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APRESENTAÇÃO

A coleção “Base de Conhecimentos Gerados na Engenharia Ambiental e Sanitária” 
tem como objetivo disseminar o estado atual do conhecimento das diferentes áreas das 
ciências ambientais e sanitárias, apresentando a evolução do campo científico por meio de 
diferentes tipos de trabalhos que abordam os aspectos tecnológicos, políticos, econômicos, 
sociais e ambientais desta disciplina.

Os processos de produção industrial têm gerado grandes volumes de efluentes que 
podem causar sérios danos ambientais caso os contaminantes presentes na água não 
sejam removidos. Efluentes da indústria têxtil descarregam corantes em seus resíduos e, 
com isso, os primeiros três capítulos apresentam diferentes processos de tratamento para 
sua remoção.

Um dos desafios atuais no tratamento de efluentes está na remoção eficaz de 
contaminantes emergentes. Os capítulos subsequentes apresentam técnicas de adsorção 
são apresentadas para remoção de antibiótico em efluentes doméstico (Capítulo 4) e 
fosfato em sistemas de tratamento de águas residuárias (Capítulo 5). Soluções alternativas 
no processo de tratamento do esgoto doméstico (Capítulo 7), ou até mesmo o reúso de 
água provenientes de lagoas de estabilização (Capítulo 6), promovem economia financeira 
e reduzem impactos ambientais.

Ainda há muito o que evoluir na gestão de resíduos sólidos, desde sua geração 
até a sua disposição final. Mesmo assim, diferentes estudos vêm apontando soluções 
com o intuito de mitigar impactos ambientais. Por exemplo, no Capítulo 8, vemos a busca 
de soluções no processo de secagem de lodo provenientes de lagoas de estabilização 
(Capítulo 8) para seu aproveitamento como fertilizante ou condicionador de solo.

Evidentemente, quanto maior o número de habitantes de uma cidade, maior são os 
problemas gerados por resíduos urbanos. Com isso, o Capítulo 9 apresenta indicadores 
de geração de resíduos domésticos como forma de categorizar o tipo de resíduo e estimar 
o volume sendo gerado diariamente. É de suma importância traçar um plano de ação para 
estimular a reciclagem de resíduos sólidos, otimizar os processos de reciclagem (Capítulo 
10) e promover a conscientização e educação da população (Capítulo 11). Pois o descuido 
no descarte de resíduos pode causar sérios danos ambientais pela contaminação do solo 
(Capítulos 12 e 13).

Um dos maiores desafios do século XXI está na redução da emissão de poluentes 
na atmosfera, não apenas pelo seu impacto sobre as mudanças climáticas, mas também 
pelo seu impacto na saúde pública. Com isso, os últimos capítulos abordam os danos 
ambientais causados por queimas controladas na agricultura, indústria e queima de 
combustíveis fósseis.

Este segundo volume contou com a contribuição de pesquisadores de diferentes 



partes do país, México e Inglaterra, trazendo de forma interdisciplinar, um amplo espectro 
de trabalhos acadêmicos relativos ao tratamento de efluentes industriais, tratamento 
de esgotos domésticos, reúso de água, gestão de resíduos, contaminação ambiental e 
qualidade do ar. Por fim, desejo que esta obra, fruto do esforço de muitos, seja seminal 
para todos que vierem a utilizá-la.

Daniel Sant’Ana
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RESUMEN: En el presente trabajo se obtuvo 
un 89% de decoloración de índigo carmín 

mediante una fermentación con Aspergillus niger 
inmovilizado sobre celulosa obtenida de espinas 
de nopal. Para esto se diseñó un experimento 
adicionando co-sustrato y controlando el pH en 
el medio de cultivo. Inicialmente se pre-adaptó 
al hongo a vivir en agar contaminado con índigo 
carmín a una concentración de 50 ppm para 
que en la inoculación en medio líquido con una 
concentración de 68 ppm de índigo carmín 
pudiera generar enzimas que degradaran el 
contaminante y lo usara como fuente de carbono.
PALABRAS CLAVE: Aspergillus niger, Índigo 
carmín, Celulosa, Colorantes, Tratamiento de 
Agua.

DECOLORIZATION OF INDIGO 
DYES WITH ASPERGILLUS NIGER 

IMMOBILIZED ON CELLULOSE 
OBTAINED FROM CACTUS

ABSTRACT: In this paper was obtained an 89% 
indigo carmine’s discoloration by fermentation 
with Aspergillus niger immobilized on cellulose 
obtained from nopal spines. For this, was 
designed an experiment adding co-substrate 
and controlling pH in medium culture. First 
pre-adapted to Aspergillus niger to live on 
contaminated agar with indigo carmine at a 
concentration 50 ppm for that in inoculation in 
medium liquid with a concentration 68 ppm of 
indigo carmine it could generate enzymes for 
degradation of contaminated and will use it as a 
carbon source.
KEYWORDS: Aspergillus niger, Indigo carmine, 
Cellulose, Dyes, Wastewater.
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DESCOLORAÇÃO DE CORANTES ÍNDIGO COM ASPERGILLUS NIGER 
IMOBILIZADO EM CELULOSE OBTIDA DE CACTO

RESUMO: Neste trabalho foi obtida uma descoloração de 89% do índigo carmim por 
fermentação com Aspergillus niger imobilizado em celulose obtida de espinhos de nopal. 
Para isso, foi elaborado um experimento adicionando co-substrato e controlando o pH em 
meio de cultura. Primeiro pré-adaptado ao Aspergillus niger para viver em ágar contaminado 
com índigo carmim na concentração de 50 ppm para que na inoculação em meio líquido com 
uma concentração de 68 ppm de índigo carmim poderia gerar enzimas para degradação de 
contaminados e irá usá-lo como carbono fonte.

INTRODUCCIÓN
La industria textil descarga residuos de sus procesos químicos a los efluentes, 

generando un grave problema de contaminación por colorantes, mordentes, suavizantes, 
detergentes, entre otros. Con el fin de evitar esta situación, se han estudiado diversos 
procesos de tratamiento de agua, entre ellos se encuentran procedimientos químicos, 
físicos y biológicos, por separado o sus mezclas (Kusvuran et al., 2004; Legersk, Chmelov, 
y Ondrejovi, 2016; Rai et al., 2005). Actualmente diversas investigaciones biotecnológicas 
se han dirigido a la biorremediación de agua residual principalmente por su alta eficiencia 
y bajo costo. 

Estos procesos biotecnológicos recrean artificialmente a los naturales llevando a 
cabo la limpieza del agua residual, tal como sucede por medio de diversos organismos 
como lo son  bacterias, protozoos, algas y hongos, una opción viable es el uso de hongos 
lignolíticos (Gómez-Bertel et al., 2008). Los biorreactores son procesos innovadores de 
dicha área, un biorreactor permite que haya crecimiento biológico (bacterias, hongos, entre 
otros), ya sea en condiciones aerobias o anaerobias, es decir, estos biorreactores permiten 
la mezcla de organismos y materiales con el fin de degradar contaminantes, como los 
presentes en el agua residual (Hopp, 1994).

Se sabe que organismos del reino fungi tienen la capacidad de degradar lignina, 
celulosa y hemicelulosa. Por ejemplo: Pycnoporus cinnabarinus que es un hongo de 
pudedumbre blanca, el cual produce enzimas lignonilíticas, pectinasas, hemicelulolíticas y 
celulolíticas, las cuales son responsable de que se pueda degradar la lignocelulosa hasta 
glucosa (Eggert et al., 1996). Sin embargo, Aspergillus sp.  no es capaz de degradar la 
lignocelulosa ya que carece de enzimas lignonilíticas, aunque un estudio reportado por 
Fontana (2012) menciona que dicho hongo es capaz de degradar pectina ya que produce 
pectinasas, esto sugiere que es posible utilizar sustratos que permitan su crecimiento e 
inmovilización (soporte/sustrato) (Arroyo M. 1998; Fernández et al., 2009), aprovechando 
de esa manera la celulosa producida por un residuo agroindustrial como las espinas del 
nopal, favoreciendo la biodegradación de contaminantes como el índigo carmín presente 
en efluentes de aguas residuales de la industria textil. 
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Los colorantes textiles son contaminantes debido a su toxicidad (López y Martín 
Crespi, 2015), cabe señalar que el índigo carmín es un colorante natural, proveniente 
de la planta Indigofera tinctoria, aunque desde 1892 se ha fabricado sintéticamente 
(Doerner, 1998), su uso se popularizó debido a sus diversas aplicaciones como en el 
teñido de prendas de mezclilla. Este colorante es muy estable a la luz y al calor, por esas 
características es que existen muestras de pinturas y textiles que han prevalecido por 
milenios a la descomposición fisicoquímica.  De hecho, el azul maya una mezcla de arcilla 
con este colorante, fue empleado por los mayas para adornar sus construcciones, esto da 
una idea de su resistencia a la biodegradación enzimática o microbiana (Reyes-Valerio, 
2006; Yacaman  et al 1996).

Una alternativa para el aprovechamiento de los residuos provenientes del 
desespinado del nopal-verdura (espinas), es a través de su aplicación en procesos  
biotecnológicos, donde sean previamente tratados para la obtención de celulosa y en 
seguida puedan ser utilizados como materia prima, en este caso soporte/sustrato, es decir, 
para inmovilizar a Aspergillus niger y mediante la generación de enzimas biodegradar 
índigo carmín, se sabe que este colorante está presente en efluentes textiles, los cuales 
por su toxicidad tienen un impacto negativo para el humano y diversos ecosistemas.

OBJETIVO
Esta investigación se centró en adaptar al microorganismo Aspergillus niger a vivir 

en índigo carmín mediante la producción de enzimas extracelulares capaces de degradar 
el colorante utilizando una fermentación en un biorreactor de tanque agitado.

ANTECEDENTES
Los residuos agroindustriales son un gran problema ambiental ya que representan 

un importante desecho del sector alimenticio. Aunque, estos residuos se utilizan como 
alimento para ganado, es habitual, verterlos al ambiente, lo que conlleva a la contaminación 
de los cuerpos de agua y suelos debido a la alta carga orgánica. Sin embargo, esta 
estrategia sólo resuelve de manera parcial el problema, ya que el volumen en que son 
generados es mayor que el de su demanda como alimento (Saval, 2012). De aquí que, los 
residuos agroindustriales representan un gran potencial para ser empleados en procesos 
de base biotecnológica, debido a su bajo costo y su composición nutricional, adicionalmente 
representan una fuente importante de carbono, nitrógeno y minerales (Valdez et al., 2008), 
que pueden ser utilizados como sustrato para el crecimiento de los microorganismos y la 
producción de compuestos de alto valor agregado derivados de su metabolismo, como el 
caso de biocombustibles (Fernández et al., 2009) 

Los materiales lignocelulósicos que contiene Opuntia ficus-indica (nopal) constan 



 
Base de Conhecimentos Gerados na Engenharia Ambiental e Sanitária 2 Capítulo 2 16

principalmente de lignina, celulosa, pectina y hemicelulosa (Eggert et al., 1996), la celulosa 
es el compuesto más abundante en la pared celular, la rigidez de las espinas se debe a la 
organización de este polímero. Considerando esto se da la composición de cada uno de 
los materiales.

Con la inmovilización se localiza a un microorganismo en una región dada para que 
pueda producir enzimas que permitan obtener energía a partir de materia orgánica. Existen 
dos tipos de inmovilización para microorganismos: atrapamiento y apego. Atrapamiento 
se refiere a la retención de microorganismos en los intersticios de material fibroso o 
poroso. Acoplamiento significa adherencia de microorganismos sobre superficies debido 
a la adhesión química. Estos tipos de inmovilización como se ha mencionado aumentan la 
eficiencia de biodegradación (Kaushik y Malik, 2009).

El avance de la biotecnología ha permitido la aplicación de la inmovilización a nivel 
industrial, sin embargo, aún existen factores que pueden afectar un proceso. A continuación, 
se especifican las ventajas y desventajas de la inmovilización:

• Como ventajas se pueden destacar:

a. El aumento de la estabilidad de la enzima o microorganismo; 

b. la posible reutilización del derivado, por lo que disminuyen los costos de 
la siguiente operación; 

c. la posibilidad de diseñar un biorreactor de fácil manejo y control

• Como desventajas se tienen:

d. Alteración del microorganismo o enzima por lo que sufren una modificación; 

e. la heterogeneidad del microorganismo-soporte/sustrato, esto indica que 
distintas fracciones de biomasa están inmovilizadas con pocas o muchas 
partes del soporte/sustrato; 

f. puede ocurrir perdida de la actividad enzimática en un proceso de 
adaptación (Arroyo  M., 1998).

Los hongos son microorganismos eucariotas por lo que constan de un núcleo, su 
pared celular es normalmente rígida la composición de esta varía según la subclase, sin 
embargo, en ellos están presentes la celulosa, quitina y glucanos, la mayoría son aerobios, sin 
embargo, muchos de ellos pueden llevar a cabo procesos como la fermentación alcohólica, 
fermentación ácido-láctica anaeróbicamente por lo que los hace muy importantes en la 
microbiología industrial, entre ellos podemos encontrar las levaduras, mohos, entre otros, 
además de que se clasifican en un reino distinto al vegetal debido a que no pueden llevar 
a cabo la fotosíntesis, estos son los principales descomponedores de materia orgánica 
compleja a simple.  (Prescott et al., 2004). 
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Aspergillus niger
Aspergillus niger es un hongo conocido por su subclase como Ascomycota, su 

principal función es la descomposición de materia orgánica, consta de pared celular rígida 
constituida principalmente de celulosa y quitina (Ingraham et al., 1998). Sus enzimas: 
Amilasas lisozima, proteasas, celulasas, pectinasas y quimiotripcinas permiten llevar acabo 
fermentaciones tales como la del ácido cítrico (Viniegra, 2003). La estructura del género 
Aspergillus sp. consta de conidióforo, vesícula, fiálide y conidio.

Estructura de Aspergillus sp. Obtenido de (UNAM, 1990).

Su ciclo biológico es sexual o asexual, este último implica la germinación de 
conidiosporas, permitiendo la formación de micelio nutritivo y aéreo.  Por otra parte el 
mecanismo de biodegradación de celulosa a partir de Aspergillus niger se da mediante una 
hidrolisis enzimática liberando celulasas, como se había mencionado anteriormente; este 
hongo libera estas enzimas que permiten la ruptura de enlaces glucosídicos, llevando el 
monómero celobiosa hasta glucosa (Gutiérrez et al., 2015).

Índigo carmín, IC.
Es un colorante que se puede obtener de forma natural por medio de la planta 

Indigofera tinctoria, actualmente se obtiene mediante síntesis química, este colorante 
ha generado un problema ambiental por su frecuente uso en la industria textil, ya que 
incluso en bajas proporciones genera gran coloración al agua y es altamente tóxico (López 
y Crespi 2015; Doerner 1998). Su estructura molecular consta de puentes de hidrógeno 
intramoleculares que le dan estabilidad química. El doble enlace de los carbonos primarios 
de igual forma permite estabilidad, sin embargo, mediante una ozonólisis puede romperse 
fácilmente (Carey y Giuliano, 2014).
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Estructura química del índigo carmín o Indogofera tinctoria C16H8N2Na2O8S2 

Biodegradación
La utilización de cepas para biodegradación, implica una modificación del 

microorganismo mediante cambios genéticos para sobrevivir en medios tóxicos (Ingraham 
et al., 1998). Se han hecho estudios de degradación de pigmentos de la industria textil 
con hongos de podredumbre blanca para la remoción del negro reactivo 5, en la cual se 
utilizó 3 cepas determinando que la Trametes versicolor fue la de mayor rendimiento, esta 
fue inmovilizada con estropajo puesto que es material se obtiene fácilmente, es natural y 
aumenta la eficiencia de remoción hasta el 98% al combinar adsorción y uso de la enzima 
lacasa producida por este microorganismo (Fernández et al., 2009). Aunque las enzimas 
se encuentren en todos los seres vivos, los procesos enzimáticos son caros por la dificultad 
de aislar o sintetizar una enzima, por lo tanto, la utilización de un hongo como Aspergillus 
niger inmovilizado usando celulosa proveniente del residuo de espinas de nopal, permitirá 
producir las enzimas necesarias para la degradación del colorante antes mencionado, es 
decir, por acción bioenzimática, implicando esto la presencia del microorganismo.

Una investigación hecha por Saratale (2006) fue la descolorización por fermentación, 
utilizando hongo Aspergillus ochraceus para decolorar azul de metileno, congo red, verde 
y metil violeta, este hongo es del genero Aspergillus, mismo género del que se utilizará en 
la presente investigación para evaluar su capacidad de biodegradación del colorante índigo 
carmín, además se pretende inmovilizar al microorganismo sobre celulosa obtenida de un 
material lignocelulósico, la fermentación tendrá lugar en un biorreactor de tanque agitado. 

Como se analizó anteriormente, los estudios enfocados a la biodegradación de 
colorantes empleando métodos biotecnológicos, van encaminados a aquellos en los que se 
utilizan directamente las enzimas pectinoliticas y celulolíticas, una alternativa es usando al 
microorganismo capaz de producirlas dentro del biorreactor, favoreciendo de esta manera 
al bioproceso, ya que no sería tan fácil la desactivación de dichas enzimas; fundamentales 
para este proceso.

METODOLOGÍA
Se empleó una cepa de Aspergillus niger adaptándolo previamente en agar 

contaminado con IC, para producir enzimas capaces de degradar dicho colorante, para 
inmovilizar las esporas del microorganismo en medio líquido se utilizó celulosa proveniente 
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de residuos de espinas de nopal, el soporte/sustrato tiene bajo contenido de lignocelulosa la 
cual contiene pectina y en su mayor proporción celulosa, lo que propicia al microorganismo 
a producir pectinasas y celulasas.

Pretratamiento
Para el pretatamiento de la celuosa se lavó con agua destilada a 80 °C, se secó en 

horno a 60 °C durante 24 horas, a continuación  se esterilizó a 121 °C, 15 psi, durante 15 
minutos, se resembró el microorganismo en agar contaminado con IC y micronutrientes 
necesarios para el crecimiento de Aspergillus niger, se incubó las primeras 5 horas a 25 
°C, el cual es el tiempo de germinación de esporas, después se incrementó la temperatura 
a 29 °C. Se extrajeron las esporas con una solución de agua salina estéril (NaCl 0.1 % m/v) 
(ver operación de biorreactor).

Técnicas analíticas
Para la cuantificación de IC y evaluar el porcentaje de degradación se preparó una 

solución madre de 150 ppm de IC, se determinó el espectro ultravioleta visible (UV-vis) 
del IC. Se elaboró una curva de calibración del IC para evaluar su degradación durante 
la fermentación. Se preparó una solución Buffer (Dean y Lange, 1999) para iniciar con el 
pH favorable al crecimiento del microorganismo. Se elaboró una curva de calibración para 
cuantificación de proteínas (Bradford, 1976).
Operación de biorreactor

Para esta etapa se usó un biorreactor de 1 L, se colocó 10 g de materia prima 
(celulosa), 1 L de medio de cultivo proporcionándole micronutrientes y macronutrientes: 
NaCl, KH2PO4, NH4NO3, CaCl2, MgSO4•7H2O, FeSO4. Los medios de cultivo se esterilizaron 
a 121 °C y 15 psi, durante 15 minutos. 

Se inoculó el biorreactor con 10 mL de la solución salina que contenía esporas de 
Aspergillus niger. Se proporcionó agitación mecánica, se utilizó un baño con recirculación 
(25 °C), marca: PRENDO, modelo: FC-06.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Se adaptó a Aspergillus niger a crecer en un ambiente contaminado con IC, para 

generar enzimas que propiciaron el descenso en la concentración de éste. Para determinar 
el porcentaje de degradación se hizo mediciones de absorbancia en UV-vis obteniendo 
durante 7 días la concentración de IC en la solución y mediante un cálculo comparativo 
del día 0 al día 7 se obtuvo una disminución del 89% en la concentración.  (Figura 1, Linea 
azul). 
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Figura 1 Comparación de crecimiento de biomasa y degradación de IC 

0 1 2 3 4 5 6 7
0

10

20

30

40

50

60

70

 I.C (ppm)
 ORP (mV)

Día

I.C
 (p

pm
)

200

220

240

260

280

300

320

340

 O
R

P
 (m

V
)

Figura 2 Comparación de potencial de óxido-reducción y degradación de IC

La cuantificación de biomasa muestra 2 fases exponenciales siendo la primera del 
día 0 a 1, y del día 3 al 7. Sin embargo, se observa que del día 2 al día 3 hay descenso en la 
biomasa debido a la generación de enzimas extracelulares y autoconsumo de biomoléculas 
generando una nueva etapa de adaptación (Bizukojc y Ledakowicz, 2006), ocurriendo 
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un descenso significativo de concentración al tercer día, por lo tanto, Aspergillus niger 
sobrevive al ambiente contaminado y degradarlo (Figura 1).

Un aspecto importante para determinar la degradación de IC son las mediciones de 
Potencial de óxido-reducción, ORP, la aplicación de Aspergillus niger para la biorremediación 
de efluentes contaminados con colorantes es una alternativa a los procesos fisicoquímicos, 
en este caso, el análisis de ORP permite ver su influencia en la biodegradación de IC 
(Figura 2), en este experimento se obtienen bajas concentraciones finales de IC, lo que 
muestra la existencia de sustancias o productos oxidados, aunque los valores de potencial 
redox disminuyeron de forma importante a partir del día 3 lo que indicó un mayor descenso 
en la concentración de IC y se generó un ambiente no tan tóxico para el microorganismo.
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Figura 3 Influencia del sustrato en el crecimiento celular

La sacarosa generó un aumento en la biomasa en los primeros días, así mismo, la 
sacarificación de la celulosa permitió que Aspergillus niger pudiera tomar como fuente de 
carbono a ésta y mediante el ataque con enzimas extracelulares al IC (Figura 3).

El espectro UV-vis (Figura 4) muestra las absorbancias obtenidas, éstas indican la 
no formación de isatina ya que un estudio reportado por Ramya, Anusha y Kalavathy (2008) 
indica que la degradación de índigo carmín genera isatina, así mismo, mediante los grupos 
funcionales del espectro IR (Figura 5) se comprueba que se degrada IC pero sin obtención 
de isatina.
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Figura 4 Espectro UV-vis de degradación de IC comparado con UV-vis de isatina

Figura 5 Espectros IR de producto final comparado con índigo carmín e isatina.

CONCLUSIONES
La pre-adaptación de Aspergillus niger en agar contaminado con IC a una 

concentración de 50 ppm, permitió degradar dicho contaminante en una fermentación 
en medio líquido inmovilizado sobre celulosa obtenida de espinas de nopal, debido a la 
generación de enzimas. 

Aspergillus niger fue capaz de degradar el IC. La remoción de color obtenida fue 
de 89%. La degradación del IC generó cambios fisicoquímicos, con un potencial de óxido-
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reducción positivo que representó la oxidación de compuestos, y comprobó la actividad 
enzimática de celulasas y pectinasas.  

El empleo de técnicas para cuantificación de proteínas mostró un crecimiento 
diaúxico, así mismo, al tiempo que el microorganismo crecía en la reproducción asexual 
(trofofase) ocurre un deterioro de las hifas durante la esporulación, encapsulando los 
nutrientes necesarios para la germinación de las conidioesporas y generación de enzimas 
que degradaron el IC.

El espectro UV-vis (Figura 4) muestra las absorbancias obtenidas, éstas indican la 
no formación de isatina ya que un estudio reportado por Ramya, Anusha y Kalavathy (2007) 
indica que la degradación de índigo carmín genera isatina, así mismo, mediante los grupos 
funcionales del espectro IR (Figura 5) se comprueba que se degrada IC pero sin obtención 
de isatina.
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