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Effect of initial concentration of Cr (VI) and Rhizopus
sp. on the physicochemical characteristics of tannery
wastewater in Trujillo, Peru
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Abstract— Worldwide, industries use different toxic substances
containing heavy metals, which end up in waters, representing a
danger to public health and the environment; due to this, the present
research aimed to evaluate the bioremediation capacity of the fungal
species Rhizopus sp. from wastewater from a tannery in the city of
Trujillo, Peru. A 3* factorial design was applied, with two factors
(k=2): initial concentration of Cr*® and number of Rhizopus sp.
roasts. As dependent variables, the percentages of removal of Cr*’,
BOD:s, electrical conductivity (EC) and turbidity (NTU), as well as the
final pH of the solution, were measured. It was found that the two
factors have a significant effect on the percentage removal of Cr*S,
BODS, electrical conductivity, and turbidity, as well as on the final
PH. An initial concentration of Cr*® 0.05 ppm and 3 roasts of
Rhizopus sp. are recommended. to optimize bioremediation of
wastewater from tanneries contaminated with CrS,

Keywords—Metal tolerance, chromium uptake, toxicity,
wastewater, Cr (VI).
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Efecto de la concentracion inicial de Cr (VI) y de
Rhizopus sp. en las caracteristicas fisicoquimicas de
aguas residuales de curtiembre en Trujillo, Pera
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Resumen— A nivel mundial, las industrias utilizan diferentes
sustancias toxicas que contienen metales pesados, que terminan en
las aguas, representando un peligro para la salud publica y el medio
ambiente; debido a esto, la presente investigacion tuvo como objetivo
evaluar la capacidad de biorremediacion de la especie fungica
Rhizopus sp. de aguas residuales de una curtiembre en la ciudad de

Trujillo, Perit. Se aplicé un disefio factorial 3%, con dos factores (k=2):

concentracion inicial de Cr*® y niimero de asadas de Rhizopus sp.
Como variables dependientes se midieron los porcentajes de
remocion de Cr*S, DBOs, conductividad eléctrica (CE) y turbidez
(NTU), asi como el pH final de la solucion. Se encontro que, los dos
factores tienen efecto significativo sobre el porcentaje remocion de
Cr*, DBOs, conductividad eléctrica y turbidez, asi como en el pH
final. Se recomienda una concentracion inicial de Cr*® de 0.05 ppm
y 3 asadas de Rhizopus sp. para optimizar la biorremediacion de
aguas residuales provenientes de curtiembres contaminadas con
Cr*s,

Palabras clave— Tolerancia a los metales, captacion de
cromo, toxicidad, agua residual, Cr (VI).

1. INTRODUCCION

La contaminacion por Cr (VI), un metal toxico, es un grave
problema ambiental de preocupacion mundial. En paises en
desarrollo, como Pert, los efluentes que contienen metales
toxicos se descargan continuamente desde industrias de
pequefia y gran escala, como el curtido de cuero, llegando
directa o indirectamente a los cuerpos de agua naturales, lo que
representa una gran amenaza para el medio ambiente y la salud
publica [1]. La ciudad de Trujillo, Perti, ocupa el tercer lugar a
nivel nacional en el sector de las curtiembres, antecedida por
Lima y Arequipa [2], y los efluentes de esta industria
representan una gran preocupacion.

Los tratamientos disponibles para remover el Cr (VI) son
precipitacion, intercambio i6nico, Osmosis inversa |y
evaporacion; sin embargo, presentan un bajo rendimiento de
remocion [3], [4]. Por ello, las industrias han recurrido a buscar
alternativas de tratamiento para el Cr (VI) mas eficientes,
economicas y ecologicas.

El potencial y la versatilidad de los microorganismos como
biosorbente en aplicaciones biotecnologicas modernas son
prometedores en comparacion con las técnicas anteriormente
mencionadas para la remocion de Cr (VI) [5].

Por otro lado, teniendo en cuenta la capacidad que poseen
algunas especies fungicas para reducir la concentracion de
contaminantes metalicos toxicos como plomo, cobre, arsénico
y hierro, con una tolerancia a estos metales pesados que varia
de 400 — 1000 mg kg™, siendo las especies con mayor indice de
absorcion el Fomitopsis meliae, Trichoderma ghanense y

Rhizopus sp. [6]. Asi mismo, otras especies fungicas como
Aspergillus niger [ 7], Fusarium solani [8), Trichoderma viride
[9], entre otros hongos, mostraron porcentajes de absorcion de
Cr (VI) muy interesantes para ser usados en biorremediacion.

Otras especies de hongos endofitos Chromosporium,
Fusarium y Gonatobotrys, fueron capaces de reducir la
bioacumulaciéon de Cd a una concentracion de 100 a 200
mg.kg™! en las raices de plantas de S. variegata [10].

Los mecanismos de biorremediacion de metales pesados
son la bioacumulacion y la biosorcion. La bioacumulacion se
basa en el metabolismo en el que los iones metalicos se
acumulan a través de biosorbentes intercelulares [11]. La
biosorcion es un proceso fisicoquimico en el cual la biomasa
recoge gradualmente los metales pesados al adherirse a la
estructura celular [12]. Las técnicas de bioacumulacion y
biosorcion son los enfoques emergentes en el tratamiento de
aguas residuales que son rentables y respetuosos con el medio
ambiente [13].

Este estudio ha enfocado toda su atencion en la especie
Rhizopus sp., la cual, por su facil obtencion, acceso y
crecimiento en una vasta variedad de vegetales y levaduras
[14]; es importante considerarla para un proceso remediador del
contaminante en cuestion.

Diversas investigaciones se enfocan desde diferentes
angulos donde se demuestra el potencial de Rhizopus sp. en
procesos de absorcion de metales pesados, como el Cr, usando
un consorcio de dos variedades, Paecilomyces lilacinus y
Fusarium equiseti después de 120 horas de tratamiento de agua
residual [15].

Ante el estrés originado por el exceso de metales pesados
como el cromo, diversos microorganismos han optimizado vias
de resiliencia —tales como la biosorcion, sistemas de eflujo y
biotransformacion enzimatica— que aseguran su supervivencia
[16]. La integracion de estas propiedades bioldgicas
fundamenta la biorremediacion, una estrategia sustentable que
aventaja a los métodos fisicoquimicos convencionales al frenar
la biomagnificacion en redes troficas acuaticas y preservar la
integridad de la biodiversidad [17].

Por lo anteriormente expuesto, el objetivo de este trabajo
de tesis es evaluar el efecto de la concentracion inicial de Cr
(VD) y de Rhizopus sp. en la biorremocion de Cr (VI) en aguas
residuales provenientes de una curtiembre, en la ciudad de
Trujillo, Peru.

II. MATERIALES Y METODOS

Muestra y especie
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Se trabajo con biomasa de Rhizopus sp. huimeda con un
peso aproximado de 2 gy 0,5 L de agua residual contaminada
con Cr (VI) proveniente de una curtiembre de Trujillo, Perti.

La especie de hongo Rhizopus sp. se obtuvo a partir de la
produccion de esporas adheridas a la superficie de arroz blanco
cocido. Igualmente se hizo crecer la especie en condiciones
himedas y célidas (20°C — 30°C, 80% a 90% de humedad
relativa) y se incubo por 9 dias en oscuridad. Luego se procedid
a cultivar la biomasa obtenida de Rhizopus sp. en medio de
cultivo Agar Sabouraud Dextrosa (SDA), preparado con 8,15 g
de medio en 125 mL de agua destilada, en una botella. Se
procedié a esterilizar en el calor himedo en una autoclave
(FV3035, Famarel, Pert1) a 121°C y 15 psi por 15 minutos. Se
procedio a retirar, enfriar y depositar el contenido de la botella
en 5 placas Petri de 25 mL y se incub6 por 3 dias a 35 °C en
una estufa (Memmert, IN75 y Alemania). Posteriormente se
realiz6 el conteo de colonias (UFC) con un equipo contador de
colonias (Reichert, modelo Quebec Darkfield). En promedio
hubo un conteo de 32.6 UFC (Fig. 1). La caracterizacion de la
biomasa en seco con azul de metileno a 100X y en fresco con
agua destilada a 40X se llevdo a cabo en un microscopio
binocular (Primo Star, Zeiss, Alemania) [18] (Fig. 2).

Conteo: 29 UFC

Fig. 1. Conteo de Rhizopus sp.

Biosorcion de Cromo (VI)

Se prepararon 27 unidades experimentales para evaluar la
capacidad de biosorcidon de biomasa fingica de Rhizopus sp. Se
establecieron 9 tratamientos (T1 a T9) y 3 repeticiones
mediante un disefio factorial 3*. Se tomaron 2 variables
independientes, en primer lugar, el nivel de cromo Cr (VI) con
3 concentraciones (0.05, 0.1 y 0.15 mg/L, respectivamente), en
un volumen de 250 mL de agua destilada. Se incluyeron grupos
control (T°) que contenian Gnicamente la solucioén de Cr (VI)
sin biomasa. En segundo lugar, La biomasa fingica fue
inoculada utilizando 3 niveles: 1, 2 y 3 asas de siembra
(muestras M1, M2 y M3) provenientes de cultivos puros en
placas Petri.

El proceso de agitacion e incubacion se llevo a cabo en una
incubadora con agitacion orbital (Lab Companion, modelo IST-
3075, serie W095222), bajo condiciones controladas de 25 °C,
una velocidad de agitacion de 100 rpm y un tiempo de
residencia de 4 horas. Finalizado este periodo, la concentracion
residual de cromo en cada muestra fue cuantificada mediante
espectrometria de absorciéon atomica tipo llama (Agilent
Technologies, modelo 240FS AA, serie MY 1518004).

Medicion de Cr (VI)

Las muestras se hornearon en una estufa (Memmert, IN75,
Alemania) a 75 °C hasta peso constante, se trituraron y se
tamizaron con malla 100. Se realiz6 la digestion de muestras
con acidos fluorhidrico y nitrico. Se utilizo6 espectrometria de
absorcion atomica de llama (240FS AA, serie MY 1518004,
Agilent Technologies, USA) para determinar el contenido total
de Cr'¢[19].

Medicion de DBOs

La DBO:s de la solucion experimental se determiné con el
método estandar, en un sistema para andalisis de la demanda
bioquimica de oxigeno (modelo BOD TRACK II, serie
1808C008294, HACH, USA) [20].

Medicion de conductividad eléctrica

Con un equipo multiparametro portatil (modelo HQ40D,
serie 130800092366, HACH, USA), se midio6 la conductividad
(puS/cm) de la solucion experimental [21].

a) b)
Fig. 2. Identificacion de cultivo a) Siembra de Rhizopus sp. en arroz, b)
Identificacion de Rhizopus sp. con azul de metileno
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Medicion de turbidez

La turbidez mediante el método nefelométrico en un
tubimetro digital marca HACH, modelo 2100Q, serie
18120C072417 [22].

Medicion de pH
Se utilizd6 un equipo multiparametro portatil (HACH
modelo HQ40D, USA) a 25 °C usando un método directo [23].

Andalisis estadistico

Se realiz6 el analisis de varianza del disefio factorial
completo 3¥ para analizar el efecto de los factores principales y
su interaccion. Se aplico una prueba de Tukey con 0,05 de
significancia para observar diferencias entre los tratamientos.
Asi mismo se utilizd un grafico optimizador de respuesta
multiple. Para ello se aplico el software Minitab 19.

TABLA I
DISENO EXPERIMENTAL
Concentracion Variables
Tratamiento inicial de Cr Asadas .
dependientes
(mg/L)
1 0,05 1 Y,
2 0,10 1 Y,
3 0,15 1 Y;
4 0,05 2 Yy
5 0,10 2 Ys
6 0,15 2 Y
7 0,05 3 Y,
8 0,10 3 Ys
9 0,15 3 Y,

II1. RESULTADOS

Las muestras de agua residual de curtiembre mostraron un
nivel de contaminacion elevado. Se encontrd una concentracion
de Cr*® de 3361,75 ppm, DBO5 de 290 mg O,/L, pH de 3,45,
turbidez de 23 NTU y conductividad eléctrica (CE) de 64,6
uS/cm.

En la Tabla II se observo que, existe efecto significativo de
la concentracion inicial de Cr (V1) (A), el nimero de asadas (B)
y la interaccion de ambos factores (A x B) en el porcentaje de
remocion de Cr (VI) de las aguas residuales.

Analisis de varianza

TABLA IT
ANALISIS DE VARIANZA PARA EL DISENO FACTORIAL
Fuente | Cr' | DBOs | C.E. | NTU | pH
Factor A |0,000% 0,000* |0,000%|0,003*| 0,000%
Factor B |0,000*| 0,000* |0,000*|0,007*| 0,000*
AxB  ]0,000%| 0,467 |0,000%] 0,167 | 0,000%
R? (%) 99,99 | 85,07 199,99 | 66,86 | 99,80

*Significativo a a = 0,05

La Fig. 3a muestra el comportamiento de las variables
independientes; como se pudo observar, a mayor concentracion
de Cr (V]) inicial, menor fue la remocion de Cr (VI) al final del
proceso de biorremediacion. Un mayor numero de asadas

estuvo relacionado a una mayor cantidad de biomasa fingica y
afecta directamente a los procesos de adsorcion y remediacion
[24]. La Fig. 3b muestra la interaccién de las variables, y se
pudo observar una mejor sinergia con una asada y 0.100 ppm
de Cr*® inicial.
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Fig. 3. Remocion de Cr'®. a) Grafico de efectos principales, b) Grafico de
interaccion.

El Rhizopus sp. ostenté un mecanismo de adsorcion basado
en sus grupos funcionales en su pared celular y los procesos que
se dan en su pared, tales como el intercambio i6nico, que le
ayudan a obtener los nutrientes; es asi como logra adsorber
diferentes metales, como en este caso, el Cr'® [6].

Con respecto a la remocion de DBOs, en la Tabla II se
evidencia que existe un efecto significativo de la concentracion
inicial de Cr (VI) (A) y el nimero de asadas (B) en el porcentaje
de remocioén de DBOs; sin embargo, no existe influencia de la
interaccion de ambos factores (A x B), lo que significa que estos
efectos pueden darse de manera individual. La Fig. 4a sefiald
que la concentracién inicial de Cr'® es inversamente
proporcional a la remocion de DBOs, pero el numero de asadas
es directamente proporcional a la remocion de DBOs.

Una variedad de contaminantes se libera durante el proceso
de curtido para producir cuero en costra a partir de pieles
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crudas, lo que aumenta sustancialmente la DBOs, la DQO y los
solidos totales [25]. El agua de curtiembre normalmente posee
altos niveles de N» organico y bajos niveles de P, junto con un
nivel de so6lidos totales disueltos de aproximadamente 37 g/L
[26].
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Fig. 4. Remocién de DBOs. Remocién de Cr'*®. a) Grafico de efectos
principales, b) Grafico de interaccion.

Por otro lado, en la Tabla II se observo que existe un efecto
significativo de la concentracion inicial de Cr*® (A), el nimero
de asadas (B), y la interaccion entre ambas A x B en el
porcentaje de remocion de conductividad. La Fig. 5 efectos
principales (a) e interaccion (b) captura muestra como es que a
mayor concentracion inicial de Cr™® menor es la reduccion de la
conductividad, y de igual modo, a mayor cantidad de asadas
mayor es la reduccion de la conductividad, pero en una ratio
menor que en la remocion del CrS.

La conductividad eléctrica de la muestra original fue de
64,6 pS.cm™, muy superior a los valores hallados en la India
(18,5 6 uS.cm™) [27], Italia (2.25 pS.cm™) [28] y México (50
uS.cm™) [29]. La alta conductividad eléctrica se debe a la
presencia de sustancias inorganicas y sales [30]. Teniendo en
cuenta las caracteristicas iniciales de las aguas residuales, se ha
observado en otro trabajo que el pH y la conductividad eléctrica

proporcionan la mayor eficiencia de eliminacion sin la
necesidad de agregar ninglin otro producto quimico [31]. Por
otro lado, otros trabajos afirman que dosificaciones mas altas
de biomasa fungica afectan positivamente en la absorcion de
Cr'® y que este, junto a los parametros fisicoquimicos tomados
en cuenta, ayuda a determinar resultados mas claros y precisos
[32].
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Fig. 5. Remocion de Conductividad eléctrica. a) Grafico de efectos
principales, b) Grafico de interaccion.

En afiadidura, en la Tabla II se hall6 un efecto significativo
de la concentracion inicial de Cr™® y el nimero de asadas en el
porcentaje de remocion de turbidez. No obstante, en la
interaccion de ambos factores no se evidencié -efecto
significativo. Se pudo observar en la Fig. 6a, que la
concentracion inicial de Cr (VI) y el numero de asadas, tienen
una relacion directa y proporcional a la remocién de turbidez.

Asi mismo, con respecto al parametro del pH, en la Tabla
I se observd que existe un efecto significativo en la
concentracion inicial de Cr*® y la cantidad de asadas utilizadas
por tratamiento, asi como también se demuestra el efecto
significativo de la interaccion entre ambos factores en los
resultados del pH final.
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Fig. 6. Remocion de turbidez. a) Grafico de efectos principales, b)
Gréfico de interaccion.

La Fig. 7 reflejé como una mayor concentracion inicial de
Cr'¢ y un mayor nimero de asadas reducen el pH final del agua
tratada. El Cr* coexiste en varias formas estables: Cr,O72,
HCr,07, HCrO4 y CrO472, y la abundancia relativa de cada una
de las especies depende de la concentracion de Cr y del pH
(Pajaro y Diaz, 2012), por lo que se evidencié que la variacion
del pH estuvo muy relacionada con el nivel de remocion
logrado de Cr'®[33].

TABLA III
OPTIMIZACION MULTIRRESPUESTA
Cr*¢inicial Asadas Deseabilidad
global
A: 0.05 ppm B:3 0,7618
Variable Valor Deseabilidad Obietivo
respuesta predicho Individual I
Cr*t 55,23 0,998
DBOs 79,07 0.986 Maximizar
CE 52,10 0.996 I
Turbidez 28,00 0,343
pH final - - No optimizar
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Fig. 7. pH final. a) Grafico de efecto principales, b) Grafico de
interaccion.

En este estudio, se utilizo una funcion de deseabilidad
unilateral con las respuestas a maximizar. La Tabla III enumera
los parametros de optimizacion para las respuestas multiples
remocién de Cr'®, DBOs, CE (conductividad eléctrica) y
turbidez, y las soluciones de optimizaciéon y las respuestas
predichas junto con sus valores de deseabilidad.

Dentro de los factores criticos de la remocion de Cr (VI)
usando este hongo, la interaccion entre el microorganismo y el
transportador define la eficiencia de la remocion. El proceso se
basa en la adsorcion de metales en la pared celular, un
fendmeno gobernado por el equilibrio cinético que ocurre de
manera casi instantanea [34], [35]. Sin embargo, para que la
bioacumulacion sea efectiva, las cepas seleccionadas deben
demostrar no solo resistencia a multiples metales, sino también
una eficiencia metabolica superior para transformar los
contaminantes en especies de menor toxicidad, facilitando asi
la retencion del metal sin comprometer la viabilidad celular
[36].
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IV. CONCLUSIONES

Se puede concluir que el proceso de biorremediacion con
la especie de hongo Rhizopus sp. es capaz de remover no solo
el Cr*® de aguas residuales provenientes de una curtiembre, sino
también otros parametros fisicoquimicos, que pueden indicar el
nivel de contaminacion del agua. Ademas, se logré identificar
que 0,05 ppm de Cr*® inicial y 3 asadas pueden maximizar la
remocion del Cr*® y los parametros fisicoquimicos del agua de
curtiembre.
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