. Los porcentajes
mas bajos de degradacion se registraron en el azul indigo, las esporas observadas también
presentaron numeros bajos en este colorante. En el colorante Negro de eriocromo T presento la
velocidad de crecimiento méas rapida y también genero una mayor cantidad de biomasa en
comparacion con las otras cepas de Trichoderma spp., asi como los demas colorantes. Las cepas
del genero Trichoderma fueron efectivas en la degradacion de los colorantes industriales, ya que

no se vio afectado su desarrollo y crecimiento in vitro.

Palabras Claves. Cepas nativas, % de degradacion de colorantes, tasa de desarrollo y biomasa

acumulada.



INTRODUCCION

El registro correspondiente al uso de pigmentos es muy antiguo (40,000 afios de
antiguedad), teniendo sus primeros intentos de uso en el pintado de rocas o de cualquier otro
material al alcance del hombre, ya sea por estética, arte 0 necesidades comunicativas (Méndez,
2009). En un inicio el origen de los pigmentos era totalmente natural, se obtenian a partir de
plantas, insectos, animales y minerales (Singh et al., 2018). Con el pasar del tiempo estos
pigmentos naturales han sido remplazados por los tintes sintéticos; que se utilizan hoy en dia. Por
una parte esto se debi6 a su perdurabilidad en diferentes productos, ademas de la reduccion en sus
costos de produccidn para satisfacer la demanda industrial, la cual genera una gran cantidad de

efluentes en el ambiente (Paz et al., 2017).

La industrial textil y de colorantes diariamente genera una gran cantidad de aguas residuales y
contaminantes, ya que la produccién ha crecido significativamente (Gavrilescu, 2004).
Anualmente, se descarga una cantidad aproximada de 280,000 toneladas de tintes en los cuerpos
de agua receptores, contando 8,000 tintes, 6,900 productos quimicos auxiliares y sales en todo el
mundo. Esto crea preocupacion en distintas regiones del mundo debido a que el consumo de agua

dulce es un recurso escaso en varios paises en vias de desarrollo (Wang-Jin et al., 2017).

El uso de colorantes y la produccion textil representa una fuente de ingresos econémicos
sustancial en nuestro pais ya que este se encuentra entre los diez mayores productores de cuero en
el mundo generando aproximadamente el 4% de la produccion mundial. EI procesado del cuero
presenta varias etapas de produccion (bronceado, tefiido, engrase y acabado) para que adquieran
su suavidad y color, llegandose a emplear tintes anionicos directos y basicos que no han recibido
ningun tratamiento previo, los cuales, posteriormente son desechados generando contaminacion

en cuerpos acuaticos (Cruz-Rizo et al., 2016).

Existen diversos métodos para remover desechos tdéxicos como contaminantes del agua o suelo.
Los mas conocidos son los tratamientos fisicoquimicos, sin embargo estos conllevan distintas

dificultades para poder ser utilizados en cualquier sector de la industria textil. Estos métodos
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representan un elevado costo, tienen una eficacia limitada y pueden afectar de manera irreversible
las propiedades del suelo, agua y de los seres vivos que en ellos habitan (Delgadillo-Lopez et al.,
2011). La concentracién de tintes como parte de los efluentes no solo resulta visible e indeseable,
también causa serios problemas a la vida acuética y desordenes en la salud humana, creando la
necesidad a través de los afios de generar e implementar tecnologias compatibles con los

ecosistemas (Khataeea et al., 2010).

Las tecnologias basadas en la fitoremediacion son en alto grado convenientes debido a que
resultan eficientes, economicas y ambientalmente amigables (Wang-Ji et al., 2017). La
fitorremediacion es un proceso en el cual se utilizan diferentes organismos bioldgicos, como la
plantas vasculares, algas y hongos para extraer, inmovilizar, contener y degradar contaminantes

del suelo, el agua o el aire (Gerhardt et al., 2016).

La biorremediacion por medio de hongos filamentosos son una opcién rentable y ecolégicamente
necesarias, debido a que las enzimas producidas son capaces de degradar contaminantes
sintéticos que se pueden encontrar en aguas Yy suelos, en adicidn a esto su biomasa fungica es
conocida por sus propiedades biosorbentes, efectiva para la eliminacion de metales toxicos, como
el: cromo, cobre, mercurio, niquel, cadmio y plomo encontrados en aguas residuales (Sharma et
al., 2015). La creacidén de tecnologias bioldgicas se vuelve afio con afio en una necesidad latente
en un mundo afectado por diferentes contaminantes en diversos ambientes (Gartland et al., 2018).



MARCO DE REFERENCIA

TECNOLOGIAS EMPLEADAS EN LA DECOLORACION DE EFLUENTES TEXTILES

Existen diferentes tratamientos bioldgicos disefiados para limpiar sitios contaminados
como los son: cuerpos acuiferos, lodos, suelos y varios flujos de residuos toxicos. Estos
tratamientos pertenecen a los distintos tipos de biorremediacion, el cual consiste en el uso de
microrganismos para eliminar o reducir la concentracién de desechos peligrosos en lugares

afectados por diferentes contaminantes (Boopathy, 2000).

ALTERNATIVAS EN LA BIORREMEDIACION

Para que la biorremediacion pueda emplearse de forma efectiva es necesario tener en
cuenta que los microrganismos utilizados sean capaces de atacar enzimaticamente a los
contaminantes presentes con la finalidad de convertirlos en sustancias menos dafiinas, lo cual se
logra por medio de reacciones quimicas que forman parte del proceso metabdlico dentro del
microrganismo empleado. Sin embargo, la efectividad del tratamiento en cuestion depende de la
interaccion de varios factores ambientales para que el crecimiento y la actividad microbiana
funjan como degradadores de forma adecuada. Aquellos microorganismos que son utilizados para
la biodegradacion son las bacterias, los hongos, plantas vasculares o algas (Vidali, 2001).

Bacterias

Existen diversos métodos bioldgicos, que pueden llegar a ser de gran ayuda para mitigar
la migracién de contaminantes al suelo o al agua por medio de procesos como la bioacumulacion
o la reduccién de metales, el mas conocido y estudiado de estos es la biorremediacion por medio
de bacterias. Este método actla en un estado especifico de oxidacién en los contaminantes
toxicos, como la reduccion del uranio hexavalente soluble o la degradacion de un hidrocarburo
especifico (Pieper et al., 2000). Sin embargo, para lograr que un tratamiento basado en bacterias
funcione de forma adecuada en un sitio contaminado se requiere que el microrganismo degrade a
varios contaminantes, ya que los suelos y las aguas rara vez se encuentran contaminados por un

solo quimico (Ruggiero et al., 2004).



Fitoremediacion

Dentro de la biorremediacion existe una técnica llamada fitoremediacion, la cual
desarrolla estrategias eficientes, economicas y ambientalmente amigables, utilizando plantas
vasculares, algas y/u hongos para eliminar y contener contaminantes organicos e inorganicos, que
se pueden llegar a encontrar en el suelo y/o el agua. En la fitoremediacion se beneficia la
estabilidad del ambiente, se desarrolla una excelente capacidad para producir biomasa y acumula
diversos contaminantes ambientales de acuerdo a los organismos biolégicos empleados (Wang-
Xu et al., 2017).

Algas

Los métodos basados en algas son de los menos estudiados para la remocién de
contaminantes, sin embargo, resultan en gran parte beneficiosos a causa de su alta tolerancia a los
metales pesados, capacidad de crecer tanto autotréficamente como heterotréficamente, sus
grandes relaciones entre superficie, volumen y fototoxicidad (Fazalb et al., 2017). Las algas no
solo son utilizadas para captar dentro de sus tejidos metales pesados en el agua, también se
utilizan a lo largo del mundo para medir concentraciones de contaminantes en ambientes marinos

fungiendo como biomonitores (Chekroun et al., 2013).

De acuerdo con Sivakumar et al. (2012) las biotecnologias ambientales como las algas, pueden
ser utilizadas para capturar elementos no metalicos como; carbono, nitrogeno y fésforo de
desechos industriales especificos, municipales y agricolas. Las algas a su vez, pueden llegar a

formar un sistema integrado de produccion que recicle desechos agricolas para biocombustibles.

Hongos

Los estudios basados en hongos se han vuelto atractivos en el tratamiento de aguas
contaminadas, esto debido a las altas tasas de eliminacion de varios contaminantes, en especial
aquellos encontrados en aguas residuales, como los tintes sintéticos (Anastasi et al., 2012). Los
hongos, particularmente los de la pudricion blanca, funcionan como degradadores de una amplia
gama de compuestos recalcitrantes, mediante la secrecion extracelular de enzimas oxidativas

especificas (Haia et al., 2006). Este complejo de enzimatico se encuentra conformado por
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enzimas oxidativas como: peroxidasas, manganeso peroxidasas, lignina peroxidasas, lacasas,
microperoxidasa-11, polifenol oxidasas y azoreductasas las cuales han sido explotadas en la

decoloracidon y degradacion de los tintes (Husain, 2006).

El uso de hongos para llevar acabo la purificacion de aguas residuales resulta en extremo
atractivo a causa de su facilidad de cultivo, la capacidad de crecer a valores de pH inferiores a 5,
baja susceptibilidad a la contaminacion por otros microorganismos y la produccion de biomasa
con alto valor nutritivo, que a su vez puede servir como sustrato para el crecimiento de proteina
fangica altamente deshidratable y que puede usarse como fuente de alimento para animales de
ganado. Aunque se requiera incorporar nutrientes adicionales al medio para que el hongo crezca,

en realidad estos son minimos durante el tratamiento (Sindhuja et al., 2010).

COLORANTES INDUSTRIALES

La produccion de textiles tefiidos posee mas de 4,000 afios de antigliedad. La mayoria de
los colorantes se solian obtener a partir de fuentes naturales, sin embargo, desde mediados del
siglo XIX los colorantes han encontrado una nueva fuente de origen en compuestos sintéticos
(Ferreira et al., 2004).

El descubrimiento del primer colorante sintético en 1856 conocido como “Mauveine”, dio paso a
un crecimiento exponencial en la produccion y demanda de colorantes requiriendo un flujo
continuo de nuevos productos a causa de la gran demanda requerida por la industria hasta el dia
de hoy. EIl descubrimiento de los cromdgenos de colorantes impulsé el desarrollo de diferentes
sectores industriales, sin embargo a mediados del siglo XX, se dio un aumento en el costo de las
materias primas en la produccion de colorantes, iniciando un cambio en los procesos de
fabricacion, reemplazando los cromdgenos tintorialmente debiles, como antraquinona, con
cromagenos tintorialmente mas fuertes, como los azo (heterociclico) y benzodifuranona, los

cuales generan tintes mas rentables (Hunger, 2003).

Los colorantes sintéticos poseen diferentes propiedades que permiten su caracterizacion, entre las
mas importantes encontramos su conformacion por anillos aromaticos que contienen electrones

deslocalizados y también diferentes grupos funcionales. Su color se debe a la estructura del
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cromogeno-cromoforo (aceptor de electrones) y la capacidad de tintura se debe a los grupos de
auxocromia (donante de electrones). Las configuraciones cromoforo estan representadas por el
grupo azo (-N=N-), grupo etileno (=C=C=), grupo metino (-CH=), grupo carbonilo (=C=0),
carbono-nitrégeno (=C=NH; -CH = N-), carbono-azufre (=C= S; =CS-SC=), nitro (-NO2; -NO-
OH), nitrozo (-N=0; =N-OH) o grupos chinoides. Mientras que los grupos auxochromo son
ionizables, confiriendo a los tintes la capacidad de union sobre el material textil. Los grupos de
auxocromo pueden ser: -NH> (amino), -COOH (carboxilo), -SOzH (sulfonato) y -OH (hidroxilo),
entre los mas comunes (Zaharia et al., 2012).

Para poder clasificar colorantes de forma apropiada se debe considerar ambos métodos. Hunger,
(2003), sefiala que si bien la clasificacion por estructura quimica es una opcién muy util debido a
que identifica colorantes como pertenecientes a un grupo que tiene propiedades caracteristicas o
muy especificas, hay que considerar que la jerga y nomenclatura que surge de este sistema puede
cambiar debido a que no pertenece a un lenguaje cientifico, ademéas lo mas comdn es que este
tipo de lenguaje solo lo manejen quimicos e ingenieros textiles. Por lo tanto, la clasificacion por
método de aplicacion resulta ser de gran importancia, no sélo por ser el sistema adoptado por el
indice de color (Fig. 1), también se debe al hecho de que su uso engloba de mejor forma a los
tintes, como ejemplo, tenemos el uso de estos en algoddn y poliéster, que son los materiales con

mayor tasa de tefiido, asi una vez que se conoce el uso o aplicaciéon la bdsqueda de tintes

disminuye.
<« Increasing Frequency (v)
1% 0% 10® 10" 0% " 10”7 10 10 10° 10* 10° 10 v(H
| | | | 1 I
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Figura 1. Espectro electromagnético (Gurses et al; 2016).



Tabla 1. Clasificacion de los tintes por uso 0 método de aplicacion.

Sustratos . L . .
Clase L Método de aplicacion Tipo de quimico
principales
nylon, lana, azo (incluido el premetalizado),
. generalmente de neutro . .
Acido seda, papel, ~ N antraquinona, trifenilmetano,
. a bafos de tinte acidos . . i
tintas y cuero azina, xanteno, nitro y nitroso
fibra impregnada con
algodon, rayon, acoplamiento
Componentes acetato de
Az0icos y sus " componente y tratado Az0
composiciones | ° llj gsta y con una solucion de
poliester diazonio estabilizado y
sal
apel, o .
oliagrifonitrilo cianina, hemicianina,
- P " | aplicado desde bafios diazahemicina, difenilmetano,
Basicos nylon . s B :
7. de tintura &cida triarilmetano, azo, azina, xanteno,
modificado, o : )
. . acridina, oxazina y antraquinona
poliéster y tintas
, , aplicado desde neutro o
algodon, rayoén, . - . .
: ligeramente bafios azo, ftalocianina, estilbeno y
Directos papel, cuero y . . .
alcalinos que contienen oxazina
nylon 1
electrdlito
finas dispersiones
acuosas a menudo
aplicado por alta
poliéster, temperatura / presion o
. poliamida, temperatura mas baja | azo, antraquinona, estirilo, nitro y
Dispersos . , ) .
acetato, acrilico | métodos de portadora; benzodifuranona
y pléstica tinte puede ser
acolchado en tela 'y
horneado o
termofijados
jabones 'y
detergentes, de solucion, dispersion

Fluorescentes
abrillantadores

todas las fibras,
aceites, pinturas,

0 suspension en una
masa

estilbeno, pirazoles, cumarina 'y
naftalimidas

y plasticos

. alimentos,

Comida, , . .
farmacos y azo, antraquinona, carotenoide y
drogas y L
" productos triarilmetano
cosmético L

cosméticos
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lana, cueroy

aplicado junto con

Mordantes anodizado azo y antraquinona
. sales de Cr
aluminio
Oxidacion cabello, piel y aminas aromaticas y anilina negra e indeterminada
. fenoles oxidado en el
bases algodon estructuras
sustrato
sitio reactivo en
colorante reacciona con
grupo funcional en
Reactivos algodon, lana, fibra para unir azo, antraquinona', ﬂalocjapina,
seda y nylon colorante formazan, oxazina y basico
covalentemente bajo
influencia de calor y
pH (alcalino)
Plasticos,
gasolina,
barnices, lacas,
manchas, tintas,
grasas, aceites,
y ceras disolucion en el azo, trifenilmetano, antraquinona y
Solventes . L
plasticas, sustrato ftalocianina
gasolina,
barnices, lacas,
manchas, tintas,
grasas, aceites y
ceras
sustrato aromatico
vaciado con sulfuro de
- . . sodio y reoxidado a . .
sulfarico algodon y rayon | . : estructuras indeterminadas
insoluble que contiene
azufre productos en
fibra
colorantes insolubles
en agua solubilizados
Vat o tina algodon, rayon reduciendo con sodio antraqui_nona (incl_usq pqliciclico)
quinonas) e indigoides

y lana

hidrogenosulfito, luego
agotado en fibray
reoxidado

Fuente: (Hunger, 2003).
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COLORANTES SINTETICOS DE MAYOR USO EN LA INDUSTRIA

Azul indigo

El color indigo (Vat Blue 1), es un polvo cristalino azul oscuro que pertenece al grupo de
los tintes tina, los cuales permanecen sin fijarse entre el 5y el 20% durante el proceso de tefiido.
Este colorante se encuentra representado en la formula quimica C12H1002N2, aungue bien puede
ser de origen natural o sintético (Fig. 2). La estructura quimica del colorante indigo es un
sistema conformado por un grupo H-croméforos que consisten en un simple enlace doble entre
carbonos substituidos por dos donadores NH y dos aceptores CO. Es insoluble en agua, alcohol o
éter, lo cual sucede a causa de las fuerzas intermoleculares causadas por los puentes de
hidrégeno, sin embargo, es soluble en cloroformo, nitrobenceno, o acido sulfdrico concentrado.
Su uso més conocido es dentro de la industria textil, para dar color a la mezclilla (Quintero et al.,
2010).

ZT

N
O

Figura 2. Estructura quimica de Azul indigo (Zhu et al., 2016).
Rojo Congo

El rojo congo es un colorante azo a base de bencidina (Fig. 3) cuya estructura quimica es
Ca2H22NsNa20eS:. Tiene una alta solubilidad en solucién acuosa y es persistente una vez vertido
en un medio natural ya que durante el tefiido, aproximadamente el 15% del colorante termina en
aguas residuales (Chatterjee et al., 2010). Colorantes sintéticos como el rojo congo en un pH
acido (1- naftalenosulfénico, 3,30 - (4,40-bifenilenbis (azo)) bis (4- amino-) sal disddica) posee
facultades que dificultan el proceso de remocion en un medio natural debido a sus estructuras
aromaticas complejas que le brindan estabilidad fisicoquimica, térmica y Optica (Chatterjee et al.,

2009).
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Figura 3. Estructura quimica de Rojo Congo (Mahmoud, 2017).

Negro de Eriocromo T (Negro Azulado)

Elnegro de eriocromo T (2-hidroxi-1-(1-hidroxinaftil-2-az0)-6-nitro-naftalano-4-
sulfonato) es un colorante azoico anionico (Fig. 4) soluble en agua con la formula quimica
C20H12N307SNa. Este colorante contiene restos de hidroxinaftaleno y puede llegar a comportarse
como indicador de metales para determinar la dureza del agua. Negro de eriocromo T tiene tres
formas idnicas. La forma &cida de esta molécula (HzIn-form en pH<6.2) es de color rojo, la
forma natural del colorante (HIn?- en pH es entre 6.2 y 11.5) es azul y la forma bésica (In3- en pH
superior a 11.5) es rojo (Gholami et al., 2018). El negro de eriocromo T se utiliza mayormente en
textiles y cosméticos. Es resistente a la decoloracion por exposicion a la luz, el agua y otros

productos quimicos debido a su compleja estructura quimica (Karimi-Shamsabadi et al., 2017).

HO

T

NO,

Figura 4. Estructura quimica de Negro de Eriocromo T (Madouh et al., 2002).
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GENERALIDADES DE LOS HONGOS

Se cree que la antigua ciudad de Micenas es conocida con ese nombre gracias a un hongo:
mykes, e incluso la ciencia que estudia los hongos, la Micologia de igual forma le debe su
nombre a esta palabra en griego. Estos datos histéricos también nos revelan mucho con respecto
al uso y conocimiento que se les ha dado a estos organismos, ya que desde tiempos antiquisimos
se habia logrado la produccién de pan, vino y cerveza, entre otros productos a través de la
fermentacion que funciona con diferentes enzimas que los hongos poseen (Navarro et al., 2013).
No obstante, fue hasta 1969 que, Robert H. Whittaker clasifico a los hongos dentro del reino
fungi y agrupd a los seres vivos en cinco reinos a nivel bioldgico: Monera, Protista, fungi,
Plantae y Animalia (Kendrick et al., 2007).

Los hongos son organismos eucariotas que se presentan en diferentes formas y tamafos
(Gravesen et al., 1994). El tamafio se encuentra relacionado con el tipo de células fangicas
presentes ya que puede haber células individuales (encontradas en levaduras) o de extensas
cadenas cuya forma es oblonga con tamafios de 3-8 um x 5-15 um, con tricomas muy grandes
que contienen organelos y grandes granulos intracelulares (Sankaran et al., 2010). A nivel
mundial se estima que existen mas de 90,000 especies de hongos, con una lista que sigue
creciendo afio con afio. Aun asi, se calcula que pueden llegar a existir 1,5 millones de especies, lo
cual seria una relacién 5:1, debido principalmente en las interacciones de las plantas vasculares

con hongos en diferentes regiones del mundo (Hawksworth, 1991).

Hay una gran variedad de hongos, que se encuentran integrados por organismos macroscopicos y
microscopicos. En general se distinguen por ser eucariotas heterétrofos no moviles, con una
pared celular alrededor de la célula, que presenta notables diferencias con la pared celular de las
plantas ya que tiene distintos componentes entre los cuales destaca la quitina (Zaragoza, 2017).
También son un componente diverso de las comunidades microbianas del suelo, en las que
funcionan como descomponedores, mutualistas micorrizicos y patdgenos (O’Brien et al., 2005).
Como un organismo vivo los hongos presentan caracteristicas comunes tales como: la
irritabilidad, conductividad, contractilidad y la capacidad de reproduccion. También se

encuentran caracteristicas propias como: la ausencia de clorofila, (no pueden realizar la
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fotosintesis), asi que deben nutrirse a partir de materias organicas ya elaboradas (son
heterotrofos); poseen la capacidad de descomponer organismos muertos 0 sus productos
(saprofitos o saprétrofo) y obtener nutrientes de otros organismos vivos como huéspedes (Arenas,
2013).

Dentro de la misma idea, Arenas (2013), menciona la importancia de los hongos dentro de un
ecosistema, ya que pueden desintegrar o reciclar casi todos los restos organicos y permiten asi
completar el ciclo de la materia. Participan en la produccion del humus del suelo y también son
fundamentales para su fertilidad (proceso particularmente llamado biodesintegracion). Son vitales
en la biosfera, pero también participan en el biodeterioro, lo cual también ha ayudado a la
creacion de programas de control bioldgico teniendo como base a estos organismos. El uso que el
hombre le ha dado a los organismos del reino fungi ha sido vasto. Han estado presentes en varias
civilizaciones a través de los afios como parte de los procesos de fermentacion (Saccharomyces
cerevisiae) (Chen et al., 2017), en su gastronomia (Agaricus bisporus), también se han incluido
en tratamientos meédicos, en especial contra el cancer (Lentinula edodes), tratamientos contra el
VIH (Cordyceps sinensis). Los componentes de los hongos tienen antimicoticos, propiedades
antibacterianas, antioxidantes y antivirales, y han sido utilizados como insecticidas (Ahmad et al.,
2010).

En el campo de la biorremediacion los hongos han presentado facultades para la eliminacion de
contaminantes organicos recalcitrantes en aguas residuales y de suelos por medio de hongos de
pudricion blanca, debido a su produccién de enzimas modificadoras de la lignina extracelular,
que desempefian un papel crucial en la biotransformacion de contaminantes aromaticos
(Rajendran et al., 2017). Las caracteristicas ecoldgicas estratégicas que, aunadas a su ambiente
fisico como son temperatura, actividad acuosa y aerofilia, permiten que los hongos puedan
satisfacer sus requerimientos nutricionales. Los hongos patdgenos requieren tejido vivo para el
crecimiento, al menos durante una parte de su ciclo; en cambio, los hongos oportunistas son
necrotroficos o saprotroficos, es decir, usan componentes organicos generados por vertebrados o
compuestos organicos de invertebrados. De acuerdo al sustrato que utilizan, los hongos

necrotroficos pueden dividirse en queratinofilicos, lipofilicos, osmofilicos (que viven en
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ambiente con poca actividad acuosa), asi como urofilicos, coprofilicos y simbiontes enddgenos
(Bonifaz, 2010).

GENERO TRICHODERMA

Este género de hongos son saprotroficos que pueden habitar diferentes suelos funcionando
como organismo oportunistas y simbiontes avirulentos de plantas. Pueden adquirir un rol
benéfico para la planta en forma de micoparasitismo, competencia 0 antagonistas de patdgenos
(hongos, bacterias y nematodos) [Jalali et al., 2017]. También son conocidos dentro de la
industria textil al ser un degradador de colorantes en aguas residuales al secretar diferentes
enzimas y desarrollandose en sustratos formados por diferentes desechos encontrados en cuerpos

acuaticos (Gupta et al., 2013).

Estos hongos habitan principalmente en los ecosistemas terrestres (suelos agricolas, pastizales,
bosques y desiertos) y acuéticos (Zhang et al., 2005). Se reproducen en todo el mundo, teniendo
en su haber mas de 200 especies, caracterizandose por tener un rapido crecimiento en diversas
condiciones y diferentes tipos de sustratos (Skoneczny et al., 2015). Ademas, en un suelo natural,
Trichoderma spp., (Teleomorph Hypocrea) es un competidor pobre a comparacién de otros
organismos, no obstante, si se agrega una cantidad adecuada de nutrientes puede desarrollar un
crecimiento efectivo (Coventry et al., 2006). Sus requerimientos para nutrirse son elementos
comunes dentro de la materia organica o desechos vegetales en descomposicion, como la
hojarasca, siendo esta rica en celulosa (Jiang et al., 2014). Para que el micelio se pueda
desarrollar, la temperatura adecuada del ambiente debe ser de entre 20 y 28 °C, sin embargo
pueden llegar a adaptarse y sobrevivir en condiciones extremas de temperatura, pH y salinidad
ya que su crecimiento también se puede dar a temperaturas de entre 6 a 32 °C (Romero et al.,
2009).

Los miembros del género Trichoderma tienen el potencial de sintetizar y liberar enzimas como
polisacarasas, celulasas, xilanasas y quitinasas, las cuales se han aprovechado en procesos
industriales (Hermosa et al., 2012). El aprovechamiento comercial de estas enzimas es diverso,
ya que se utilizan para producir detergente de ropa, aceite de oliva, vino, cerveza, jugos,
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alimentos para animales y en la produccion de algunos combustibles (Verma et al., 2007). Por
ejemplo, las celulasas de T. reesei se emplea en el blanqueo de pulpa de papel y son una
alternativa al blanqueo aplicando cloro, evitando el problema ambiental del cloro que surge por
dicho proceso (Buchert et al., 1994).

CLASIFICACION TAXONOMICA DE TRICHODERMA SPP.

Los primeros registros de la palabra Trichoderma tiene una antigiiedad de méas de 200
afios. Este término que fue acufiado en 1794 por Persoon y el cual vinculo a un estado sexual de
la especie Hypocrea (Schuster et al., 2010). Trichoderma spp., es un grupo de hongos
filamentosos, que puede ser desglosado taxonémicamente en: Reino Mycetae (fungi), division
Eumycota, subdivision Deuteromycotina, clase Hyphomycetes, orden Hyphales (Moniliales) y
familia Moniliaceae (Delira et al., 2009). Clasificacion también defendida por Zhang (et al.,

2005). Su clasificacion taxondmica seria la siguiente:

Tabla 2. Jerarquia taxonémica de Trichoderma spp.

Reino Fungi

Divisién Eumycota

Subdivision Deuteromycota

Clase Hyphomycetes

Orden Moniliales

Familia Moniliaceae

Género Trichoderma

Fuente: (Zhang et al., 2005).

Hoy en dia se cuenta con una fuerte evidencia de que el género Trichoderma, es joven y sigue

evolucionando con distintas formas intermedias (Lieckfeldt et al., 1999).
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TRICHODERMA HARZIANUM

El hongo T. harzianum (Rifai) tiene la capacidad de producir diferentes compuestos
antibioticos. Su colonizacion se ve facilitada por la generacién de metabolitos antifungicos,
quitinasas, glucanasas y enzimas hidroliticas que degradan los componentes de la pared celular
de muchos microorganismos, que luego pueden utilizarse como fuente de nutrientes (Krupke et
al., 2003).

El micelio de T. harzianum tiene un color blanco cuando se encuentra en una fase temprana de
crecimiento. Aungue eventualmente adquiere un color verde oscuro, posterior a la esporulacion.
El crecimiento y maduracion de colonias se ve favorecido, gracias a su facil adaptacion a
diferentes medios, ya que pueden encontrarse en un pH &cido de 4.5-5, localidades secas y
templadas o templadas y frias, en areas con un excesivo contenido de humedad y en lugares con
un alto contenido en bidxido de carbono en la atmoésfera. Estos factores impulsan un rapido

desarrollo del organismo y una distribucion amplia del hongo (Romero et al., 2009).

Las caracteristicas microscopicas de Trichoderma presentan hifa fungica que mide de 5-10 p de
diametro en las cuales se forman clamidosporas intercaladas, que a veces pueden llegar a
fusionarse. Su esporulacion es de tipo asexual que ocurre cuando las esporas de 3-5 U de
diametro son liberadas. Los sistemas de ramificacién presentan una formacién piramidal en
donde se encuentran los conididforos de color verde con un tamafio regular de 62,5- 69 x 3-4,7
pum. De la misma forma los conidi6foros forman estructuras llamadas clamidosporas que se
presentan de forma intercalada y formadas por el micelio, ademas de ser subglobosas (Fig. 5), de

pared dentada, color verde suave y un tamafio de 12,5-10 um (Bissett, 1991).
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Figura 5. Conidiéforos de T. harzianum (Romero-Arenas et al., 2009).

TRICHODERMA ATROVIRIDE

Posee hifas hialinas anchas con engrosamientos irregulares de la pared, que pueden llegar
a ser lisas o0 en ocasiones rugosas. Sus clamidosporas estan situadas de forma intercalada o
pueden ser terminales en ramas cortas cuando el micelio se encuentra sumergido o en hifas
aéreas, aungque no es muy frecuente este Gltimo estado. Los conidios se caracterizan por ser
globosos vy lisos (Fig. 6). Son abundantes de color verde oscuro con una superficie en el micelio

que puede variar de costrosa a granular (Bisett, 1992).

Figura 6. Conidioforos de Trichoderma atroviride (Osorio et al., 2013).
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TRICHODERMA VIRIDE

El hongo Trichoderma viride. Ha sido investigado anteriormente profundizando en sus
funciones como fungicida y biofertilizante. El cultivo de T. viride utilizando aguas industriales
con residuos de almidén y PDA como medio para la produccion de biofertilizante, se ha
empleado para demostrar la reduccion en la volatilizacion de NH3 en un suelo alcalino
mejorando simultaneamente la utilizacién de fertilizante por sorgo dulce (Wang-Xu et al., 2017).
Dentro de la especie Trichoderma viride se encuentran demasiados caracteres morfologicos que
pueden ser facilmente vinculados con otras especies razon por la cual confundirlas entre ellas es
comun. Los rasgos morfoldgicos de los conidios se muestran conspicuos, con forma globosa a
subglobosa (Fig. 7), su relacién de longitud / anchura es de 1.1 y 1.2 um, con una gran cantidad

de verrugas ampliamente redondeadas (Lieckfeldt et al. 1999).

Figura 7. Conidiéforos de Trichoderma viride (Vigo, 2011).
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JUSTIFICACION

Una gran cantidad de contaminantes en forma de colorantes son desechados en aguas
residuales, provenientes de diferentes industrias como la textil, papelera, cosméticos, etc. Estos
desechos generan una fuerte preocupacion, debido a la toxicidad que representa para diferentes
formas de vida. Se sabe que los colorantes sintéticos resultan ser carcinogénicos para las personas
que se encuentran en contacto con ellos, ademas afectan gravemente a la flora y fauna marina ya
que son compuestos de sustancias estables al ataque de la luz, la temperatura y los
microrganismos, resultando en compuestos recalcitrantes de baja velocidad en el proceso de

despolimerizacion.

Los problemas relacionados con la salud y el deterioro de un ecosistema se encuentran ligadas a
la produccion de sustancias toxicas, entre las mas comunes se encuentran los desechos de la
industria textilera, que en su gran mayoria son colorantes sintéticos. Las tecnologias fisico-
quimicas son las mas utilizadas para tratar aguas residuales, sin embargo, existen diferentes
dificultades para que se establezcan completamente como métodos adecuados para la eliminacién
de toxicos, esto debido a que su costo llega a ser muy elevado, son dificiles de manejar y no

poseen un porcentaje alto de efectividad en su producto final.

Los anteriores problemas mencionados son preocupantes puesto que muchos empresarios en
México poseen empresas pequefias, razon por la cual deciden omitir este proceso de remocion
para las sustancias toxicas debido a su alto costo. Los empresarios con mayor capital utilizan
dichos métodos pero la complejidad que representa el uso de estas tecnologias provoca un
resultado ineficiente y problematico en gran parte del tiempo debido a que pueden llegar a crear

un grado mas alto de contaminacién.

Debido a lo anterior, es necesario la busqueda de tratamientos que funcionen de manera efectiva,
gue sean compatibles con el ambiente y sean econémicamente accesibles. En el presente trabajo
abordara un tipo de biorremediacién vinculado al uso de hongos y en especifico a tres cepas

pertenecientes al género Trichoderma (viride, atroviride y harzianum). Los estudios hechos con
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hongos de este género son escasos, sin embargo han demostrado ser eficientes de acuerdo a su
capacidad para absorber y degradar compuestos tdxicos de forma rapida, puesto que estos no
necesitan luz solar, crecen en lugares hiumedos y son propensos a crecer en pH acido. Aunado a
esto, su obtencion no representa altos costos ya que su produccion no es realmente compleja y el
manejo de estos organismos no posee grandes dificultades, debido a que muestra una gran

afinidad a diferentes desechos quimicos.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la viabilidad de remocion de colorantes industriales con el uso de cepas nativas de
Trichoderma spp., en condiciones de laboratorio.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Evaluar la tasa de desarrollo y la velocidad de crecimiento de tres cepas de Trichoderma
spp., a diferentes concentraciones de los colorantes: azul indigo, rojo congo y negro de
ericromo T.

b) Determinar el porcentaje de esporulacion de tres cepas de Trichoderma spp., en
diferentes concentraciones de los colorantes industriales: azul indigo, rojo congo y negro
de eriocromo T

c) Evaluar el porcentaje de remocion de tres cepas de Trichoderma spp. en los colorantes
industriales: azul indigo, rojo congo y negro de eriocromo T
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HIPOTESIS

Las cepas nativas de Trichoderma spp., presentaran alta capacidad para la remocion de
colorantes industriales (azul indigo, rojo congo y negro de eriocromo T), sin ver afectado su

desarrollo y crecimiento.
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METODOLOGIA

El experimento se desarroll6 en el laboratorio 204 de Hongos y Patologia vegetal dentro
del Centro de Agroecologia del Ecocampus-Valsequillo (Val-1) de la Benemérita Universidad
Autonoma de Puebla (BUAP). Las cepas nativas de Trichoderma harzianum, Trichoderma viride
y Trichoderma atroviride, empleadas en el estudio se encuentran almacenadas en la coleccion
bioldgica del laboratorio 204. Los colorantes azul indigo, negro de eriocromo T y rojo congo

fueron obtenidos en la facultad de Ciencias Quimicas de la BUAP.

MEDIOS DE CULTIVO

Los medios de cultivo se realizaron por esterilizacion himeda en autoclavea 121 °Cy
15 Ib (Romero et al., 2013)., posteriormente, se vertieron 30 mL de medio dextrosa de papa (BD
Bioxon de 450 g.) en cajas Petri, una vez gelificado y pasado el tiempo de verificacion de
esterilidad, se inocula en condiciones de higiene, lavando una meza con agua y jabon,
consecuentemente se limpia, se desinfecta con alcohol y se colocan dos mecheros a lado de la
caja Petri que va a ser inoculada con discos de cada una de las cepas del genero Trichoderma
para evitar en mayor medida posible la contaminacion del medio por parte de bacterias u otros

hongos.

Una vez realizada la esterilizacion, se inicid con el experimento al formar un grupo testigo
(Fig.8) hecho solamente con agua destilada (250 mL) y PDA (9.75 gr). Posteriormente se vertio
el medio en 9 cajas Petri necesarias para las tres repeticiones por cada cepa de Trichoderma (tres
cajas por cepa). Este grupo testigo sirvié como punto de comparacion entre un medio normal y
uno con colorantes para observar los cambios en el crecimiento de las cepas (Fig.11).

Las cepas del genero Trichoderma fueron inoculadas con un solo disco en un medio de cultivo
con los nutrientes adecuados, ademas fueron vertidos tres tipos de colorantes en las placas Petri
con PDA a diferentes concentraciones (100%, 75% y 25%) con tres repeticiones para cada

concentracion (Fig. 9y 10).
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Figura 8. Preparacidn de agar dextrosa de papa gelificado e inoculacion del grupo testigo con

tres cepas de Trichoderma spp.

PREPARACION DE LOS COLORANTES

El primer experimento consistio en realizar medios de cultivo con agar de dextrosa de
papa (PDA) mezclado con el colorante azul indigo, negro de eriocromo T y rojo congo. Los
medios de cultivo se prepararon en frascos al verter 17. 55 g de PDA en 450 mL de agua

destilada, posteriormente se esteriliz6 en autoclave (Singh et al., 2012).

Se empled 1 g de acuerdo al peso molecular de cada colorante, en 100 mL de agua destilada,
posteriormente se realizaron disoluciones en tres diferentes frascos para lograr concentraciones al
100%, 75% y 25%. En cuanto a las repeticiones por cajas Petri, se emplearon tres cajas para cada
una de las cepas y se inocularon en 30 mL de PDA, en adicion a las diferentes concentraciones de
los colorantes (Fig. 12, 13y 14).
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Figura 9. Preparacion del agar de dextrosa de papa gelificado con colorantes a diferentes

concentraciones.

Figura 10. Vertido del agar de dextrosa de papa con el colorante azul indigo en cajas Petri.
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Figura 11. Grupo testigo, PDA inoculado con Trichoderma harzianum, Trichoderma viride y

Trichoderma atroviride, con repeticiones de tres placas por cada cepa.
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Figura 12. Grupos experimentales PDA + Rojo congo (696.665 P.M., a1 M) inoculado con
Trichoderma harzianum, Trichoderma viride y Trichoderma atroviride, a concentraciones de 100

%, 75%, y 25% con repeticiones de tres placas por cada cepa.
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Figura 13. Grupos experimentales PDA + Azul indigo (266.27 P.M., a 1 M) inoculado con
Trichoderma harzianum, Trichoderma viride y Trichoderma atroviride, a concentraciones de 100

%, 75%, y 25% con repeticiones de tres placas por cada cepa.
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Figura 14. Grupos experimentales PDA + Negro de eriocromo T (461,381 P.M., a1 M)
inoculado con Trichoderma harzianum, Trichoderma viride y Trichoderma atroviride, a

concentraciones de 100 %, 75%, y 25% con repeticiones de tres placas por cada cepa.

DETERMINACION DE LA TASA DE CRECIMIENTO Y DESARROLLO

Se calculé la tasa de desarrollo y la velocidad de crecimiento (TD= VC inicial-VC
final/nimero de dias) para comparar la diferencia de comportamiento entre cepas (Romero-
Arenas et al., 2012), para ello se traza un eje sobre las cajas Petri tomando como referencia el
centro del implante y se mide diariamente con una regla (Carrefio et al., 2013). Ademas, se
determind el pH inicial con un potenciometro modelo PHI 34 marca Beckman (Fig.15) provisto

con un electrodo para solidos (Vazquez et al., 2002).
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Figura 15. Mediciones de pH de los tres colorantes a diferentes concentraciones.

CONTEO DE ESPORAS

Se inocularon discos de todos los tratamientos en tubos de ensayo con capacidad de 10
mL, que contenian agua destilada estéril e inoculados con un disco de 0.5 cm de diametro
(Agamez et al., 2008), provenientes de cada una de las tres cepas que se obtuvieron de las cajas
Petri con cada uno de los colorantes a diferentes concentraciones y de los tratamientos testigo,
para realizar disoluciones de 1 X 108 Posteriormente los tubos fueron agitados en un vortex
(Nascimento et al., 2011).

Para obtener el nimero total de esporas, se observo una gota de 1 ml (calibrada con micropipeta)
proveniente de las diferentes concentraciones con esporas en una camara de Neubauer

(Lumycite, Propper Manufacturing Co. Inc. Long Island, NY) (Romero et al., 2013).

ANALISIS ESPECTROFOTOMETRICO

Para realizar el analisis espectrofotométrico se midio la absorbancia de las muestras
hechas con las diferentes concentraciones de azul indigo, rojo congo y negro de eriocromo T,
para este proceso se evito la filtracién de solidos con papel de filtro Whatman No. 1 (Fig.16)
que dejaba pasar el liquido a través de una maquina de succién al vacio ¥ Hp (Singh et al.,

2012). Ya filtrado el liquido sobrenadante, se centrifugo a 5,000 rpm durante 5 minutos, para ser
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colocado en una placa de plastico (Fig.17) (Namasivayam et al., 2002). Para las lecturas de
absorbancia se utilizé un espectrofotdometro Thermo Spectronic (Fig.18) utilizando longitudes de
onda con un rango de 494 nm (para rojo acido), 700 nm (para azul indigo) y 430 nm (negro de
eriocromo T) y se anotaron los resultados de cada una de las lecturas hechas durante siete dias
(Cardona et al., 2009).

PORCENTAJE DE DECOLORACION DEL COLORANTE

La siguiente formula de Singh et al. (2017) fue utilizada para medir la absorbancia del

colorante:

) ) Absorvancia inicial — Absorvancia final
Porcentaje de tinte degradado = — x 100
Absorvancia inicial

Figura 16. Filtracion del colorante.
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Figura 17. Colorante en placa de pléastico.

Figura 18. Lecturas en espectrofotometro.
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ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se procesaron utilizando el programa SPSS Statistics version 17 para Windows.
Posteriormente, se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) ademéas de aplicar una prueba
Tukey-Kramer de comparaciones multiples (o = 0.05) para determinar las diferencias estadisticas

entre tratamientos (Romero et al., 2013).
Se realizaron tablas para graficar las diferencias que existieron en el numero de esporas Yy el

porcentaje de remocién con el software Microsoft Excel 2010. Las diferencias se realizaron en

relacién a las cepas por concentracion de colorante (Mendoza et al., 2011).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Las mediciones hechas solamente al tratamiento testigo (Fig.20) con un pH: 6.1,
sefialaron una velocidad de crecimiento mas rapida en los tratamientos inoculados con discos de
Trichoderma viride, en comparacion con las otras dos cepas. Sin embargo cuando se comparo la
velocidad de crecimiento del tratamiento testigo con los tratamientos hechos a base de los
colorantes, se observo que los tratamientos hechos con negro de eriocromo T mostraron una
respuesta de crecimiento mas rapida, ademas de ser el colorante con el crecimiento de biomasa
mas abundante. En cuanto a la velocidad de crecimiento méas lenta, se pudo observar a la cepa
Trichoderma atroviride, creciendo en aquellos tratamientos hechos con el colorante azul indigo
en todas las concentraciones, pero con una inhibicion de crecimiento mas pronunciada en la
concentracion al 100%, ademas de mostrar una biomasa menor a la encontrada en negro de
eriocromo T, pero mayor a aquella observada en rojo congo. El micelio en los tratamientos
hechos con rojo congo crecio a una velocidad similar al tratamiento testigo, la biomasa en
general fue practicamente escasa, no solo en T. atroviride, ya que el resto de las cepas tuvieron
una generacién exigua de esta. La cepa Trichoderma harzianum fue la Unica con crecimiento

homogéneo en todos los tratamientos.

En cuanto a la tasa de desarrollo, las diferencias fueron méas notorias, ya que la cepa Trichoderma
viride mostrdé una tasa reducida en el colorante azul indigo, sin mostrar una gran diferencia en
todas sus concentraciones. Trichoderma harzianum mostro la mayor tasa de desarrollo en los
tratamientos elaborados con negro de eriocromo T, notdndose un indice mayor de desarrollo en
las concentraciones al 75 y 25%.

VELOCIDAD DE CRECIMIENTO Y TASA DE DESARROLLO

Las tablas 3 y 4 presentan diferencias entre la velocidad de crecimiento y la tasa de
desarrollo, teniendo en el grupo de crecimiento a la letra (2) como aquellas cepas que se
comportaron de forma igual o similar al grupo testigo en comparacion con las que crecieron en el

colorante, la letra (b) representa a aquellas cepas que tuvieron un proceso mas rapido de
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crecimiento en los tratamientos hechos con colorante en comparacion al grupo testigo, y la letra
(c) representa a aquellos tratamientos con colorantes en los cuales las cepas utilizadas vieron
inhibido su crecimiento o desarrollo en comparacion con los grupos testigos.

El efecto de los colorantes en el crecimiento de las tres cepas utilizadas, mostraron una
distribucion variada, (Fig.19) entre los tratamientos a diferentes concentraciones (100%, 75%,

25%) mas el grupo testigo.
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Tabla 3. Velocidad de crecimiento de tres cepas del genero Trichoderma en los colorantes azul

Media

Colorante
(%) Cepa

D.Estandar

Crecimiento

indigo, rojo congo y negro de eriocromo T a diferentes concentraciones.

Grupo
Testigo

5000

.00000

.00000

.00826

.00000

.00000

01651

02477

.00000

Colorante
(%) Cepa

Media

(o o L [ [ T TR N TS

04948

D.Estandar

L (oo o (oo (o (o |

Grupo
Testigo

A667

10104

14434

.04330

.03819

.00000

.02500

.02887

01443

Colorante
(%) Cepa

[ o o o o o T T T I

01443

Q[ o [T [ [0 (o

Grupo

Media D.Estandar Testigo
2334 + 01651 C
.3666 + 01651 C
3762 + 02184 C
2095 + 02184 C
4714 + .04948 a
.5000 + .00000 a
2857 + .02860 C
5000 + .00000 a
5000 + .00000 a

D.Estandar

D.Estandar

D.Estandar

Fuente: propia.
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Tabla 4. Tasa desarrollo de tres cepas del genero Trichoderma en los colorantes azul indigo, rojo

Colorante
(%) Cepa

Colorante
(%) Cepa

Colorante
(%) Cepa

Media

D.Estandar

congo y negro de eriocromo T a diferentes concentraciones.

Crecimiento|

Grupo
Testigo

.5000

.85203

.80829

.85203

.06927

.00000

45717

.91652

.69282

Media

H [+ [+

.34641

D.Estandar

O |T|IT(o|T|Io|o|o

Grupo
Testigo

.1500

.08660

.60622

45826

.15000

17321

.25981

.67639

.15000

H [+ [+

43301

oOjo|T|IT(ojo|o|o|o

Grupo

Media D.Estandar Testigo
.5667 + A5717 a
.5000 + .70000 c
.9667 + .76163 b
.8667 + .06927 b
.2000 + 21244 c
4333 + 40415 o]
.3667 + .06927 c
.2667 + 40415 c
.7667 + 45832 b

D.Estandar

0,40415

D.Estandar

0,40415

D.Estandar

Fuente: propia.
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RC-T.atroviride (100%)
OAIl-T.harzianum (75%)
NET-T.viride (75%)
ORC-T.atroviride (75%)
Al-T.harzianum (25%)
NET-T.viride (25%)
RC-T.atroviride (25%)

Figura 19. Distribucion de datos relacionados a la velocidad de crecimientos para las diferentes

cepas de Trichoderma spp. En los colorantes azul indigo, rojo congo y negro de eriocromo T

hechos en tres diferentes concentraciones (100%, 75%, 25%,)
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Figura 20. Grupos testigos: a) T. atroviride b) T. viride y ¢) T. harzianum en medio PDA.
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Conteo de esporas

Los medios de PDA presentaron resultados con diferencias significativas (P<0.05), con
respecto a la produccion de esporas, que se pudo encontrar por cada cepa. El conteo de esporas en
Trichoderma viride, dio un total de 274 esporas, una vez que se terminaron de contar todas las
esporas encontradas en los 8 cuadros de la cdmara de Neubauer. Trichoderma atroviride, mostro
un total de 541 esporas, numero que termino siendo superado por las 739 esporas de Trichoderma
harzianum (Fig. 21), con estos datos se puede determinar que las cepas actuaron de forma
normal en cuanto a la generacion de esporas, sin embargo Trichoderma viride debido a su baja
tasa de desarrollo y esporulacion, puede inferirse que podria tener mejores resultados en un

medio con mas nutrientes (Singh et al., 2007).

a b c

Figura 21. No. Esporas: a) Trichoderma atroviride, b) Trichoderma viride y c) Trichoderma

harzianum, vistas en camara de Neubauer “Grupo testigo”.
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NEGRO DE ERIOCROMO T

Crecimiento y desarrollo del micelio

En cuanto al crecimiento del micelio en negro de eriocromo T (pH: 6.2), los resultados
observados en los diferentes tratamientos fueron categéricos; los diferentes tratamientos con las
tres cepas de Trichoderma spp., mostraron resultados desde el primer dia, observandose un halo
de micelio bien formado en donde se habia colocado el disco de las cepas, alrededor del halo de
micelio se presento un color azul, lo cual indica que el micelio habia empezado por absorber el
colorante, degradandolo en el interior de sus células, como lo reporta Tatarko et al. (1997) con

rojo congo.

El crecimiento de las cepas en los diferentes tratamientos: 100% (Fig. 22), 75% (Fig. 23), y 25%
(Fig. 24), se llegd a distinguir que el micelio habia cubierto toda la placa, Ilegando al limite (3,5
cm) en el cuarto dia. La esporulacion fue notable al generar una gran cantidad de biomasa en
comparacion a los tratamientos con rojo congo y azul indigo, sin embargo, vale la pena
mencionar que la coloracion del micelio paso de blanco a verde y posteriormente a un color
amarillento para todas las cepas, en el colorante Negro de eriocromo T, lo que puede indicar un
comportamiento diferente para las cepas de Trichoderma spp., debido al nivel de pH como lo

menciona Kaushal et al., (2017).
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Figura 22. Decoloracion de NET en medio de PDA: a) T. atroviride, b) T. viride y

¢) T. harzianum, en una concentracion al 100%.
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Figura 23. Decoloracion de NET en medio de PDA: a) T. atroviride, b) T. viride y

¢) T. harzianum, en una concentracién al 75%.
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Figura 24. Decoloracion de NET en medio de PDA: a) T. atroviride, b) T. viride y

¢) T. harzianum, en una concentracién al 25%.
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Conteo de esporas

En cuanto a la produccién de esporas, cada cepa mostré una gran proliferacion con
diferencias significativas (Fig. 25), T. atroviride en la concentracion al 100% mostr6 un total de
1,138 esporas (al sumarse todas las esporas contadas en 8 segmentos de la cdmara de Neubauer).
Mientras que en la cepa T. harzianum, el nimero de esporas obtenido a una concentracion al
100% fue de 1,017. La cepa de T. viride mostro resultados méas bajos en comparacion a las cepas
T. atroviride y T. harzianum; ya que el numero total de esporas fue de 909 en la concentracion al

100% de Negro de eriocromo T.

a b c

Figura 25. Esporas de: a) T. atroviride, b) T. viride y ¢) T. harzianum, en NET al 100%.

En el 75% de concentracion, se obtuvo un total de 1,258 esporas en el conteo hecho para
T. atroviride, en el conteo para T. viride, el nimero de esporas observadas obtenidas no difirieron
mucho en cantidad (965) con respecto a T. atroviride, sin embargo, el verdadero cambio se notd
en el nimero de esporas observadas en la cepa T. harzianum, pues el niUmero total de esporas

encontradas fue de 2,361, mostrando el doble de esporas encontradas (Fig. 26).
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Figura 26. Esporas de: a) T. atroviride, b) T. viride y ¢) T. harzianum, en NET al 75%.

Al observar la concentracidn hecha al 25% de colorante NET, los cambios fueron significativos,
pues la cantidad de esporas disminuyo marcadamente. La produccion de esporas entre las tres
cepas no tuvieron comportamientos diferentes entre si, ya que T. harzianum, tuvo un total de 120
esporas, T. atroviride, pudo desarrollar 173 esporas y T. viride, fue la cepa con mayor numero de
esporas al generar solo 272. Mostrando que a mayor concentracion de colorante NET, las cepas
esporulan mas, pero sin observarse una gran diferencia con respecto a concentraciones mas bajas

del colorante (Fig. 27).

a b c

Figura 27. Esporas de: a) T. atroviride, b) T. viride y ¢) T. harzianum, en NET al 25%.
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Espectrofotometria

En el tratamiento de negro de eriocromo T con extracto de malta (461,381 P.M., a 1 M),
se pudo apreciar el proceso de remocion alrededor del hongo, ademas de provocar una gran
precipitacion al fondo del tubo (Fig. 28) aumentando su accion en concentraciones al 75 y 25%.

)

<
Figura 28. Absorcion y remocion de NET (461,381 P.M., a 1 M), con Trichoderma atroviride al

75y 25% de concentracion.

Las tres cepas en la concentracion al 100% mostraron un comportamiento muy similar entre ellas

(Fig. 29 y 30), al obtener un porcentaje de remocion del 46% para T. viride, 48% en la cepa T.

harzianum y 50% de degradacion en T. atroviride.
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C

Figura 30. Cepas: a) T. atroviride b) T. viride y c) T. harzianum, en NET al 100%.

En concentraciones al 75% de negro de eriocromo T la Unica cepa que mostro un porcentaje de
remocion menor en comparacion a la concentracién hecha al 25% fue T. harzianum, mostrando
un 41% de remocion, mientras que T. viride y T. atroviride, presentaron un 61% de remocién
(Fig. 31y 32).
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a D C

Figura 32. Cepas: a) T. atroviride b) T. viride y ¢) T. harzianum, en NET al 75%.

Las cepas del genero Trichoderma registraron un 60% de remocién en una concentracion al 25%
de colorante (Fig. 33y 34).
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a b e

Figura 34. Cepas: a) T. atroviride b) T. viride y ¢) T. harzianum, en NET al 25%.

Dentro de los métodos fisico-quimicos que podemos encontrar en algunos estudios con el NET,
existe el uso de Acido policarbono hibrido reticulado hidrofébico y residuos de acido glutamico.
Saleh et al. (2016) registraron unicamente la adsorcion del negro de eriocromo T (1000 mg/L),
con imagenes y escribiendo sus observaciones, detalla el proceso de adsorcién por el APHRH
(Acido policarbono hibrido reticulado hidrofébico); el cual alcanzo un estado de equilibrio dentro

de los 30 min., para terminar con una remocién del 100%.
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En la (Fig. 35), se observa el cambio de oscuro a claro, lo cual indica que las moléculas de NET
en la solucion se adsorben después 60 min. Mostrando que el NET en la solucion puede separarse

y eliminarse en poco tiempo con APHRH como adsorbente.

-
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water

Figura 35. Degradacion de Negro eriocromo T documentada por Saleh et al. (2016).

Mientras que las pruebas realizadas por Karimi et al. (2017) al utilizar NiO-ZnO dopado en nano-
zeolitas como método para la foto-degradacion de negro de eriocromo T, encontrd que la mejor
combinacion para la degradacion fotocatalitica fue: NiO11.20 -ZNOe.0% -NZX, registrandose en la

region UV (atribuidos a los anillos aromaticos) y desaparecieron por completo en 90 minutos.

Sin embargo, a pesar de la alta efectividad mostrada por los métodos anteriores; se debe hacer
mencion del alto costo que estos materiales representan para su adquisicion y la complejidad del

método para poder ser utilizado.

Los documentos relacionados a la fitoremediacién por medio de hongos en realidad son escasos,
en especial con el negro de eriocromo T, sin embargo, Kumari (2015), realizé un estudio tratando
la biodegradacién del negro de eriocromo T (50 mL), utilizando hongos Basidiomicetes (Seta de
ostra rosa), dado que son hongos que degradan y sintetizan la lignina peroxidasa, manganeso
peroxidasa y lacasa, por lo tanto, son capaces de remover una amplia gama de compuestos
organicos recalcitrantes, cancerigenos y toxicos; entre ellos varios colorantes. Los resultados
obtenidos en la presente investigacion, muestran una decoloracion hasta el tercer dia, en un
medio liquido hecho a través de extracto de malta, registrando una absorbancia maxima a 400-

500 nm. Teniendo en este rango un 35% de remocion con el género Trichoderma.
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AZzUL INDIGO

Crecimiento y desarrollo del micelio

La velocidad en el crecimiento del micelio registrado en los tratamientos hechos con azul
indigo (pH: 7.7) fue mas lento en comparacion a la velocidad del crecimiento observado en los
otros dos colorantes. Trichoderma viride y Trichoderma harzianum lograron invadir
completamente el agar de la placa a los 7 dias después de la inoculacion, a excepcion de la cepa

T. atroviride, la cual termino de cubrir la placa de PDA a los 6 dias.

La biomasa acumulada fue menor en la concentracion mas alta del colorante (Fig. 36) sin
embargo, vale la pena recalcar que los tratamientos correspondientes a las concentraciones de
azul indigo al 75 y 25%, mostraron un mayor crecimiento (Fig. 37 y 38). La biomasa generada en
todos los tratamientos fue de acuerdo a lo registrado en otros estudios; ya que la coloracion del
micelio pas6 de tener un color blanco a un color verde, resultando en tener un crecimiento

normal.
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Figura 36. Decoloracion de azul indigo en medio de PDA: a) T. atroviride, b) T. viridey ¢) T.

harzianum en una concentracion al 100%
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Figura 37. Decoloracion de azul indigo en medio de PDA: a) T. atroviride, b) T. viride y ¢) T.

harzianum en una concentracién al 75%
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Figura 38. Decoloracion de azul indigo en medio de PDA: a) T. atroviride, b) T. viridey ¢) T.

harzianum en una concentracién al 25%
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Conteo de esporas

El ndmero de produccion de esporas encontrado en los tratamientos hechos con azul
indigo arrojé nimeros menores que aquellos encontrados en los otros colorantes. Los resultados
obtenidos en los tratamientos al 100% dieron un namero total de esporas para T. atroviride de
631 esporas y en T. harzianum se contaron 406 esporas. Aunque existio una diferencia
pronunciada en los tratamientos hechos en concentraciones al 100% en T. viride, ya que se
observo un total 889 espora (Fig. 39).

a b c

Figura 39. Esporas de: a) T. atroviride, b) T. viride y ¢) T. harzianum, en Azul indigo al 100%

T. viride en la concentracion al 75% gener6 un total de 189 esporas, T. harzianum no tuvo un
cambio importante en relacion al nimero de esporas, presentando 174. Mientras que T. atroviride
mostrd un total de 247 esporas, teniendo como resultado, que las cepas actuaron de forma similar

en la produccién de esporas (Fig. 40).
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a b

Figura 40. Esporas de: a) T. atroviride, b) T. viride y ¢) T. harzianum, en Azul indigo al 75%

Trichoderma viride a una concentracion del 25%, tuvo como resultado ser la cepa con una
generacion de esporas mas baja dentro de todos los tratamientos; debido a que solo genero 139
esporas. T. harzianum generd un total de 163 esporas y la cepa que presento el valor méas alto fue
T. atroviride con 358. Con estos resultados es facil inferir que a mayores concentraciones del
colorante Azul indigo, la produccién de esporas aumenta para todas las cepas; ya que los

tratamientos al 100% mostraron mejores respuestas al momento de formar esporas (Fig. 41).

a b c

Figura 41. Esporas de: a) T. atroviride, b) T. viride y ¢) T. harzianum, en Azul indigo al 25%
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Espectrofotometria

Al igual que en el resto de colorantes utilizados, las cepas del genero Trichoderma
tuvieron la capacidad de actuar como quelato para la precipitacion y acumulacién de azul indigo

(266.27 P.M., a 1 M), pero solo en algunas concentraciones (75% Yy 25%) fue mas notoria esta

capacidad (Fig. 42).

Figura 42. Absorcion y remocion de azul indigo (266.27 P.M., a 1 M) con la cepa Trichoderma
viride al 75% y 25% de colorante.

Los datos recabados para analizar los porcentajes de absorbancia en el azul indigo sefialan
resultados similares en los tratamientos al 100% de colorante, ya que la cepa T. harzianumy T.
viride muestran un 46% de remocion, teniendo un resultado diferente en la cepa T. atroviride

con un 50% (Figuras 43 y 44).
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Figura 44. Cepas: a) T. atroviride, b) T. viride y ¢) T. harzianum en azul indigo al 100%

Los resultados encontrados en los tratamientos realizados con 75% de colorante, sefialaron una
mayor decoloracion, ya que T. atroviride tuvo un 66% de remocion, mientras que la cepa

Trichoderma harzianum mostro un 75% de remocién del colorante. La cepa Trichoderma viride,
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tuvo el valor mas alto de remocion al tener un 87% en los registros hechos con el

espectrofotometro (Fig. 45y 46).

a b c

Figura 46. Cepas: a) T. atroviride, b) T. viride y ¢) T. harzianum en azul indigo al 75%

Los tratamientos constituidos a una concentracion del 25% de azul indigo, presentaron un mayor
porcentaje de decoloracidn y por lo tanto de remocién, encontrandose la cepa T. harzianum con
un 70% de remocion, siendo esta la de menor efectividad en comparacién a las cepas
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T. atroviride y Trichoderma viride, ya que estas fueron capaces de obtener un 86% de remocion

(Fig. 47 y 48).

Figura 47. T. atroviride, T.viridey T. harzianum en una concentracion al 25% de azul indigo.

b c

Figura 48. Cepas: a) T. atroviride, b) T. viride y ) T. harzianum en azul indigo al 25%

Para verificar los resultados presentes en esta tesis, vale la pena realizar una comparacién con la
tesis realizada por Sanchez (2014), en donde los resultados obtenidos arrojaron una decoloracion
del 100% con la cepa H-2 de Trichoderma sp., mientras que la cepa H-12 de Trichoderma sp.,
mostr6 una decoloracion del 95% y finalmente la cepa H-11 de Trichoderma sp., tuvo una
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remocion del 67%, teniendo como parametro de tiempo un total de 12 dias para llevar acabo las

mediciones.

Con un enfoque diferente, teniendo como base bacterias anaerobias, Ajibola et al. (2005)
encontrd diferentes grados de decoloracidn con la bacteria Clostridium perfringens sp., tuvo el
50% de decoloracion en un efluente diluido, mientras que con agua destilada obtuvo un 58% de

reduccion en azul indigo.

El estudio realizado por Herrera y Rincén (2010), mostraron niveles de decoloracion del 70%
para el azul indigo (4 g de indigo aforado con agua destilada a 500 mL) dentro de un plazo de 11
dias, trabajando con Pleurotus ostreatus. Ademas de registrar la decoloracion, Herrera y Rincén
documentaron mediciones en relacion al crecimiento micelial en un medio constituido por Radha
con Glucosa y Radha sin Glucosa. Pudiendo observar que en aquellos medios sin suplemento
(glucosa), el micelio del microorganismo fue delgado y poco abundante, mientras que los medios

con dicho suplemento, presentaron micelio abundante y aéreo.

El estudio hecho por Dellamatrice et al. (2017) registro la decoloracion del azul indigo en frascos
de Erlenmeyer utilizando las cianobacterias (Cyanobacterium Phormidium), mostrando que la
eliminacion del color mejora después de 14 dias, acoplandose a un periodo de aclimatacion. Asi
obtienen el 91% de decoloracion a los 19 dias de incubacion, resultados muy similares a los

obtenidos con el género Trichoderma en la presente investigacion.
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R0OJO CONGO

Crecimiento y desarrollo del micelio

Las mediciones hechas relacionadas al colorante rojo congo (pH: 6.1), mostraron
resultados mas visibles que el resto de los colorantes. La diferencia en cuanto a velocidad de
crecimiento no se diferencid en gran medida de los otros dos colorantes, sin embargo la
decoloracion observada fue mas evidente, ya que después de tres dias de haber dejado crecer el
micelio en agar, este no solo empezaba a aclarase, también se podia observar el paso de luz a
través de las partes que habian sido invadidas por el micelio, lo cual lo convierte en el colorante
mas susceptible a ser absorbido. Aunque la formacion de biomasa fue escasa, en algunos casos se
pudieron observar algunos brotes. Ademas se pudo apreciar una coloracion rojiza de la hifa (Fig.
49, 50 y 51). Esto indica que la decoloracién del rojo congo se produce en las etapas iniciales de
crecimiento debido a la biosorcion del colorante dentro de las células que a su vez comienzan la

biodegradacion del rojo congo en las etapas finales de crecimiento (Tatarko et al., 1997).
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Figura 49. Decoloracién de rojo congo en medio de PDA: a) T. atroviride, b) T. viridey ¢) T.

harzianum en una concentracion al 100%
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Figura 50. Decoloracion de rojo congo en medio de PDA: a) T. atroviride, b) T. viride y c) T.

harzianum en una concentracién al 75%
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Figura 51. Decoloracion de rojo congo en medio de PDA: a) T. atroviride, b) T. viridey c) T.

harzianum en una concentracién al 25%
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Conteo de esporas

La produccion de esporas en rojo congo fue la méas alta dentro de los tres colorantes
estudiados. Las observaciones en microscopio demostraron que un gran numero de ellas no se
encontraban en el mejor estado posible, ya que presentaban deformidades o tamafios pequefios
indicando un pobre crecimiento, en especial aquellas observadas en concentraciones altas de
colorante, lo cual indica que la absorcién de rojo congo por parte del micelio provoco el

desarrollo de células en un estado hipotonico.

El tratamiento correspondiente al 100% en concentracion de rojo congo muestra un alto nimero
de esporas entre Trichoderma harzianum y Trichoderma viride teniendo un total de 2095 y 2479
respectivamente, sin poder observarse una diferencia de alto grado entre ambas cepas, pero la
cepa T. atroviride mostro una diferencia significativa en el nimero de esporas al solo contarse

537 de estas, mostrando una baja viabilidad (Fig. 52).

Figura 52. Esporas de: a) T. atroviride, b) T. viride y ¢) T. harzianum, en rojo congo al 100%

Los tratamientos hechos en concentraciones del colorante al 75% sefialan resultados realmente
parecidos ya que Trichoderma harzianum tuvo un total de 2326 esporas y Trichoderma viride por
su parte logro desarrollar 2652 esporas, mientras que Trichoderma atroviride volvié a mostrar

una disminucion pronunciada en el numero de esporas, con un total de 574 (Fig. 53).
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Figura 53. Esporas de: a) T. atroviride, b) T. viride y c¢) T. harzianum, en rojo congo al 75%
El 25% de colorante mostré una produccion de esporas bastante similar en nimero, aunque muy
bajo en comparacion con las concentraciones mas altas. En conjunto Trichoderma harzianum,

Trichoderma atroviride y Trichoderma viride tuvieron nimeros totales de 237, 220 y 162 esporas

respectivamente, demostrando que a menor cantidad de colorante existe poca generacion de
esporas (Fig. 54).

a c

Figura 54. Esporas de: a) T. atroviride, b) T. viride y ) T. harzianum, en rojo congo al 25%
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Espectrofotometria

El colorante rojo congo (696.665 P.M., a 1 M), dentro del medio hecho con extracto de
malta, fue precipitandose y reuniéndose, todos esto debido a las tres cepas del genero

Trichoderma ya que este actuaba como un quelato al reunir el colorante alrededor del micelio

(Fig. 55).

Figura 55. Absorcién y remocion de rojo congo (696.665 P.M., a1 M) con la cepa
Trichoderma harzianum al 75% y 25% de colorante.

Una vez ajustado el espectrofotometro, los resultados presentados para la concentracién al 100%
de colorante sefialaron una menor eficacia en Trichoderma viride con respecto a las otras dos,
mostrando una degradacion del 59%. La cepa Trichoderma harzianum fue la segunda mas
efectiva con una degradacion del 80%, mientras que la cepa con mejores resultados fue

T. atroviride registrando un 91% de remocion (Fig. 56 y 57).
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Figura 56. Cepas: T. atroviride, T.viridey T. harzianum actuando en una concentracion al

100% de rojo congo.

a b c
Figura 57. Cepas: a) T. atroviride b) T. viride y ¢) T. harzianum en rojo congo al 100%

Aquellos trabajos realizados con los tratamientos del colorante a una concentracion aplicada al
75%, presentaron en contraste porcentajes mas bajos de decoloracion en contraparte con las
concentraciones al 100%, ya que las cepas T. atroviride y Trichoderma viride mostraron un total
de 58% y 74% respectivamente, no obstante la cepa Trichoderma harzianum mostro el mayor
grado de remocidn con un 84% en el medio (Fig. 58 y 59).
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Figura 58. Cepas: T. atroviride, T. viride y T. harzianum actuando en una concentracion al 75%

de rojo congo.

a b c

Figura 59. Cepas: a) T. atroviride b) T. viride y ¢) T. harzianum en rojo congo al 75%

La concentracion al 25% mostro valores ain mas bajos, teniendo a la cepa Trichoderma viride
con un registro del 49% en remocién, T. atroviride mostro un 69% en las lecturas y la cepa de
mayor eficacia se observo en el trabajo realizado con Trichoderma harzianum al presentar un
73% de remocidn. De esta forma es importante mencionar que Trichoderma spp., crece mejor en
pH é&cido, razon por la cual su decoloracion pudo haber sido mayor si se le compara con el resto
de los colorantes, aun cuando no haya generado una gran cantidad de biomasa (Fig. 60 y 61).
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Figura 60. Cepas: T. atroviride, T.viridey T. harzianum actuando en una concentracion al 25%

de rojo congo.

a

Figura 61. Cepas: a) T. atroviride b) T. viride y c) T. harzianum en rojo congo al 25%

El hongo Aspergillus flavus utilizado por Bhattacharya et al. (2011) mostro resultados positivos
en la tasa de decoloracion, obteniendo un 98.86% de decoloracion en el rojo congo, dentro del
plazo de 96 horas por biosorcion simultanea y biodegradacién adicional. De la misma forma
Tatarko et al. (1997) prob6 la decoloracion de rojo congo (50 mg/L) con el hongo
basidiomiceto Phanerochaete chrysosporium, el cual registro una adsorcién rapida del colorante
referente a un lapso de cinco horas, debido a la accién de los granulos miceliales, obteniendo una
tasa maxima de decoloracion del 26.7 +/- 0.6% por dia. Sin embargo aquellos tratamientos que
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contenian 500 mg/L de colorante, pasaron por un tiempo de inactivacion (aproximadamente dos

dias) para después alcanzar una tasa maxima de decoloracion del 31.2 +/- 0.9% entre 3 a 5 dias.

Singh et al. (2012) empleo solamente la cepa Trichoderma harzianum con la finalidad de medir
la remocion del colorante rojo congo, documentando los grados iniciales de decoloracion despues
de 24 horas en 17%, y terminando el tiempo establecido de 10 dias; la decoloracion total alcanzo
un grado del 70%. Sin embargo la diferencia entre el trabajo presentado en esta tesis y el de
Singh estriba en la inoculacion de los medios, ya que este utilizé una suspension de esporas

ajustada a 1x108 para trabajar sobre el colorante.

Otro estudio hecho con respecto a la comparacion decolorante de rojo congo entre dos hongos fue
hecho por Mohammed (2015), en el cual explica que la cantidad de absorbancia disminuye con el
el tiempo de tratamiento. Los registros hechos en un tratamiento compuesto por una solucion de
rojo congo a 100 mL, muestra la funcién absorbente del hongo Aspergillus flavus con un
porcentaje de decoloracion sefialada en 46.89% en una duracion de 72 horas. El segundo hongo
en ser utilizado en el estudio fue Aspergillus terreus el cual también tuvo un plazo de 72 horas

para actuar, dando un resultado final de 34.59% de absorbancia.

Comparacion entre cepas con diferentes concentraciones de colorantes

Los siguientes graficos muestran las tendencias que se desarrollaron en los tres distintos
colorantes a diferentes concentraciones. En las siguientes tablas se pueden apreciar las diferencias
marcadas por una letra como a, b, y ¢; mostrando los grados de similitud o disparidad en
produccién de esporas (Fig. 62, 63 y 64) y degradacion de colorantes (Fig. 65, 66 y 67) que

presentaron las tres cepas.
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Figura 62. Comparacion de No. de esporas en diferentes concentraciones de negro de eriocromo T
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Figura 63. Comparacién de No. de esporas en diferentes concentraciones de azul indigo.

*Letras en diferentes columnas, muestran diferencia estadistica (p<0.05).
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Figura 64. Comparacion de No. de esporas en diferentes concentraciones de rojo congo
*Letras en diferentes columnas, muestran diferencia estadistica (p<0.05).
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TABLAS DE COMPARACION ENTRE PORCENTAJES DE DEGRADACION EN DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE COLORANTES.

100 r

Degradacion de Colorante (%o)

75%
Concentracion de colorante

M T. atroviridae . T.viridae # T.harzianum

Figura 65. Degradacion de diferentes concentraciones de Negro de eriocromo T
*Letras en diferentes columnas, muestran diferencia estadistica (p<0.05).

100

Degradacion de Colorante (%)

100% 75% 25%
Concentracion de colorante

M T. atroviridae - T.viridae # T.harzianum

Figura 66. Degradacion de diferentes concentraciones de Azul indigo
*Letras en diferentes columnas, muestran diferencia estadistica (p<0.05).
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Figura 67. Degradacion de diferentes concentraciones de rojo congo
*Letras en diferentes columnas, muestran diferencia estadistica (p<0.05).
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Absorcion de colorante de acuerdo a la concentracion de colorante

Los siguientes resultados fueron graficados con la finalidad de comparar los niveles de
remocion por concentracion de colorante para obtener una idea méas clara de que colorante fue
degradado en mayor grado y por lo tanto cual es el mas facil de tratar por las tres cepas del

genero Trichoderma.

CONCENTRACIONES AL 100%

Los tratamientos hechos al 100% de colorante muestran resultados similares de comportamiento
(Fig. 68), ya que azul indigo y negro de eriocromo T muestran porcentajes de decoloracion que
rondan el 50%. Sin embargo el colorante que marca una diferencia notable se ve representado en

el rojo congo al tener porcentajes de degradacion que oscilan entre el 59% y 91%.

CONCENTRACIONES AL 75%

En las concentraciones al 75% de colorante en un medio con negro de eriocromo T mostrd
disminuciones en porcentaje de degradacion que se mantenian entre 41 y 62%, mientras que rojo
congo Yy azul indigo mostraron los comportamientos de cepas mas similares, al tener un rango de
degradacion que iba del 58% al 74% para el primero y de 66% a 87% por parte del segundo (Fig.
69).

CONCENTRACIONES AL 25%

En el grafico correspondiente a los tratamiento con 25% de colorante, se observa un porcentaje
de absorcidn igual (60%) para las tres cepas de Trichoderma spp., siendo el negro de eriocromo T
el que menos porcentaje de degradacién mostro. Rojo congo se posiciona en segundo lugar de
degradacion al tener resultados entre 49 y 73% de decoloracion. Azul indigo tuvo los mejores

resultados al tener porcentajes que oscilaban entre 70 y 86% de degradacion (Fig. 70).
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Tablas de comparacion entre colorantes y grados de absorbancia
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Figura 68. Comparacion de absorcion en A. indigo, R. congo y Negro de eriocromo T al 100%
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Figura 69. Comparacion de absorcion en A. indigo, R. congo y Negro de eriocromo T al 75%

*Letras en diferentes columnas, muestran diferencia estadistica (p<0.05).
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Figura 70. Comparacién de absorcion en A. indigo, R. congo y Negro de eriocromo T al 25%
*Letras en diferentes columnas, muestran diferencia estadistica (p<0.05).



Numero de esporas de acuerdo a la concentracion de colorante

Los gréficos hechos para las tres diferentes concentraciones de cada color también fueron
realizados para establecer la relacion en cuanto a numero de esporas por concentracion de
colorantes, teniendo en cuenta que los numeros podian ser diferentes debido a la concentracion.
Se debe indicar que se realizd un grupo testigo hecho solamente de PDA en placas Petri, el cual
mostro nimeros similares entre las tres cepas, observando 274 esporas para Trichoderma viride,
541 esporas para T. atroviride y la de mayor numero Trichoderma harzianum, con un total de
739 esporas. Este grupo testigo se utiliz6 como punto de comparacion para analizar las esporas

contadas en los tres diferentes colorantes.

CONCENTRACIONES AL 100%

El menor nimero de esporas se vio reflejado en el colorante azul indigo, ya que este mostro un
indice de esporas entre 406 esporas a 889. El negro de eriocromo T mostro resultados casi a la
par, teniendo un promedio de esporas que iba de 909 a 1138 esporas. Por Gltimo el rojo congo
mostro una diferencia significativa al presentar valores que llegaron hasta las 2479 esporas,
indicando que a mayor concentracion de rojo congo, cada una de las cepas esporulan mas (Fig.
71).

CONCENTRACIONES AL 75%

Aquellos tratamientos conformados por una concentracion al 75% mostraron resultados bastante
dispares, por una parte la esporulacién de azul indigo fue bastante pobre ya que ninguna cepa
rebaso el umbral de las 250 esporas, mientras que negro de eriocromo T y rojo congo llegaron a
mostrar nimeros de esporas bastante altos pero no necesariamente similares en todas sus cepas.
El NET se pudo observar que el nimero de esporas iba de 965 a 2631, rojo congo presentdé una
esporulacion que llegd a alcanzar hasta las 2652 esporas. Estos fueron los resultados mas
dispares, pero también fueron los que obtuvieron un mayor nimero de esporas en NET y rojo

congo (Fig. 72).
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CONCENTRACIONES AL 25%

En estos tratamientos vale la pena decir que la caida en cuanto el nimero de esporas en todas las
cepas y en todos los colorantes fue demasiado notoria pues ninguno de los colorantes pudo
superar el numero de esporas contadas en los tratamientos testigo, probando asi que a mayor
cantidad de colorante en el medio existe una mejor respuesta para la esporulacion de las tres
cepas. En este caso, solamente la cepa T. atroviride dentro del colorante azul indigo fue la que
reacciono mejor en una concentracion del 25%, mientras que el resto de cepas no solamente en
azul indigo, sino también en rojo congo y NET, no pudieron rebasar la cantidad de 280 esporas y

en algunos casos, tampoco las 200 esporas (Fig. 73).

Tablas de comparacion entre colorantes y numero de esporas
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Figura 71. Comparacion de No. de esporas en A. indigo, R. congo y Negro de eriocromo T al 100%
*Letras en diferentes columnas, muestran diferencia estadistica (p<0.05).
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Figura 72. Comparacién de No. de esporas en A. indigo, R. congo y Negro de eriocromo T al 75%
*Letras en diferentes columnas, muestran diferencia estadistica (p<0.05).
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Figura 73. Comparacién de No. de esporas en A. indigo, R. congo y Negro de eriocromo T al 25%
*Letras en diferentes columnas, muestran diferencia estadistica (p<0.05).



Conclusiones

El micelio de las 3 cepas del género Trichoderma spp., crece mas rapido y genera una

mayor cantidad de biomasa en los tratamientos hechos con el colorante negro de eriocromo T.

La biomasa generada de las 3 cepas del género Trichoderma spp., en negro de eriocromo T
termina tornandose amarillenta debido al pH.

El micelio de las 3 cepas del género Trichoderma spp., genera poca cantidad de biomasa cuando

crece en el colorante rojo congo

El empleo de las 3 cepas del género Trichoderma spp., para la decoloracion de azul indigo, rojo

congo y negro de eriocromo T es eficiente.

La mejor respuesta de absorcion obtenida en los tres colorantes por parte de las tres cepas de

Trichoderma spp., fue en colorante Rojo Congo en general.

La 3 cepas de Trichoderma spp., tienen un mejor rendimiento de absorcién en la concentracion

mas alta (100%) de rojo congo.

Las mejores respuestas de absorcion en el colorante negro de eriocromo T, fueron en las

concentraciones al 75% y 25%.

Las mejores respuestas de absorcion en el colorante azul indigo, fueron en las concentraciones
al 75% y 25%.

La cepas de Trichoderma spp., tienen un bajo rendimiento de absorcion en la concentracion mas

alta (100%) de azul indigo y negro de eriocromo T.

La mayor cantidad de esporas generadas por las cepas de Trichoderma spp., se encuentran en

aquellas concentraciones hechas al 100% y 75% de rojo congo.
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La menor cantidad de esporas generadas por las cepas de Trichoderma spp., se encuentran en

general en los tratamientos hechos con el colorante azul indigo.
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