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1. RESUMEN

La mayoria de aguas residuales urbanas en el Ecuador no reciben tratamiento antes
de ser desechadas a los rios. Por esto, se han considerado varios rios como no aptos para
diversas actividades humanas. La micofiltracion consiste en usar micelio como la
membrana de un filtro para retirar contaminantes del agua. Entre estos contaminantes se
incluyen bacterias coliformes fecales y nutrientes. El objetivo de este estudio fue observar
si micofiltros inoculados con Trametes versicolor y Ganoderma sp. tienen potencial para
remover coliformes fecales del agua. Para crear los micofiltros, se inoculé un medio de
aserrin y viruta nutritivo con micelio dentro de tubos de policloruro de vinilo (PVC). La
filtracion se realizo al percolar una solucion salina que fue inoculada con Escherichia coli
cepa ATCC 25922 en una concentracion de 100000 UFC/mL (Unidades Formadoras de
Colonias/mL) a través de los filtros. Ademas, se midié el tiempo de duracion de cada
filtracion para comprobar la posible presencia de una correlacion entre el tiempo de
filtracion y la efectividad del filtro. Se obtuvo un promedio de remocion de coliformes
fecales de 1,36% para el tratamiento control; 9,19% para el tratamiento Ganoderma sp. y
de 30,87% para el tratamiento T. versicolor. El andlisis estadistico mostr6 una diferencia
estadisticamente significativa (p=0,017) entre el tratamiento control y el tratamiento T.
versicolor. El analisis de correlacion de Spearman demostrd que existe una correlacién
positiva débil (R=0,496) pero estadisticamente significativa (p=0,012) entre el tiempo de
las filtraciones y la cantidad de coliformes fecales que fueron eliminadas. Se concluye que
el disefio de los micofiltros, en conjunto con las cepas de micelio con los que se inocul6, es
efectivo en la remocion de coliformes fecales suspendidas en el agua, sobre todo cuando se
inoculé al micofiltro con T. versicolor. Ademas, parece existir una correlacion positiva
entre el tiempo de contacto, aqui representado como el tiempo de filtracion, y la

efectividad de los filtros.

Palabras clave:

Biorremediacion, Coliformes fecales, Ganoderma sp., Micofiltracion, Trametes versicolor.



2.  ABSTRACT

In Ecuador, most urban wastewater is discharged into rivers without receiving any
treatment. Because of this, some rivers in this country have been ranked as nonapt for
multiple human activities. Mycofiltration consists in using mycelium as the filtrating
membrane to remove water pollutants. Among the pollutants that are removed by
mycofiltration are fecal coliform bacteria and nutrients. The objective of this study is to see
if mycofilters inoculated with Trametes versicolor and Ganoderma sp. have potential in
removing fecal coliform bacteria from water. To create the mycofilters, a nutritive sawdust
and woodchip media was inoculated with mycelium inside polyvinyl chloride (PVC) tubes.
The filtration was made by percolating a saline solution that was previously inoculated
with Escherichia coli strain ATCC 25922 in a 100000 CFU/mL (Colony Forming
Units/mL) concentration through the filters. Besides, the filtration time was registered to
test the possible correlation between filtration time and the filter’s effectiveness. The
control group got a mean removal of fecal coliforms of 1,36%; the Ganoderma sp. filters
got a mean removal of 9,19%; and with T. versicolor treatment got a mean removal of
30,87%. Statistical analysis showed statistical significance (p=0,017) between the control
treatment and the T. versicolor treatment. A Spearman correlation test showed a weak
positive (R=0,496) but statistically significant (p=0,012) correlation between filtration time
and the effectiveness in removing fecal coliforms. It is concluded that the mycofilter
design, in conjunction with the mycelium strains that it contained, is effective in suspended
fecal coliform removal, especially when the T. versicolor mycelium was present. There
also seem to be a positive correlation between contact time, here represented by filtration

time, and the effectiveness of filters.

Keywords:
Bioremediation, Fecal coliform, Ganoderma sp., Mycofiltration, Trametes versicolor.



3. INTRODUCCION

3.1. LA CONTAMINACION DEL AGUA Y SU EFECTO EN LA SALUD
HUMANA

La contaminacion se define como la introduccion de un compuesto dafiino al
ambiente por parte del ser humano (van der Perk, 2013). La cantidad de contaminacion
ambiental ha ido creciendo a la par que la poblacion humana durante las Gltimas décadas
(van der Perk, 2013). A nivel mundial, la contaminacion ha generado dafios en la
naturaleza, al cambiar la composicién de varios ecosistemas incluyendo cuerpos de agua
dulce y salada. La contaminacion afecta, directa o indirectamente, a practicamente todos
los seres vivos de dichos ecosistemas. El ser humano no es una excepcion pues la
contaminacion que puede también generar dafios a multiples poblaciones en todo el mundo,
influyendo negativamente en su salud y causando a veces hasta la muerte (van der Perk,
2013). La lista de contaminantes que se desechan al agua es amplia y comprende a
pesticidas, fertilizantes, nutrientes (van der Perk, 2013) asi como desperdicios de origen

animal, desperdicios de tanques sépticos, sales, virus y bacterias (Mcnabb y Keeley, 1977).

En el agua contaminada con heces puede vivir una multitud de microorganismos.
Entre estos encontramos a virus, bacterias, parasitos y protozoos (Gémez, 2002). Estos
pueden ser patdgenos para el ser humano y causar una variedad de enfermedades como el
cllera, la diarrea (Goémez, 2002) o la poliomielitis (Manahan, 2006). El potencial de
contaminacion de estos microorganismos es proporcional a su capacidad de sobrevivir el
mayor tiempo posible en el agua y asi permanecer activos un lapso mas amplio,
permitiéndoles atravesar mayores distancias para llegar a sus potenciales hospederos
(Mcnabb y Keeley, 1977). Sin embargo, la sobrevivencia de estos organismos esta
influenciada por varios factores como el pH del medio, la temperatura del agua, la
presencia de predadores o de antibi6ticos (Mcnabb y Keeley, 1977) detergentes u otros

guimicos que estan presentes en el ambiente de manera natural.

Las enfermedades causadas por ingerir agua contaminada han sido causa de la
muerte de millones de personas a lo largo de la historia, y aunque el problema ha sido
controlado en paises desarrollados, se siguen presentando hasta la actualidad casos aislados
y epidemias ocasionales de varias enfermedades transmitidas por el agua (Manahan, 2006).



Sin embargo, estas enfermedades siguen siendo relevantes en los paises en vias de
desarrollo, en especial en las naciones bajo el nivel de pobreza extrema de la ONU
(Faruque, 2012).

3.2. CONTAMINACON DEL AGUA POR PARTE DE HECES BOVINAS Y
HUMANAS

Las heces de bovinos son una parte importante en el problema que es la
contaminacion del agua. El estiércol contiene diversos contaminantes que comprenden
nutrientes, sales, materia organica y microorganismos entre los que se incluyen patdgenos
como bacterias, hongos, virus, nematodos, protozoos y parasitos (Spellman y Whiting,
2007).

En 2016, la industria ganadera del Ecuador contaba con 4,12 millones de cabezas
de ganado vacuno, 1,14 millones de cerdos y 50,19 millones de aves (Instituto Nacional de
Estadistica y Censos, 2016). Un vacuno produce entre 0,82 y 1 pie cubico de estiércol al
dia (Herring, 2014). Se ha estimado que cada pie cubico de estiércol vacuno contiene 3,2 X
10* coliformes totales de los cuales 1,4 x 10 son coliformes fecales (Spellman y Whiting,
2007). Con estos valores se calcula aproximadamente 6 x 10 coliformes fecales liberadas

al ambiente cada dia, solo contando el ganado vacuno.

Las heces de los seres humanos pueden también ser vehiculos de microorganismos
patdgenos. En la actualidad, la mayoria de desperdicios humanos son evacuados de las
ciudades a través del alcantarillado, que tipicamente terminan en los rios. De esta manera
las heces humanas llegan a otros cuerpos de agua dulce y son también responsables de la
propagacion de enfermedades. En pruebas conducidas en Estados Unidos y Canada se ha
encontrado que en aguas de desecho urbano, hay presencia de una variedad de bacterias
patdgenas como Escherichia coli, Staphyloccocus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella typhosa, entre otras (Pitt, Clark y Parmer, 1994). En Ecuador también se han
encontrado coliformes totales y fecales posiblemente patdgenas en las descargas de aguas

residuales de centro urbanos (Reinoso, 2015).



3.3. TRATAMIENTO DE AGUAS SERVIDAS EN EL ECUADOR

En el Ecuador, la mayoria de las ciudades desechan sus aguas residuales en rios y
corrientes menores de agua sin ningun tipo de tratamiento (Reinoso, 2015). Por ejemplo, la
ciudad de Quito arroja el 76% de sus aguas residuales al rio Machéangara, y el 24% restante
a otros rios como el rio Monjas, el rio San Pedro y el rio Guayllabamba (Reinoso, 2015).
Por esta extensa contaminacion con residuos humanos, el agua del Machangara ha sido
clasificada como no apta para todo tipo de uso de estas aguas con la excepcion del uso para
generacion hidroeléctrica y de asimilacion de desechos (Pefiafiel, 2012) debido al riesgo de
condiciones extremas de pH y temperatura y presencia de una gran variedad de
contaminantes como sulfatos, detergentes, sedimentos, grasas, metales pesados, biocidas,
tensoactivos, hidrocarburos, halogenados, acidos organicos, fenoles entre otros (Reinoso,
2015). Sin embargo, a pesar de este alarmante diagnostico y de haber sido clasificada como
no apta para varios usos, se han otorgado concesiones que permiten el uso de aguas
provenientes de rios como el Machangara, Guayllabamba, Monjas y San Pedro con
propdsitos de riego, abrevadero, uso doméstico, empleo para agua potable, explotacion

piscicola, entre otros (Reinoso, 2015).

Para enfrentar el problema de la contaminacion del agua dulce con desechos
organicos, sean estos de origen humano, vacuno u otros, existen varias alternativas que van
desde la prevencion de vertimiento de desechos al agua hasta el de la remediacion de aguas
contaminadas. En esta investigacion se analizara la utilizacion del micelio de hongos como

factores descontaminantes, también llamada micofiltracion o micorremediacion.

3.4. LA MICOFILTRACION

Los hongos pertenecen al reino Fungi y tienen una multitud de funciones en la
naturaleza. Se dividen en tres grupos segin su ecologia: las micorrizas, que tienen
relaciones mutualistas con las raices de plantas; las parasiticas, que viven nutriéndose y
perjudicando a hospederos; y las sapréfitas, que descomponen la materia organica muerta
(Stamets, 2011).



La micofiltracion es el uso del micelio, la red celular de los hongos, como el
elemento principal de un filtro. La idea fue inicialmente concebida por Paul Stamets en la
década de 1970 y aplicada de una manera anecdotica, al filtrar agua contaminada por heces
de su ganado vacuno a través de una mezcla de viruta con micelio de Stropharia
rugosoannulata (Stamets, 2005). EIl proposito original era el de cultivar estos hongos para
emplearlos como alimento, sin embargo, Stamets (2005) observé que se habia reducido la
cantidad de bacterias coliformes fecales del arroyo contaminado, a pesar de que habia

aumentado la cantidad de ganado en su terreno.

A partir del descubrimiento de Stamets (2005), se han conducido varios estudios
para determinar la capacidad de filtrar y purificar el agua utilizando el micelio de varias
especies de hongos. El micelio corresponde a la etapa vegetativa del ciclo de vida de los
hongos; consiste en una red de células Ilamadas hifas, que se van expandiendo en el medio
en que habitan, que en el caso de hongos saprofitos, puede ser madera en descomposicion
0 en el suelo (Stamets, 2005). Esta red celular se expande mediante el crecimiento de
nuevas hifas con varios objetivos, como encontrar recursos para sostenerse y seguir
multiplicadndose (Stamets, 2005). La micofiltracion ha sido usado para filtrar una amplia
gama de materiales organicos e inorgéanicos incluyendo limo (Stamets, 2005), patégenos
(Stamets, 2005; Harris, 2012; Rogers, 2012; Flatt, 2013), nitratos, fosfatos, cloruros y
sulfatos (Sanyaolu y Alonge, 2014).

En la actualidad, Pleurotus ostreatus ha sido la especie mas usada para la
micofiltracion y ha brindado resultados positivos en varias ocasiones (Harris, 2012; Rogers,
2012; Flatt, 2013). Otras especies que han sido probadas para la micofiltracion pertenecen
a los géneros Irpex (Flatt, 2013), Stropharia (Flatt, 2013; Taylor et al., 2014) y Aspergillus
(Sanyaolu y Alonge, 2014).

3.5.  Trametes versicolor Y Ganoderma sp.

Basados en estos reportes, se intentd probar la efectividad de la micofiltracion
mediante el uso de 2 especies procedentes de géneros que aun no han sido probadas en la
micofiltracion: Ganoderma sp. y Trametes versicolor. Este par de hongos pertenecen a

Basidiomycota, una division del reino Fungi que se caracteriza por la presencia de basidios,



células maciformes con cuatro puntas en su apice del cual estan unidas las basidioesporas
(Petersen, 2013). A su vez, ambas pertenecen a la orden Polyporales dentro de la clase
Agaricomycetes a donde pertenecen la mayoria de hongos sapréfitos con un cuerpo
fructifero en forma de “bracket” o “paréntesis”, también llamados ‘“hongos repisa”
(Kendrick, 2017).

Ganoderma es un genero que pertenece a la familia Ganodermatacea, fue descrita
por primera vez en 1881 y consiste en mas de 300 especies que son mayoritariamente
saprofitas, aunque en algunos casos pueden ser parasiticas (Flood, Bridge y Holderness,
2000). Sus cuerpos fructiferos, parte reproductiva del ciclo de vida de los hongos, suelen
tener colores pardos y una textura dura (Packer, Wachter-Galor, Ong y Halliwell, 2004).
Ademas, el cuerpo fructifero puede ser dimitico o trimiticos (Flood et al., 2000), lo que
significa que tiene 2 o 3 tipos de células: hifas generativas en conjunto con hifas
envolventes y, en el caso de las trimiticos, también con hifas esqueléticas (Kendrick, 2017).
Estan distribuidos en todo el mundo y una gran cantidad de especies han sido usadas en la
medicina tradicional por el hombre para tratar todo tipo de enfermedades (Packer et al.,
2004)

T. versicolor pertenece a la familia Polyporaceae y se encuentra en bosques
templados de todo el mundo (Halpern, 2007). T. versicolor también ha sido utilizado en la
medicina tradicional para tratar tumores e infecciones (Braun y Cohen, 2015). Es saprdfito
y su cuerpo fructifero es trimitico y se reconoce por tener anillos concéntricos de distintos
colores por lo que se lo conoce en inglés como el hongo “cola de pavo” (Stephenson,
2010). Ademas el cuerpo fructifero es duro y fibroso por lo es categorizado como no
comestible (Stephenson, 2010) por esto, se lo suele secar y moler para hacer infusiones
(Braun y Cohen, 2015).

Ganoderma sp. y T. versicolor comparten caracteristicas con géneros usados
anteriormente en la micofiltracién (Pleurotus, Irpex, Stropharia) en su ecologia saprofitica
(Stamets, 2005), es decir, consumen madera muerta como principal fuente de alimento.
Ganoderma sp. y T. versicolor son ademas de pudricion blanca, puesto que consumen la

lignina de la madera dejando la celulosa de color blanco como residuo (Stamets, 2005).



3.6. OBJETIVOS

3.6.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la eficacia de micofiltros de T. versicolor y Ganoderma sp. en la remocion
de la bacteria coliforme fecal E. coli.

3.6.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Medir el grado de remocion de E. coli a través de filtros control y de micofiltros

inoculados con T. versicolor y Ganoderma sp.

Comparar la eficacia de los distintos micofiltros segin la especie de hongo con la

que fueron inoculados y colonizados.

Comprobar la posible existencia de correlacion entre la velocidad del paso del agua

a través de los filtros y su eficacia en la remocion de E. coli.



4. MATERIALES Y METODOS

4.1. ELABORACION DE LOS MICOFILTROS

Los micofiltros que se emplearon en este estudio consistieron de un tubo
policlorurovinilo (PVC) lleno de un medio nutritivo a base de aserrin de madera de la
especie Guarea cartaguenya. Este medio nutritivo fue inoculado con las especies antes
mencionadas, T. versicolor y Ganoderma sp. Cada micofiltro solo fue inoculado con una
especie de hongo. Antes de inocular el medio de aserrin presente en el filtro, el micelio
paso por dos etapas previas, con el propoésito de disminuir la posibilidad de contaminacion

y mantener un crecimiento rapido y vigoroso. Se resume todo este proceso en la Figura 1.

4.1.1 INOCULACION DE HONGOS EN AGAR

Se inocularon de cajas Petri de 100 x 15 mm de agar Difco™ Malt Extract y
Extracto de Levadura Difco™ (1 g por cada 500 mL de agar) con el micelio de las especies
T. versicolor o Ganoderma sp. Los micelios provenia a su vez de otras cajas Petri
previamente inoculadas o de un stock mantenido a -20 °C o 4 °C. Se dejo crecer al micelio

en el agar durante una a dos semanas en la oscuridad a 28 °C.

4.1.2 EXPANSION DEL MICELIO

Luego se inocul6 el medio de grano para aumentar la biomasa del micelio y ponerlo
en un estado de vigor que le permita colonizar grandes cantidades de medio de una manera
rapida (Stamets, 2011). EI medio de grano estuvo compuesto por 300 g de avena en
cascara, 280 mL de agua y 4,57 g de yeso, y una proporcion de humedad entre en el rango
optimo de 45 a 55% (Stamets, 2011).

El medio de grano fue mezclado en una funda de polyfan especial, linea azul
(Indupetra S.A.) y fue puesta a autoclavar durante 90 minutos a 121 °C y 15 psi, para
esterilizar su contenido. A continuacion, se cortd el micelio de una caja Petri de la primera
etapa de crecimiento en cuadrados de 5 mm de lado y se los afiadid junto al medio de grano

esterilizado en la funda de polyfan. Se agit6 la mezcla de grano y micelio para aumentar la
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cantidad de superficie de avena expuesta al micelio y asi incrementar la velocidad de
colonizacion del micelio. Se dobl6 sueltamente el extremo de la funda para permitir el paso
del aire necesario para el metabolismo del micelio, pero sin dejar una apertura excesiva
para evitar contaminaciones provenientes de la atmdsfera, y se la incub6 a 28 °C en la

oscuridad por una a dos semanas.

Figura 1: Elaboracion de un micofiltro. 1: Inoculacién del micelio en agar. 2:
Crecimiento del micelio en la placa Petri. 3: Corte del agar con micelio. 4: Inoculacion del
medio de grano. 5: Crecimiento del micelio en la funda de polyfan. 6: Fracturacion del
grano inoculado. 7: Construccion del micofiltro. 8: Crecimiento del micelio en el interior
del micofiltro.

4.1.3 CONSTRUCCION DE LOS MICOFILTROS

Para la construccion de los micofiltros se inocul6 el medio a base de aserrin dentro
del tubo PVC. Para preparar el medio de aserrin se mezcl6 aserrin, viruta, afrecho de trigo,
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yeso y agua en las siguientes proporciones de peso: aserrin (3,5), viruta (6,5), afrecho de
trigo (2), yeso (0,7), agua (10). Estos son los materiales presentes en la formula del medio
“aserrin/afrecho para fructificar” disefiado para el maximo crecimiento de hongos
saprofitos (Stamets, 2011). El aserrin y la viruta constituyeron el principal alimento del
micelio mientras que los otros elementos sirvieron como suplemento nutricional. Se usé
una combinacién de aserrin y viruta en proporciones especificas con el objetivo de obtener
una estructura éptima del medio, no demasiado compacta para mantener un flujo de aire y
no demasiado suelta para que el crecimiento del micelio no se vea interrumpido por
espacios vacios (Stamets, 2011). Este medio fue esterilizado en el autoclave en fundas de
polyfan a 121 °C a 15 psi durante 60 minutos para eliminar los posibles contaminantes

presentes en los distintos componentes del medio de aserrin.

Los micofiltros fueron elaborados en tubos PVC de 18,5 cm de largo y 10 cm de
didmetro. El tubo PVC fue lavado con jabdn, vinagre (tres veces) y con alcohol etilico al
70% para esterilizarlo. Luego, se lo dejo en la camara de flujo con rayos ultravioletas
durante 40 minutos. En el dia en que se armo el micofiltro, se esterilizé al tubo PVC con
fuego y se lo dej6 20 minutos adicionales en la camara de flujo con rayos ultravioletas para
reducir la posibilidad de contaminacion. Se colocaron tres cordones de lana, previamente
esterilizados en el autoclave, que atravesaron diagonalmente el filtro y quedaron fijos con
cinta adhesiva. Estos cordones tienen el propésito de ayudar al paso del agua y de servir de
soporte adicional para que el medio de aserrin inoculado con micelio no se despegue del
tubo PVC durante y después de las filtraciones. Se sell6 la apertura inferior del tubo PVC
con papel aluminio y se lo asegurd con cinta adhesiva para que no se riegue el contenido

del micofiltro al ser levantado.

Se colocaron capas de grano colonizado por el hongo (que fue previamente
fracturado en pequefias partes) y de medio de aserrin. Se las altern6 para aumentar la
superficie del medio de aserrin que tiene contacto con el micelio presente en el grano. La
primera y la Gltima capa fueron de grano colonizado. Este procedimiento tuvo el objetivo
de acelerar la colonizacion del medio de aserin por parte del micelio (Stamets, 2005).
Después de colocar cada capa de medio de aserrin o grano colonizado, se compacto el
medio resultante sacudiendo el tubo PVC con pequefios golpes. Se utiliz6 una proporcion
en peso de 1:3 de grano inoculado: medio de aserrin. Se dejo un espacio de alrededor de

5 cm vacio en la parte superior para que contenga el agua al momento de la filtracion.
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Teniendo esto en cuenta, el volumen del medio inoculado con micelio fue de 1,06 L
mientras que el volumen total del tubo PVC fue de 1,45 L. Al terminar de colocar el medio
de aserrin y el grano inoculado se sell6 la apertura superior del micofiltro con papel

aluminio para reducir el flujo del aire y reducir la probabilidad de contaminacion.

Una vez inoculado el medio de aserrin, se dejo crecer al hongo dentro del micofiltro
entre una semana a una semana Yy media, hasta que el medio de aserrin estuvo

completamente colonizado.

Para el tratamiento control se hicieron filtros que se hallaban compuestos por el
mismo medio a base de aserrin que se uso en la elaboracion de los micofiltros de los otros
tratamientos con la excepcion del yeso (Anexo 1). EI medio del tratamiento control
contenia aserrin, viruta, afrecho de trigo y agua en las mismas proporciones que el medio
usado en los demas tratamientos. Este medio a base de aserrin, ligeramente modificado, fue
puesto en un tubo PVC de las mismas dimensiones mencionadas anteriormente, dejando el
mismo espacio vacio de 5 cm que se dispuso para los tratamientos T. versicolor y
Ganoderma sp. Para realizar la filtracion y el conteo de unidades formadoras de colonias
(UFC), se siguieron idénticas pautas a las que se usaron con respecto a los otros filtros.

4.2. FILTRACION

Las bacterias que fueron usadas como contaminante eran E. coli ATCC 25922. E.
coli es una bacteria modelo y una coliforme fecal. Las coliformes fecales se diferencian de
otras coliformes por su capacidad de sobrevivir y multiplicarse a 44 °C (Hranova, 2006).
Han sido seleccionadas porque las coliformes fecales son tomadas como indicadores de
contaminacion fecal ya que sobreviven un mayor tiempo que la mayoria de
microorganismos patdgenos presentes a causa de contaminacion fecal (McNabb y Keeley,
1977).

Se preparé previamente un stock que se mantuvo a -20 °C en una mezcla de caldo
“Brain heart infusion” (BHI) (5 mL) y 30% del volumen de glicerol (1,5 mL). Para
acondicionar las bacterias se inoculd 1 mL de caldo BHI con las bacterias del stock y se las
dej6 crecer por 18 horas a 37 °C en la oscuridad. Una vez transcurrido este lapso, se
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inocularon placas Petri de 100x15 mm con agar Mueller-Hinton, con arrastrado continuo, y
se las dejo crecer por 24 horas a 37 °C en la oscuridad.

Por otra parte, se pusieron 3,5 L de agua destilada en un frasco de vidrio y se los
esterilizd en autoclave por 15 minutos a 121 °C y 15 psi. Seguidamente se afiadio 28,64 g
de cloruro de sodio para obtener una solucién fisioldgica salina al 8,18 g/L. Se inocul6 el
agua salina con E. coli con una concentracion final de bacterias de 100000 UFC/mL. El

método que se usoO para obtener esta concentracion bacteriana esta detallado en el Anexo 2.

Previo a la filtracion se mezcldé el agua inoculada con E. coli agitandola
manualmente por cinco segundos para homogenizar el contenido de las bacterias en el
agua. La filtracion se realizo al percolar los 3,5 L de agua inoculada con E. coli a través de
los micofiltros. Se ubico al filtro sobre una cubeta y se lo sostuvo con soportes de madera
previamente esterilizados en el autoclave. Esta prevision tenia el propdésito de impedir que
el filtro entre en contacto con el agua filtrada. Ademas, se aplasto un poco en los lados del
filtro en la parte de entrada y salida del agua para permitir el paso del agua por las fisuras
que se creaban asi en los costados. Este ajuste se efectud debido a que los hongos tienen la
tendencia a formar tapones en lugares donde hay altas concentraciones de oxigeno (Figura
2) y, por este motivo, no permiten el paso del agua. Si pese a esta medida los tapones
formados por el micelio ain no permitian el paso del agua, se procedidé a tensar los

cordones de lana para romper la superficie del micelio.

Durante la filtracion, se dejé que el agua fluyera por el filtro movida solamente por
la gravedad. Como todos los micofiltros poseian un espacio de 5 cm en donde espera el
agua hasta filtrarse, la presion del agua generada sobre el filtro fue de 490,5 Pa. El agua
recolectada tras la filtracion se almaceno en una cubeta localizada bajo el micofiltro. La
cubeta fue esterilizada previamente y fue recubierta, previamente a la filtracion, con una
capa de papel aluminio que la protegia de potenciales contaminantes presentes en el aire.
Al concluir cada filtracion, se anot6 el tiempo que se demord toda el agua en pasar por el
filtro.

Se hicieron filtraciones hasta alcanzar nueve datos, aunque posteriormente se
eliminaron dos datos atipicos, uno proveniente del tratamiento T. versicolor y otro

proveniente del tratamiento Ganoderma sp. Se realizaron hasta tres filtraciones con los
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micofiltros de los tratamientos Ganoderma sp. y T. versicolor pero solo uno con los filtros

control, se especifica en el Anexo 1 las razones para esto.

Figura 2. Crecimiento del micelio en la superficie de un micofiltro de Ganoderma
sp. Aqui se puede observar también como la densidad del micelio aumenta hasta cubrir
totalmente la superficie del micofiltro formando un sello impermeable.

4.3. CONTEO DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS

Para evaluar los resultados de las pruebas se realizé un conteo de UFC en el agua
antes y después del paso por los filtros. Después de mezclar el agua filtrada para
homogeneizar su contenido, se tomd una muestra de 900 pL de la solucién salina inoculada
con E. coli antes de pasar por el filtro y una muestra de 900 uL de la solucion salina
inoculada después de haber pasado por el filtro. A estas se realizaron dos diluciones
seriadas tomando 100 pL y diluyendo esta muestra en 900 uL de solucion salina previa a la
inoculacidén. De esta dilucién de 1/100 se tomaron 100 pL y se los distribuyé en una placa
Petri 100x15 mm con agar Mueller-Hinton con la técnica “Spread Plate Method”, para
poder repartir las bacterias de una manera uniforme y poder contar las unidades

formadoras de colonias.

Se realiz6 el conteo de las unidades formadoras de colonias después de incubar las
cajas a 37 °C durante 24 horas. Se calculd el porcentaje de unidades formadoras de
colonias removidas del agua comparando: (a) la cantidad de unidades formadoras de
colonias en la placa inoculada con el agua antes del paso por el filtro, con (b) la cantidad

de UFC en la placa inoculada con el agua después del paso por el filtro.
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Se calculd este porcentaje con la formula:

UFCa —UFCd

x 100
UFCa

UFCa: Unidades formadoras de colonias antes del paso por el filtro.

UFCd: Unidades formadoras de colonias después del paso por el filtro.

4.4.  ANALISIS ESTADISTICO

Los tratamientos que se consideraron para el analisis estadistico consistieron en el
tratamiento T. versicolor, que contiene los porcentajes de remocion de UFC de las
filtraciones en donde se utilizaron los micofiltros inoculados con T. versicolor; el
tratamiento Ganoderma sp. que contiene los porcentajes de remocion de UFC de las
filtraciones en donde se utilizaron micofiltros inoculados con Ganoderma sp.; y el
tratamiento control en donde se toman en cuenta los porcentajes de remocién de UFC de
las filtraciones en donde se utilizaron los filtros control que no fueron inoculados con

ningun micelio.

Se empled un Disefio Completamente al Azar (DCA) considerando los resultados
obtenidos de los tres tratamientos. Se efectud también una prueba de significacion de
Tukey con un nivel de significacion de 5% y al 1% porque se presentd significacion

estadistica. El analisis estadistico se realizé haciendo uso del programa SPSS de IBM.

Se calculd el coeficiente de variacion con la siguiente formula:

VCMe
CV = v x 100

CV: Coeficiente de variacion
Cme: Cuadrados medios del Error Experimental
Y: Media Global

Se evaluo si existe relacion entre la cantidad de bacterias que han sido retiradas del

agua y la cantidad de tiempo que se demord el agua en pasar a través del filtro. Esta



16

evaluacion se concretd con una prueba de correlacion de Spearman ya que se encontré que
no hay normalidad en la serie de datos que corresponden a los tiempos de filtracion. Este

analisis estadistico también se realiz6 haciendo uso del programa SPSS de IBM.
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5. RESULTADOS

Los valores de remocion de UFC de cada filtracion constan en la Tabla 1, con la
informacion adicional del tiempo de filtracion y de si se trataba de la primera, segunda o
tercera filtracion que se realizaba utilizando un filtro en particular. La media general de
remocion de coliformes fecales fue de 13,31%. Las medias obtenidas fueron de 1,36% para
el control; 30.87% para el tratamiento T. versicolor; y de 9,19% para el tratamiento

Ganoderma sp.

Tabla 1. Porcentaje de Remocion de Unidades Formadoras de Colonias segun el

tiempo de Filtracion y el nimero de veces que fue usado el filtro

Usos Tiempo de UFCen el a lf;c(:jeesn leJIés Remocion de
Tratamiento del filtracion agua antes de g de Iap UEC en %
Filtro (Minutos) la filtracion . * 0
filtracion
T. versicolor 1 41 75 43 42 67
1 47 68 53 22,06
1 16 74 70 5,41
1 23 86 73 15,12
1 21 117 92 21,37
1 93 90 25 72,22
2 140 140 83 40,71
2 93 124 92 27,42
Ganoderma 1 85 131 122 6,87
Sp. 1 47 49 52 -6,12
1 58 32 25 21,88
1 110 88 94 -6,82
2 100 56 48 14,29
3 66 68 46 32,35
3 30 70 76 -8,57
3 66 56 45 19,64
Control 1 10 129 112 13,18
1 8 130 157 -20,77
1 6 117 116 0,85
1 6 108 103 4,63
1 5 112 113 -0,89
1 7 94 91 3,19
1 8 100 109 -9
1 5 125 112 10,4
1 7 113 101 10,62
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De los datos originales se obtuvo una varianza de 394,97, una desviacion estandar
de 19,87 y un coeficiente de variacion de 149,34%. Este coeficiente de variacién es
extremadamente elevado ya que el maximo valor aceptable en pruebas como esta es de

20%. No se pueden considerar confiables a datos con un porcentaje mayor al mencionado.

Debido al elevado coeficiente de variacion, se realiz6 una transformacion de datos
logaritmica. En la transformacion de datos logaritmica, sin embargo, no es posible utilizar
valores inferiores a 0. Para solucionar este problema, se tomé el valor absoluto del menor
porcentaje (-20,77), se lo multiplico por 1,1 y se sumé este valor constante a todos los
datos. Posteriormente se multiplicaron todos los valores por 10. Con esta transformacion
de datos se obtuvo un coeficiente de variacion de 12,95% el cual es menor a 20% y por lo

tanto, aceptable.

Para analizar los datos se realiz6 un ANOVA (Tabla 2) y se encontré significancia
estadistica para 0,05. Debido a esta significancia estadistica, se realiz6 un analisis post hoc
de Tukey (Tabla 3) y se encontrd una diferencia estadistica para 0,05 entre el tratamiento T.
versicolor y el tratamiento control. No se encontrd significancia estadistica entre los
tratamientos Ganoderma sp. y el tratamiento control o entre el tratamiento Ganoderma sp.

y el tratamiento T. versicolor.

Tabla 2. ANOVA de resultados de UFC removidas por distintos tratamientos
Fuentesde  Suma de Grados Cuadrados F F critico  Significan
variacion Cuadrados de Medios  calculado (o5 (01 -cia
libertad
Total 2,469 24
Tratamientos 1,749 22 0,080
Error 0,720 2 0,360 4,527* 572 3,44 0,023

Experimental
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Los tiempos de filtracion que se registraron pueden observarse en la Tabla 1. La
media general del tiempo transcurrido en cada filtracion fue de 43,92 minutos. Las medias
del tiempo que se demoro el agua en pasar por los filtros fue de 59,25 minutos para el
tratamiento T. versicolor, de 70,25 minutos para el tratamiento Ganoderma sp. y de 6,89
minutos para el tratamiento control. Se calculé individualmente el caudal de cada filtracion
y se obtuvo un caudal promedio de 99,71 mL/min para el tratamiento de T. versicolor, un
caudal promedio de 58,19 mL/min para el tratamiento de Ganoderma sp. y un caudal
promedio de 532,207 mL/min para el tratamiento control. La media general de todos los

caudales fue de 242,20 mL/min.

Tabla 3. Prueba de Tukey comparando resultados de UFC removidas por

distintos tratamientos

Tratamiento Tratamiento Significancia
T. versicolor Ganoderma sp. 0,470
Control 0,017*
Ganoderma sp. T. versicolor 0,470
Control 0,208

Los resultados de la prueba de correlacion de Spearman demostraron que existe una
correlacion positiva pero baja (R=0,496), que es significativa para p=0,05 (p=0,012). Es
decir, entre mas tiempo demora una filtracion, mas alta suele ser la efectividad del filtro

para remover bacterias coliformes fecales del agua.
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6. DISCUSION

En este estudio, el tratamiento de micofiltros de T. versicolor fue el que genero
mayor porcentaje de remocion de UFC, con un promedio de 30,87% comparando con el
tratamiento de Ganoderma sp. que solo alcanz6 un promedio de 9,19%. Los filtros control
removieron un promedio de 1,37% de las coliformes fecales. Ademas, el tratamiento T.
versicolor fue el Unico que presentd una diferencia estadisticamente significativa
comparada con el control (p=0,017). Considerando estos resultados, se toma a T. versicolor

como el tratamiento mas efectivo en la remocién de E. coli de este estudio.

Los micofiltros de T. versicolor tuvieron indiscutiblemente un mejor desempefio
que los filtros control, que no contenian micelio, en la remocion de coliformes fecales. A
pesar de que los micofiltros de Ganoderma sp. no presentaron significancia estadistica en
la remocién de coliformes fecales, al compararlos con los filtros control, se puede
igualmente observar que hubo retencion de UFC al comparar sus resultados con los del
control. En efecto, los micofiltros Ganoderma sp. eliminaron mas de seis veces el
porcentaje de coliformes fecales que los filtros control. Por lo tanto, los micofiltros
procedentes de ambos tratamientos miceliares retuvieron mas bacterias que los filtros

control sin micelio.

6.1. DIFERENCIAS ENTRE MICOFILTROSY TRATAMIENTO CONTROL

La sola presencia del hongo puede ser un factor que mejore la capacidad de
filtracion de un medio. El medio que se utilizo en este estudio es altamente nutritivo y fue
disefiado para facilitar el crecimiento del hongo. Por este motivo, el micelio colonizo el
medio a tal punto que hizo que el medio se vuelva de un color blanquecino ocultando
completamente el aserrin y la viruta de color café del medio sin inocular (Figura 2).
Ademas, el crecimiento del micelio fue tan intenso que alcanz6 una densidad a la que se
crearon tapones impermeables cerca de los extremos del micofiltro. Esto hizo que haya una
resistencia al paso de liquidos por parte de los micofiltros, circunstancia que no se
evidencio en los filtros control, que aumentaba el tiempo de retencion del agua en el filtro.



21

6.1.1 DIFERENCIA EN LA DENSIDAD DEL MEDIO

La diferencia de la densidad entre los filtros control y los micofiltros se puede
observar claramente por el tiempo que se demordé el agua en pasar a través de estos (Tabla
1). El tiempo promedio de una filtracion a través de los micofiltros de T. versicolor fue de
59,25 minutos y el de los micofiltros de Ganoderma sp. fue de 70,25 minutos, dando un
promedio de 64,75 minutos para realizar una filtracion de un micofiltro, incluyendo a
ambos tratamientos. Por lo tanto, resulta evidente que el tiempo promedio de filtracion de
los micofiltros es mucho mayor al tiempo promedio de las filtraciones del tratamiento

control, que era inferior a siete minutos.

La colonizacion del medio por el micelio también torné al medio presente en el
filtro en una masa sélida y compacta. Antes de ser inoculados, el medio de aserrin y viruta,
en el mismo estado que se emple6 para confeccionar los filtros control, tenia una
consistencia tan poco cohesiva que se derramaba si no se lo sostenia con papel aluminio en
la apertura inferior del tubo PVC. Al consolidarse los micofiltros por el crecimiento
miceliar siguiendo la inoculacion, el estado solido firme resultante podria, como efecto
secundario, facilitar el transporte de los micofiltros, en especial, si se llegaran a usar en
sitios alejados de donde se los manufacture. Se podria asi inocular los micofiltros, esperar a
que el micelio colonice el medio en un laboratorio y luego transportar el micofiltro, ya
solido y compacto, al lugar donde se lo usaria sin riesgo de que se desarme o se riegue su
contenido.

6.1.2 PRESENCIA DE NUTRIENTES DENTRO DE LOS FILTROS

Ademas de influir en la consistencia fisica del filtro, al colonizar el medio y
tornarlo sélido el micelio consume los nutrientes presentes en éste. Los nutrientes
presentes en el medio podrian ser consumidos por cualquier organismo, incluyendo a las
coliformes fecales que se esta tratando de eliminar. Por afiadidura, la presencia del afrecho
de trigo brindaba una rica fuente de nitrdgeno al medio (Stamets, 2002), lo que podria ser
un factor limitante si solo hubiese aserrin y viruta en el medio ya que estos materiales son

pobres en nitrogeno.
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La presencia de nutrientes podria ademas ayudar a explicar los valores negativos en
los porcentajes de remocion de coliformes fecales. Los porcentajes negativos indican que
aumento la cantidad de UFC durante la filtracion, es decir, el agua filtrada presentaba
mayor cantidad de coliformes fecales que la misma agua antes de pasar por el filtro o
micofiltro. Al no contener micelio, los filtros del tratamiento control conservaran una
cantidad muy alta de nutrientes, ademas de brindar una plataforma en donde puedan
permanecer las coliformes fecales. Por esta razon, en cada filtro del tratamiento solo se
realizd una filtracion mientras que, en los micofiltros se realizaron hasta tres. No se pudo
realizar analisis estadistico para encontrar diferencias entre los resultados de los filtros
segun el numero de filtraciones que se realizaron por insuficiencia de datos, aunque este

analisis seria un requerimiento para llevar a los micofiltros a ser usados en vivo.

Por otro lado, el aumento de UFC en las filtraciones permite concluir que, ain sin
ser inoculado con micelio, el medio de aserrin y viruta tiene alguna capacidad de retener
coliformes fecales presentes en el agua, aunque la cantidad de dicha retencion sea
desconocida. Ademas, aun tomando las precauciones de no reusar los filtros control, al
pasar por el medio del filtro, las bacterias estarian en contacto con los nutrientes y podrian
por ello multiplicarse, aunque en menor cantidad, ya que el tiempo de contacto con los
nutrientes es menor: menos siete minutos en promedio, mas el tiempo que se tome en hacer
las diluciones, en contraposicion a los dos dias de espera si se volvia a usar los filtros
control. Esto daria aproximadamente el tiempo de realizar una division celular para una
porcidn de las bacterias presentes en el agua ya que para E. coli el tiempo promedio para la

fision binaria es de 20 minutos (Samaranayake, 2011).

El aumento de UFC en las filtraciones del tratamiento Ganoderma sp. podria ser
explicado por el hecho de que los micofiltros de ambos tratamientos eran utilizados mas de
una vez como fue mencionado anteriormente. Por esto, podrian quedar coliformes fecales
en el dentro del micofiltro luego de la primera filtracion y éstas podrian ser liberadas en
siguientes filtraciones. Esto ocurre debido a que las bacterias pueden sobrevivir un tiempo
al ser adsorbidas y que la adsorcion puede ser revertida (McNabb y Keeley, 1977). De esta
manera las coliformes fecales que fueron retenidas en una filtracion podrian ser liberadas
de vuelta al agua en la siguiente filtracion. También existe la posibilidad de que las
coliformes fecales se multipliquen dentro del filtro, aunque este crecimiento seria menor

que en los filtros control ya que, una parte de los nutrientes, probablemente la mayoria, ya
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habria sido consumida por el micelio durante la colonizacién del medio. Ademas, las
coliformes fecales podrian morir o dejar de ser viables en el tiempo que residan en el

micofiltro por varios mecanismos que se mencionan a continuacion.

6.1.3 PREDACION DE BACTERIAS POR PARTE DE MICELIO

Existen otros métodos, que no tienen que ver con la estructura fisica de los filtros,
por los cuales el micelio puede influir en la filtracion. Estos mecanismos podrian resultar
en una reduccién de las coliformes fecales presentes en el agua contaminada, asi como de

las coliformes fecales que queden dentro de los micofiltros después de una filtracion.

Cuando un organismo se enfrenta a una condicion que le impide crecer a la mayor
velocidad posible, se dice que este organismo entra en un estado de estrés (Dighton,
Oudemans y White, 2017). Més especificamente en cuanto a su nutricién, cuando un
organismo se encuentra con un déficit de algin nutriente que impide su crecimiento a una
velocidad Optima, se conoce a este estado como de estrés nutritivo (Dighton et al., 2017).
Los hongos, asi como otros organismos, tienen que adaptarse al estrés y, para hacerlo, usar
estrategias y consumir alimentos distintos a los que consumen en condiciones Optimas
(Dighton et al., 2017). Esto sucede con multiples grupos de hongos, incluyendo a
Basidiomycota (Fermor y Wood, 1981), el grupo de donde se encuentran los géneros
Trametes y Ganoderma. Los hongos, en caso de necesidad, pueden colonizar y degradar
bacterias para tener acceso a los nutrientes que contienen, notablemente carbon y nitrégeno
(Fermor y Wood, 1981). Ademas, tienen la capacidad de procesar microorganismos como
nematodos y copépodos, y a esporas e hifas de otras especies de hongos si no hay otras

fuentes de nitrégeno disponibles (Barron, 1992).

Los hongos que predan las colonias bacterianas tienen la capacidad de localizar
sensorialmente la presencia de tales colonias, crecer en direccion de las mismas, secretar
compuestos para lisar las bacterias y crecer hifas de una manera “coraloide” a fin de poder
asimilar los nutrientes de las bacterias muertas (Barron, 1992). Después de que la colonia
de bacterias ha sido consumida, envian los nutrientes excedentes a otras partes del micelio
para que puedan ser usados por otras hifas (Barron, 1992). A pesar de que la predacion y

consumo de bacterias ha sido demostrada en varias especies de hongos, ain no se ha
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realizado estudios que demuestren la capacidad de Ganoderma sp. o T. versicolor para
predar bacterias. A fin de poder atribuir la capacidad de remover bacterias de los
micofiltros a la accion predatoria del micelio se recomienda realizar estudios para observar
si, en las condiciones adecuadas, los hongos usados en nuestro estudio pueden utilizar

bacterias como una fuente de nutrientes.

6.1.4 SECRECTION DE COMPUESTOS ANTIBIOTICOS POR PARTE
DEL MICELIO

La diferencia entre el desempefio de los micofiltros y los filtros control podria
también verse influenciada por la presencia de sustancias antibidticas secretadas por el
micelio. En la naturaleza, el micelio produce una amplia gama de sustancias quimicas
Ilamadas exudados o metabolitos secundarios (Stamets, 2005). Muchos de estos
metabolitos pueden tener propiedades antibacteriales (Stamets, 2005) y las especies de
hongos que fueron seleccionadas para este estudio no son la excepcion. De hecho, se ha
probado numerosas veces que hongos del género Ganoderma pueden secretar metabolitos
secundarios con propiedades antibacteriales (Yamac y Bilgili, 2006; Alves et al., 2012;
Alves et al., 2013). Entre estos compuestos se encuentran varios tipos de ganomicina
(Mothana, Jansen, Jilich y Lindequist, 2000; Stamets, 2005) que presentan actividad
antibidtica contra varios tipos de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas incluyendo E.
coli (Mothana et al., 2000; Alves et al., 2012). Adicionalmente, varios estudios han
probado las propiedades antibacteriales de metabolitos secundarios de T. versicolor
(Sakagami et al., 1990; Yamac¢ y Bilgili, 2006). Entre estos se incluyen la corolina
(Stamets, 2005) y el PSK, también llamada Krestina, que genera actividad antibacterial

contra E. coli (Sakagami et al., 1990).

6.2. DIFERENCIAS ENTRE MICOFILTROS Trametes versicolor Y
MICOFILTROS Ganoderma sp.

Se pueden también mencionar a la presencia de compuestos antibacteriales, a la
predacion y a diferencias de la estructura fisica de los filtros, para explicar la diferencia
entre el desempefio de los micofiltros de T. versicolor y el de los micofiltros de

Ganoderma sp. La diferencia en la reduccién de UFC durante las filtraciones de ambos
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tratamientos fue bastante marcada. Los micofiltros inoculados con T. versicolor retiraron
mas del triple de UFC que los micofiltros inoculados con Ganoderma sp. Ademas, los
resultados de los micofiltros de T. versicolor presentaron una diferencia estadisticamente
significativa con relacion al control. La diferencia en el rendimiento podria explicarse por
las mismas razones que intentan explicar la diferencia de rendimiento con los filtros
control, incluyendo a la composicion fisica de los micofiltros, la predacion, la presencia
diferencial de nutrientes o de compuestos antibidticos. No obstante, surgen problemas si se

busca asignar a estos factores como los responsables de los resultados.

Por ejemplo, como se revela en los tiempos de filtracion de la Tabla 1, el agua
demord mas en pasar por los micofiltros Ganoderma sp. que por los de T. versicolor. Esto
evidencia que hubo una densidad mayor en los micofiltros de Ganoderma sp., sin embargo,
fueron los filtros de T. versicolor los que tuvieron un mejor desempefio. Esto pareceria
contradictorio si se intenta sefialar a este factor como el responsable de las diferencias en el
desempefio sin considerar otros que hemos venido sefialando en este estudio. Sin embargo,
hay que tomar en cuenta que este incrementado tiempo de retencidén podria también dar

oportunidad a mayor multiplicacion bacteriana dentro del micofiltro durante la filtracion.

En cuanto a la presencia de nutrientes, no es posible, con los datos proporcionados,
establecer si existié una diferencia en la cantidad de nutrientes presentes en los micofiltros
de los dos tratamientos. Por lo tanto, se recomienda monitorear la cantidad de nutrientes
presentes en el agua, antes y después de pasar por los micofiltros en cada filtracion, para
asi saber si son en parte responsables del desempefio diferencial de los micofiltros dentro

de un mismo y en distintos tratamientos.

En cuanto a la destruccion de bacterias por predacion atribuida al micelio, se
pueden evaluar estos mecanismos de la misma manera que se considerd la presencia de
nutrientes dentro del micofiltro. Sin embargo, no se puede asegurar con los datos
disponibles si éste es el factor responsable del mejor desempefio de los micofiltros de T.
versicolor, considerando que esta adaptacion existe en otras especies de hongos pero no se
han realizado adn estudios para saber si se presenta en Ganoderma sp. o en T. versicolor.
Es necesario, por lo tanto, investigar si han evolucionado estas estrategias en estas especies
para poder explicar el funcionamiento y desempefio diferencial de los micofiltros a partir

de esta perspectiva.
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Ambas especies producen exudados que pueden contener sustancias con
propiedades antibacteriales (Sakagami et al., 1990; Mothana et al., 2000; Yamag y Bilgili,
2006; Alves et al., 2012; Alves et al., 2013). Se observé que el agua que pasd por
micofiltros cambiaba de color probablemente debido a la incorporacion de los exudados
que fueron secretados en el interior y en la superficie de los micofiltros. Cuando el agua
pasaba a través de los micofiltros de T. versicolor, esta adquiria una coloracion amarilla
(Figura 3). Esta coloracion era mas marcada en los micofiltros de T. versicolor que en los

de Ganoderma sp.

Figura 3. Micofiltro de T. versicolor después de realizar una filtracion. Se puede
notar también como el agua filtrada tiene una coloracion amarillenta, presumiblemente por
la presencia de exudados de T. versicolor.

Es posible que los exudados de T. versicolor tengan una coloracion naturalmente
mas oscura que los de Ganoderma sp. (Figura 3 y Figura 4). Pero, por otro lado, la
diferente intensidad del color del agua filtrada podria tambien indicar que los micofiltros
de T. versicolor secretaban una mayor cantidad de exudados, lo que podria explicar la
diferencia de resultados entre ambos tratamientos. Una manera de explicar la diferente

produccién de exudados se basa en analizar como el micelio invierte sus recursos; en el
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caso de Ganoderma sp. el micelio siempre colonizd y creci6 a una velocidad mucho mayor
que el micelio de T. versicolor. Este hecho se produjo de manera constante en todas las
etapas de la construccion de los micofiltros, lo que podria significar que esta cepa de
Ganoderma sp. invertia mas recursos en su expansion en el medio antes que en secretar
exudados. Otra posible explicacion seria que las distintas especies de hongos reaccionarian
con mayor o menor intensidad al estrés que se generd por falta de nutrientes o de espacio.

Figura 4. Micofiltro de Ganoderma sp. (detalle de la superficie). Se nota en la
superficie las gotas de exudados de color transparente.

La composicion de los exudados de T. versicolor también podrian ser simplemente
Mas ricos en compuestos que contribuyen a la eliminacion de E. coli que los exudados de
Ganoderma sp., ain en la misma concentracién y volumen. Se recomienda comprobar esto
en estudios futuros, incluyendo pruebas del potencial antibiético de los exudados de T.
versicolor y Ganoderma sp. Estos compuestos podrian tener varios usos adicionales a la

micofiltracion y micorremediacion.
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6.3. COMPARACION CON OTROS ESTUDIOS DE MICOFILTRACION

6.3.1. DIFERENCIAS METODOLOGICAS

Se han realizado varias pruebas de micofiltracion en el pasado, algunas usando
células de bio-retencion en vivo (Thomas, Aston, Woodruf y Cullinan, 2009) y otras
usando Unicamente micofiltracion in vitro (Harris, 2012; Rogers, 2012; Chirnside, 2013;
Flatt, 2013; Taylor et al., 2014; Umstead, 2016). Cada prueba ha dado diferentes resultados
y posée distintas metodologias, por esto se han presentado problemas al tratar de comparar
nuestros resultados con los obtenidos en otros estudios. A pesar de que varios aspectos de
la metodologia se basaron en el trabajo de Rogers en 2012, como el método de conteo de
UFC y la concentracién de coliformes fecales en el agua, el disefio de los micofiltros usado

en este estudio no es igual a ningun otro usado anteriormente.

Las diferencias metodologicas incluyen el volumen del micofiltro, las especies con
las que el micofiltro fue inoculado y la composicion nutricional del medio en el que crecio
el micelio. Los otros micofiltros estaban compuestos de aserrin o viruta pura inoculados,
mientras que en nuestro estudio se afiadié yeso o afrecho como suplemento nutricional.
Otras diferencias metodoldgicas notables fueron la cantidad de agua que fue filtrada, el
caudal, la concentracion de coliformes fecales presentes en el agua filtrada y las cepas de E.

coli con la que se inoculd el agua.

No se encontrd informacién sobre como cepas distintas de E. coli pueden afectar el
resultado de una filtracion. Tampoco se encontrd informacion sobre cdmo la concentracion
de bacterias en el agua filtrada puede influir en los resultados de una filtracion, aunque se
asume estos factores podrian tener algin efecto sobre la efectividad de los filtros. Se
recomienda, en futuros experimentos, evaluar si estos parametros tienen influencia sobre la

micofiltracion o la filtracion en general.
6.3.2. TIEMPO DE CONTACTO Y VALOR Cf/Vf
La gran mayoria de estudios de micofiltracion difieren en varios parametros, entre

estos, el caudal y el volumen del filtro. Por este motivo, se cred en nuestro estudio una

medida especifica para poder comparar los micofiltros a través de estas distintas
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metodologias. Esta medida especial se ha denominado “Caudal de filtracion por Volumen
de filtro” (Cf/Vf) y se calculd a partir del caudal que se usé en la filtracion en mL/min,
dividido por el volumen del filtro que se uso en L. EI Cf/Vf es una medida que refleja el
tiempo de contacto entre el agua filtrada y el medio del filtro. Un aumento en el caudal
reflejara una disminucion en el tiempo de contacto y un aumento en el valor Cf/Vf. Un
aumento en el volumen del filtro reflejard, a la vez, un aumento en el tiempo de contacto y
una disminucion en el Cf/Vf. Por esto se puede decir que un valor de Cf/Vf mayor equivale

a un menor tiempo de contacto.

Esta medida especial se disefié con el objetivo de establecer un enfoque de orden
practico que facilite la comparacion entre los resultados obtenidos por filtraciones con
distintas metodologias. De esta forma, se podria atribuir la efectividad diferencial para
remover bacterias a cambios en otros parametros mas universales, como la especie y cepa
de hongo que fue inoculado en el micofiltro o la composicion nutricional del medio en el
que ha crecido el hongo. A continuacion, se explicara el efecto que puede tener el cambio

de algunos de estos parametros dentro de una misma filtracion.

En una filtracion, el “tiempo de contacto” es la cantidad de tiempo en la que el agua
que esta siendo filtrada y los contaminantes que ésta contiene, tocan o estdn en contacto
con la membrana filtradora. En los estudios revisados, la membrana filtradora es el medio
de aserrin con o sin micelio. La importancia del tiempo de contacto en la efectividad de un

filtro es alta y es un factor que ha sido probado en varios estudios de multiples maneras.

Por ejemplo, Flatt (2013) realiz6 pruebas para comprobar si al aumentar el volumen
del micofiltro, se aumentaba su capacidad de filtracion de bacterias coliformes fecales. Sus
resultados indicaron que, al tener un mayor volumen, un micofiltro es capaz de remover
una mayor cantidad de coliformes fecales que un micofiltro de menor volumen. Esto hace
sentido ya que, al tener un mayor volumen de filtro, los elementos que se tratan de aislar
del agua estaran en contacto un mayor tiempo con los reactivos o superficies que tratan de
matar o retener a las bacterias. Esta tendencia se ha comprobado anteriormente en estudios
en donde se filtraban bacterias y esporas bacterianas pero no se ha comprobado aun al

tratar de filtrar otros tipos de organismos (Hijnen y Medema, 2010).
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Otro factor que influye en la duracion del tiempo de contacto es el caudal. El caudal
se define como la velocidad a la que el agua pasa a través de un medio. Flatt (2013)
comparé la remocion de coliformes fecales en un mismo tipo de micofiltro usando
distintos caudales y encontré que, en promedio, cuando el caudal era menor (0,5 L/min
frente a 2,2 L/min) el micofiltro tenia un mejor desempefio. Esto contrasta con los
resultados obtenidos por Umstead (2016), que uso tres distintos caudales y observo que no

parece haber correlacion entre este y la capacidad de remocion de las bacterias.

El contraste de resultados se podria atribuir a las diferencias metodoldgicas que
existen entre ambos estudios. Estas diferencias se refieren a la influencia que tiene en los
resultados (a) el orden en que se realizan las filtraciones y al uso de los mismos filtros
varias veces (Emelko, 2001); (b) los tiempos de espera entre filtraciones que podrian
provocar una posible adaptacion por parte del micelio a la presencia de E. coli (Stamets,
2005); vy, (c) la presencia de bacterias termotolerantes no patdgenas dentro de los
micofiltros (Umstead, 2016).

Para eliminar este potencial cesgo, se sugiere dejar de reusar los micofiltros cuando
se cambia de caudal. Por otro lado se plantea también estudiar la posibilidad de seleccion
artificial de especies o cepas de hongos con la adicion de un condicionamiento a la
presencia de contaminantes, para asi observar si la adaptabilidad de los hongos mejora la

efectividad de los micofiltracion.

6.3.3. CORRELACION ENTRE TIEMPO DE FILTRACION Y
EFECTIVIDAD DE MICOFILTROS

Rogers (2012) realizé una comparacion similar a la de nuestro estudio al observar y
recopilar datos sobre el tiempo de filtracion a lo largo de su experimentacion, antes que de
implementar una metodologia exclusiva para comprobar si existe una relacion entre el
caudal y la efectividad de los micofiltros. Rogers (2012) afirma que el caudal no es un
buen parametro para predecir la abundancia de bacterias en el efluyente debido a los
valores R bajos: R=0,1053 para los micofiltros inoculados con Pleurotus ostreatus; vy,
R=0,1443 para el tratamiento control. Estos valores R indican una relacion muy baja o casi
inexistente entre ambos pardmetros. Esta circunstancia contrasta con los datos obtenidos en

nuestro estudio ya que se encontrd que, aunque la relacion es baja (R=0,496) fue
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estadisticamente significativa. La diferencia entre ambas conclusiones se podria deber a

varios factores.

El primer factor que podria explicar la diferencia entre las conclusiones de los dos
estudios es de orden metodoldgico. En nuestro estudio se dejo al agua fluir a través de los
filtros, empujada solamente por la gravedad, lo que resultd en que el caudal sea
determinado por la porosidad del filtro. En el estudio de Rogers (2012), el caudal era
determinado por una bomba peristaltica. A pesar de que el caudal también podia ser
limitado por la porosidad de los filtros, la bomba peristéltica daba un valor méaximo al
caudal. Esto no permitiria que la relacion se pueda observar con exactitud y libertad, sobre
todo con respeto al tratamiento control en donde generalmente la porosidad es mayor y

mas influyente.

En lo que corresponde al segundo factor, es necesario tener en cuenta que en
nuestro estudio se realizd un analisis estadistico para comprobar la relacién entre el caudal
y la efectividad de los micofiltros, mientras que Rogers (2012) solo se enfocd en observar
los valores de correlaciéon R. También se podria atribuir las diferencias entre los dos
estudios a que Rogers (2012) solo observd las relaciones dentro de los distintos

tratamientos y no a todos como un conjunto.

Aunque en nuestro estudio hubiera sido preferible realizar un andlisis estadistico
para comprobar si hay presencia de correlacion entre ambos factores, dentro de los
distintos tratamientos, el nimero de datos disponibles en cada tratamiento no fue suficiente
para hacer dicho andlisis. Seria interesante realizar nuevamente este experimento,
analizando si existe la correlacién tiempo de filtracion y efectividad del filtro entre varios

tratamientos y dentro de estos tratamientos.

Tomando todos los factores en cuenta, se puede inferir que un mayor tiempo de
contacto entre el agua y el filtro equivaldria a una filtraciébn con mayor remocion de
coliformes fecales. Se presenta en la Tabla 6 el porcentaje de bacterias que se removieron
del agua durante la filtracion, en conjunto con los valores Cf/Vf de varios estudios de
micofiltracion y de un estudio de biorremediacion. Se selecciond el tratamiento que
removid la mayor cantidad de coliformes fecales de cada estudio, para compararlo con los

resultados de T. versicolor. Los estudios presentes en la Tabla 6 analizaban porcentajes de



32

remocion de bacterias de la misma manera que en nuestro estudio. Para calcular los valores

de Cf/Vf de nuestro estudio se tomo al caudal promedio de cada tratamiento.

6.3.4. COMPARACION ENTRE MICOFILTROS Trametes versicolor Y
MICOFILTROS PROCEDENTES DE OTROS ESTUDIOS

Como se menciond anteriormente, el tratamiento T. versicolor demostro tener el
mejor desempefio en las filtraciones, con un valor en promedio de 30,87% de remocién de
coliformes fecales. Ademas es superior a los porcentajes de remocién de coliformes fecales
obtenidos en otros estudios como por ejemplo el 19,5% de remocién de coliformes fecales
usando micofiltros inoculados con Pleurotus ostreatus (Rogers, 2012); 22% de remocion
con micofiltros inoculados con Stropharia rugosoannulata (Taylor et al., 2014); y, usando
esta Ultima especie de hongo en sus micofiltros, de 24% de remocion de coliformes fecales
en el estudio de Flatt (2013) en su tratamiento con caudal bajo (0,5 L/min). Estos valores,

en conjunto a los valores Cf/\Vf correspondientes se pueden ver en la Tabla 6.

Los valores Cf/Vf mencionados recalcan la alta eficacia de los micofiltros de T.
versicolor de nuestro estudio, ya que, ademas de tener una mayor remocion de coliformes
fecales, su valor Cf/Vf era mayor que los de Flatt (2013) y Taylor et al. (2014). Estos
hallazgos sugieren también que el tiempo de contacto en el agua y el micofiltro de T.
versicolor era menor que el tiempo de contacto en los micofiltros de Flatt (2013) y Taylor
et al., 2014). Tebricamente, con un mismo tiempo de contacto al de los estudios de Flatt
(2013) y Taylor et al. (2014), la diferencia en el desemperio a favor de los micofiltros de T.

versicolor seria aun mayor.

En cuanto a los resultados de Rogers (2012) se debe observar que, aunque también
se hayan obtenido mejores resultados con los micofiltros de T. versicolor que con los
micofiltros de Pleurotus ostreatus empleados por Rogers, el valor Cf/Vf de las filtraciones
de Rogers es mayor al obtenido en nuestro tratamiento T. versicolor. Esta variacion podria
indicar que la diferencia entre el desempefio de ambos micofiltros se podria deber, en parte,
a los distintos tiempos de contacto. Es posible que, con un mismo valor Cf/Vf los
micofiltros de Rogers pudieran tener un rendimiento mas cercano, igual o hasta mejor que

los micofiltros de T. versicolor que se usaron en nuestro estudio.



33

La explicacion que se podria dar para el mejor rendimiento de los micofiltros de T.
versicolor de nuestro estudio se pueden agrupar en dos ambitos: diferencias metodologicas

y diferencias intrinsecas del micelio seleccionado.

Entre las diferencias metodoldgicas principales se encuentra la composicion
nutricional del medio en el cual se inocul6 el hongo. La composicion nutricional del medio
utilizado en este estudio es distinta a la de los otros estudios en que se afiadié afrecho de
trigo y yeso. El afrecho de trigo se emple6 como suplemento nutricional ya que contiene
altos niveles de nitrogeno, 2,6 g por cada 100 g (Considine y Considine, 2012). Este
suplemento permite aumentar la eficacia y velocidad a la que crece el hongo (Stamets,
2011). El yeso, o sulfato de calcio (CaS04.2H20), tuvo la funcion de proveer calcio y

azufre a la mezcla, necesarios en el metabolismo de los hongos (Stamets, 2011).

Es posible que, con una disponibilidad de nutrientes amplia, el crecimiento del
hongo se haya visto acelerado a tal punto de ocupar todo el espacio disponible y entrar en
estado de estrés. En estado de estrés, comenzaria a secretar metabolitos secundarios que
ayudarian a eliminar o a bajar la viabilidad de las coliformes fecales. También la
disponibilidad de mas nutrientes podria equivaler a una produccion de distintos
metabolitos secundarios. Adicionalmente la colonizacion acelerada del medio por parte del
micelio podria generar una densidad mas alta que con un medio menos nutritivo. Esta
mayor densidad, como se mencioné antes, podria incrementar la eficacia de los micofiltros.
En este sentido, si se llegara a usar micofiltros en la limpieza de aguas servidas, un
crecimiento acelerado podria ser beneficial al disminuir la probabilidad de contaminacion

y al aumentar la velocidad de produccion de los micofiltros.

Otra diferencia metodologica que podria explicar los rendimientos de los
micofiltros en nuestro estudio son los minerales presentes en el agua filtrada. La solucion
salina usada aqui result6 de la mezcla de agua destilada con cloruro de sodio. La afiadidura
de cloruro de sodio al agua en la que las bacterias se fueron inoculadas tuvo el propésito de
que puedan sobrevivir (al contrario de lo que ocurriria si se utilizara una solucion
hipotonica de agua destilada pura o una solucion con rastros de cloro, como el agua de la
Ilave). La concentracion de sal de 8,18 g/L deja al agua con una osmolalidad de 280
mosmol/kg que imita el potencial osmotico del suero de la sangre y, que coincide con el
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liquido intraluminal del intestino, donde viven las coliformes fecales de manera natural
(Maughan y Murray, 2000).

Se ha registrado que E. coli puede sobrevivir y multiplicarse en agua con
concentraciones de sal de hasta 34 g/L (Gerba y McLeod, 1976), una concentracién mucho
mayor a la que se usé en este estudio (8,18 g/L), por lo que se asume que la sal no tuvo un
efecto bactericida. Lamentablemente no se puede predecir como la sal podria tener efecto
en la retencion de las bacterias, en la predacion por parte del micelio o en la accién de los
compuestos antibidticos presentes entre los metabolitos secundarios. Por esto se
recomienda a futuro usar el mismo procedimiento que us6 Flatt (2013) y Taylor et al.
(2014) de tomar agua de la llave y declorarla. Como medida adicional se podria esterilizar
por autoclavado el agua a fin de asegurar que no haya presencia de microorganismos en el

agua a parte de los que fueron inoculados para la experimentacion.

Las diferencias intrinsecas del micelio que pueden explicar las diferencias de
eficacia entre el tratamiento T. versicolor y Ganoderma sp. se han mencionado antes y se
pueden aplicar también para explicar las diferencias con las otras especies presentes en los
micofiltros de otros estudios. Segun la especie y cepa de los hongos con los que se
inoculan los micofiltros, podria haber variaciones en la presencia o eficacia predatoria, en
la densidad que proporciona el micelio al micofiltro o en la cantidad o tipos de compuestos

secretados en los exudados.

No es posible atribuir con seguridad la diferencia entre los resultados de los
distintos estudios a las variaciones sefialadas en el parrafo precedente, pero seria posible
realizar estudios de micofiltracion a futuro en donde se midan diversos factores de una
manera controlada, incluyendo el factor de que el micofiltro sea inoculado con distintas

especies de hongo.

6.4. MICOFILTRACION Y MICORREMEDIACION

6.4.1. LA CELULA DE BIORETENCION DE THOMAS ET AL. (2009)

La célula de biorentencion de Thomas et al. (2009) fue un estudio en vivo. Esta

célula consistia 75 m? de “loam” arenoso que incluia materia organica, arena y suelo local
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con varias especies de arboles, arbustos y herbéceas locales. Se inoculd el loam con una
mezcla comercial de ectomicorizas y endomicorizas, en conjunto con Pleurotus ostreatus,
Pleurotus ulmiatus y Stropharia rugosoannulata mientras que el tratamiento de control no

contenia hongos.

Los resultados que se obtuvieron con la célula de bioretencion son mejores que los
de otros estudios de micofiltracion, pues la célula dio un 90% de reduccion de coliformes
fecales. Sin embargo, hay que mencionar que el tratamiento control, que no contaba con
los hongos y por lo tanto sin micofiltracion, produjo con una remocion de 66% de
coliformes fecales (Thomas et al., 2009). Esto indica que hay elementos de la célula de
bioretencion aparte del micelio, que fueron en parte responsables de la reduccién en la

cantidad de coliformes fecales.

Ademas su valor Cf/Vf fue muy bajo (0,0877) lo que indica que el tiempo de
contacto entre el agua y el medio debié ser mucho mas elevado que en los otros
experimentos. Por lo tanto, aunque se obtuvo una reduccion alta de coliformes fecales, se
recomienda tratar con una cantidad mayor de especies la célula de bioretencion,
notablemente con la cepa de T. versicolor que se uso en este experimento, y posiblemente

también afiadiendo los suplementos nutricionales al medio donde crecid el micelio.

Pero a pesar del buen desempefio de la célula de bioretencion en la remocién de
coliformes fecales, la ausencia de coliformes fecales no significa la ausencia de cualquier
tipo de patdgeno, especialmente de virus (Mcnabb y Keeley, 1977), por esto seria
recomendable realizar pruebas con aguas contaminadas con desperdicios de granjas

ganaderas y/o escorrentia urbana antes de implementar esta tecnologia en vivo.

6.4.2. EVALUACION DE LA POSIBILIDAD DE MICOFILTROS CON
MULTIPLES HONGOS

Thomas et al. (2009) sugirieron otra posible mejora a la micofiltracion: la variacion
de especies de hongos que componen el micelio del micofiltro. Como se ha visto en varios
estudios, las distintas especies de hongos tienen accidn antibidtica contra diversas especies
de bacterias (Yamag¢ y Bilgili, 2006) y contra distintos microorganismos (Barron, 1992).

Por esta razon se podria tratar de realizar micofiltracion con varias especies presentes en el
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mismo micofiltro o en micofiltros succesivos como los que se usaron en el estudio de Flatt
(2013). Esto seria particularmente beneficioso en vivo ya que permitiria controlar o reducir
las poblaciones de una mayor gama de microorganismos. Ademas, el uso de varias
especies de hongos permitiria evitar o retardar el desarrollo de potenciales resistencias a
los compuestos antibidticos secretados por el micelio. Esto seria posible ya que la
probabilidad de que un microorganismo desarrolle resistencia simultaneamente a varios

compuestos antibioticos es mucho menor a que desarrolle resistencia a solo uno de estos.

Sin embargo, también podrian también surgir inconvenientes al poner varias
especies de hongos en la misma célula de bioretenciéon o micofiltro. Estos estarian
relacionados a la posible competencia entre las distintas especies de micelio, sobre todo
considerando que, en casos de estrés alimenticio por falta de nitrogeno, el micelio puede
recurrir a consumir esporas o hifas de otras especies de hongos (Barron, 1992). En todo
caso, se recomienda realizar experimentacion comparando micofiltracion con micofiltros
que contengan varias especies de hongos simultaneas en contraposicion a micofiltros de las

mismas propiedades y dimensiones que contengan solo una especie de hongo.

6.4.3. POTABILIZACION Y OTROS USOS DE LA MICOFILTRACION

El mejor resultado de la micorremediacidn, la célula de bioretencion de Thomas et
al. (2009), removia 90% de las coliformes fecales mientras que el tratamiento T. versicolor
de este estudio obtuvo una remocion de coliformes fecales de 30,87%. Estos valores son
altos considerando otros estudios de micofiltracion, pero lamentablemente no son

suficientes para cumplir con los estandares de agua potable actuales dictados por la OMS.

Los parametros sobre la calidad del agua potable que tiene la OMS son muy
similares a los parametros establecidos por la Directrices australianas sobre el agua de
consumo (Bartram et al., 2009). Dichas Directrices (National Health and Medical Research
Council y la National Resource Management Ministerial Council, 2011) establecen que
para catalogar un agua como potable y libre de contaminacion fecal, no se debe encontrar
ninguna presencia de coliformes fecales termotolerantes, por lo tanto de E. coli, en una

muestra de 100 mL.
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Teniendo en cuenta estos parametros, la micofiltracion y las células de bioretencion
no podrian ser usadas como método de potabilizacién en la actualidad, por lo menos sin
implementar otros pasos para una eliminacion completa de coliformes fecales y de otros

posibles contaminantes.

Sin embargo, la micofiltracion y las células de bioretencion podrian tener otros usos
a parte de la potabilizacion del agua, notablemente en la biorremediacion; para reducir la
cantidad de coliformes fecales liberadas a cuerpos de agua. Sin embargo, sera necesario
primero evaluar el posible impacto sobre el ambiente que podria tener la presencia de
exudados y otros metabolitos que son secretados por el micelio. Seria interesante, como se
plante6 previamente, probar la cepa de T. versicolor de nuestro estudio en pruebas de
micofiltracion y micorremediacén en vivo, usando agua que provenga de arroyos o rios
locales que hayan sido contaminados con materia fecal de procedencia urbana o de la
industria ganadera.

Los contaminantes del agua pueden tener varios origenes que se pueden agrupar en
dos categorias: las fuentes de contaminacion puntuales y las fuentes de contaminacion no
puntuales o difusas. Aunque existan casos dificiles de ubicar en estas dos categorias, se
define a una fuente puntual como un lugar discernible y delimitado desde donde proviene
la contaminacién. Las fuentes puntuales de contaminacion son féciles de identificar e
incluyen a tuberias, desagues, cufietas y drenes (Organizacion de las Naciones Unidas para
la Agricultura y la Alimentacion, 1993).

Las fuentes no puntuales son aquellas que tienen un origen en la escorrentia. La
escorrentia es causada por agua de lluvia moviendo contaminantes dispersos en un area de
tierra (Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion, 1993).
Los materiales contaminantes son dirigidos por la escorrentia hacia lagos, rios, arroyos,
humedales, estuarios y otras aguas costales o aguas subterraneas (Ryan y American Bar
Association, 2003).

Existe un gran desafio cuando se trata de reducir las fuentes no puntuales de
contaminacion por su naturaleza dispersa. La principal fuente de contaminacion no puntual
es la agricultura y la ganaderia, que afecta de diferente manera a distintos tipos de cuerpos

de agua (Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion,
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1993). Por ejemplo, los rios y los estuarios, tienen un problema de contaminacion por
presencia patégenos y nutrientes (Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura
y la Alimentacion, 1993). Son justamente estos contaminantes los que pueden ser
eliminados o reducidos por la micofiltracion y las células de biorremediacién (Thomas et
al., 2009).

Por un lado la contaminacion puntual podria tratarse al poner células de
bioretencion a la salida de desaglies, antes de que el agua contaminada entre en contacto
con otros cuerpos de agua limpios, de manera similar a lo descrito en el trabajo de Thomas
et al. (2009) o por Stamets (2005).

Por otra parte, la contaminacion proveniente de fuentes no puntuales podria ser
tratada al rodear las areas de donde proviene la contaminacion, con una barrera enterrada
de aserrin inoculado con micelio (Stamets, 2005), aunque también se propone llevar esta
idea a un siguiente nivel y crear “barreras” de bioretencion empleando varios elementos de
la célula de bioretencion de Thomas et al. (2015) y en donde los resultados de nuestros

estudios podrian ser considerados.

Existe un gran potencial para las células de bioretencidn, por ser un método de
limpieza del agua que ocupa relativamente poco espacio, tener un bajo costo y ser facil de
construir y de usar (Flatt, 2013). Teniendo en cuenta que en el Ecuador la mayoria de las
aguas servidas de origen urbano no son tratadas de ninguna forma (Reinoso, 2015), debido
a los menores cuidados que se tiene en la actividad agropecuaria, es posible inferir que las
aguas que son contaminadas por la agricultura y por la ganaderia tampoco reciben

tratamiento para eliminar sus contaminantes.

Considerando los resultados de nuestro estudio y los argumentos que se han
mencionado, es apropiado considerar a la micofiltracion como una potencial solucion,

parcial, al problema de la contaminacion de los cuerpos de agua en el Ecuador.
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7. CONCLUSIONES

Se determind que, en este estudio, los micofiltros del tratamiento T. versicolor y

Ganoderma sp. fueron efectivos en la remocion parcial de E. coli del agua.

Los micofiltros inoculados con T. versicolor presentaron mejores resultados,

superando a los resultados de la mayoria de otros estudios de micofiltracion en vitro.

Se comprobd la existencia de correlacion entre el caudal y la eficacia en cada
filtracion. Esto indica que existe una relacion entre el tiempo de contacto entre el agua

contaminada y los filtros con la eficacia de filtros para remover E. coli del agua.

La micofiltracion no es suficientemente eficaz para poder catalogar el agua filtrada
por este medio como agua potable segln los estandares de la OMS. Sin embargo, se puede

tener en consideracion a la micofiltracién en otros usos, como en la biorremediacion.
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9. ANEXOS

Anexo 1. El tratamiento control con yeso

Los primeros filtros del tratamiento que se realizaron proporcionaron datos que no
fueron usados en los andlisis estadisticos de este trabajo. La razon para esto es las
filtraciones que se realizaron con estos filtros no proporcionaron datos coherentes (Tabla 4).

Tabla 4. Porcentaje de Remocion de Unidades formadoras de Colonias seun el

tiempo de Filtracién y el Numero de veces que fue usado el filtro, Tratamiento control

con Yeso.
Usos Tiempo de UFCenel UFC en eI, .
i . . agua después Remocion de
Tratamiento del filtracion agua antes de
. . . g de la UFCen %
Filtro (Minutos) la filtracion . .
filtracion
Control con 1 10 105 47 55,24
Yeso 1 8 77 68 11,69
1 6 73 18 75,34
1 8 159 136 14,47
1 5 132 100 24,24
1 7 121 124 -2,48
2 6 103 1420 -1278.64
2 5 109 1256 -1052,29
2 7 75 1024 -1265,33
2 4 105 603 -474,29
2 5 110 817 -642,73
2 5 63 152 -141,27

Como se puede observar, la primera filtracion con estos filtros probaba ser bastante
efectiva, con un promedio de 29,74% de remocion de bacterias, un valor superior al
tratamiento de Ganoderma sp. y casi igual al del tratamiento T. versicolor. Sin embargo, al
usar estos mismos filtros 2 dias después, en el transcurso de la filtracion, la cantidad de
UFC aumentaba mas de ocho veces en promedio. Ambas tendencias pueden ser explicadas

por la metodologia usada.

En cuanto a la primera filtracion, el medio que componia estos filtros era igual al

medio sin inocular de los micofiltros en los componentes y las proporciones. Estos filtros



47

control iniciales difieren de los filtros control que fueron utilizados por la presencia de
yeso. El yeso pudo causar una reduccién de las UFC en la primera filtracion por que éste
baja el pH del medio (Raaska 1990 en Stamets, 2011) y que, por tanto, cuando se
encuentra en condiciones acidas el yeso puede tener efectos bactericidas (Nufiez de
Gonzalez, Keeton, Acuff, Ringer y Lucia, 2004). Sin embargo, luego de la primera

filtracion la mayoria del yeso se habria ido con el agua filtrada.

Se puede explicar el aumento de coliformes fecales durante la segunda filtracidn
por el hecho de que cada filtracidn se realizaba con un tiempo de espera minimo de 2 dias.
Era necesario ocupar este tiempo en limpiar los materiales usados en la primera filtracion y
preparar los materiales para la siguiente. Como se indicd anteriormente, E. coli puede
duplicarse cada 20 minutos (Samaranayake, 2011) por lo que, en una plataforma como el
aserrin, y con la presencia de nutrientes abundantes (ya que estos no fueron consumidos
por el micelio) la poblacién bacteriana debié aumentar considerablemente y liberarse en la

segunda filtracion.

Aln asi, estos filtros moldearon la metodologia al evitar el yeso en el tratamietno
control y al plantear un Gnico uso para cada filtro control. Con esto se obtuvo un

tratamiento control mas independiente.
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Anexo 2. Elaboracion de las soluciones de 3,5 L con concentracion de 100000
UFC/mL

Para obtener la concentracion deseada, se utilizo el estdndar de McFarland para

crear una solucién con una concentracion de bacterias calculada.

Se tomo en cuenta que los valores del estandar McFarland son proporcionales a la
cantidad de bacterias dentro de una solucion, es decir, una solucion de dos en el estandar
de McFarland tendra el doble de UFC que una solucion de uno (Sutton, 2011). Teniendo
esto en cuenta, se tomaron valores de la Tabla 5 (Innovotech, 2011) en donde se observa la
relacion entre la absorbancia de una solucién y el estdndar de McFarland para crear una

curva (Figura 5).

Tabla 5. Concentraciéon de bacterias y absorbancia de una solucion segun el

estandar de McFarland

McFarland Standard namero 0,5 1 2 3 4
Concentracion de bacterias
aproximada (1x108 1,5 3 6 9 12
UFC/mL)
Absorbancia (600nm) 0,132 0,257 0,451 0,582 0,669

Concentracion de bacterias segun la absorbancia para una
longitud de onda de 600 nm.
14
12 y = 23,801x2 - 0,0564x + 1,2151
10
g === Absorbancia (600nm)
6 o
— Polindmica
4 (Absorbancia (600nm))
2
0 T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 08
Figura 5. Concentracion de bacterias en una solucion de acuerdo a absorbancia

para una longitud de onda de 600 nm.



49

A Partir de esta curva se crea una linea de tendencia que se ajusta de manera precisa y nos
brinda una ecuacion con la que se podra inocular, con la ayuda de una regla de tres, los 3,5
L de solucion salina a 100000 UFC/mL.

y = 23,801x% — 0,0564x + 1,2151
En donde “y” es la concentracion de bacterias presentes en la solucion, y “x”

representa la absorbancia de la solucion a 600 nm.

Esta ecuacion permite calcular la concentracién de bacterias presentes en la
solucién a partir de la absorbancia de la solucién. De esta manera se pudo preparar
soluciones salinas con concentraciones conocidas de E. coli equivalentes a 100000
UFC/mL.

Se obtuvieron los valores de absorbancia con un espectrofotometro Thermo
Scientific Evolution 60S calibrado en el modo “cell growth” a una longitud de onda de 600
nm; la misma longitud de onda es también utilizada para el conteo de células en los
estandares de McFarland. Se calibro el espectrofotdmetro con caldo Mueller-Hinton puro y

estéril.
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Anexo 3. Tabla 6. Promedio de porcentaje de remocion de UFC y valores Cf/Vf de

varios estudios sobre micofiltracion

Tabla 6. Promedio de porcentaje de remocion de UFC y valores Cf/Vf de varios
estudios sobre micofiltracion
Estudio de origen Tratamiento Valor Cf/VT (en Promedio de
mL/min/L) Remocion de UFC
(%)
Valencia (2017) Control 502,27 1,37
Valencia (2017) T. versicolor 54,90 30,87
Valencia (2017) Ganoderma sp. 94,06 9,19
Flatt (2013) Stropharia 26,46 24

rugosoannulata “no
vigor tested” Caudal
bajo.
Filtro Unico (19 L).

Rogers (2012) Pleurotus ostreatus 277,42 19,5

Taylor et al. (2014) Stropharia 26,88 22

rugosoannulata

Thomas et al. (2009) Célula de 0,0877 90

bioretencién
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