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ABREVIATURAS Y UNIDADES

Gl: Ganoderma lucidum

Pz: Psilocybe zapotecorum

PDA: Agar papa dextrosa

ABTS: Acido 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6 sulfonico)
UV-vis: Ultravioleta visible

R1: Repeticion 1

pum: Micromolar

ul: Microlitro

ppm: Parte por millén

ul: Unidades internacionales en funciéon del volumen



INTRODUCCION

La industria textil es una de las mas importantes de nuestro pais. Sin embargo, es
una de las industrias con mayor consumo de agua y generadora de aguas
residuales ya que contienen un gran numero de contaminantes de diferente
naturaleza. Entre los contaminantes se destacan los colorantes, estos
compuestos se disefian para ser altamente resistentes, incluso a la degradacion
microbiana, por lo que son dificiles de eliminar en las plantas de tratamiento

convencional.

Las aguas residuales textiles provenientes de la maquila de mezclilla se
caracterizan por extremas fluctuaciones en pardmetros como la demanda quimica
y bioquimica de oxigeno, el pH, salinidad y color. Este ultimo es de los que mas
controversia causan, no solo por la contaminacion visual que produce sino por los
efectos negativos de los colorantes al ambiente y la salud publica ya que se sabe
son toxicos 0 mutagenicos para la vida, ademas sin tratamiento adecuados, estos
tintes se estabilizan y pueden permanecer en el ambiente durante mucho tiempo;
por ejemplo, la vida del reactivo hidrolizado blue 19, utilizado en la mezclilla es

cercana a los 46 afios (Koch, Naranjo , & Paez , 2001).

Los tratamientos generalmente utilizados para la remocion de las fuentes con
colorantes textiles han son de tipo fisico, quimico y los biolégico son alternativos.
En los tratamientos biologicos es factible utilizar hongos, principalmente los
degradadores de la madera denominados ligninoliticos, también denominados
hongos de la produccidn blanca que tienen la capacidad enzimatica de eliminar
lignina y polimeros de alta concentracion de anillos aromaticos y estas estructuras

son similares a los colorantes textiles. (Koch, Naranjo , & Paez , 2001).

En estos casos la enzima lacasa adquiere gran importancia porque es la que
oxida los componentes fendlicos de la madera y por lo tanto también puede actuar
sobre las estructuras fendlicas y anillos aromaticos de colorantes que se
relacionan estructuralmente con la lignina por su similitud en su estructura
(Moreno & Ospina, 2010).



Los principales hongos que presentan la propiedad de degradar la lignina son los
géneros: Pleurotus, Trametes, Chrysosporium, Bjerkandera, etc., Tambien
denominados hongos de la produccion blanca son organismos de interés para la
produccion de lacasa, que por sus propiedades pueden ser aplicadas en diversos
procesos biotecnoldgicos, entre ellos, la biorremediacion. (Martinez, y otros,
2005).

Este trabajo pretende investigar algunos hongos que produzcan la enzima lacasa
obtenida a partir del género Ganoderma Lucidum y Psilocybe Zapotecorum para
evaluar la degradacion de los colorantes azoicos en soluciones artificialmente
contaminadas o coloreadas como una alternativa que se pueda aplicar en el

tratamiento de aguas residuales de la industria textil.



JUSTIFICACION

El acelerado crecimiento demografico y el desarrollo de industrias textiles, que
pretenden mejorar la comodidad y calidad de vida de las personas generan
paralelamente un agotamiento constante de los recursos naturales, necesarios

como materias primas en los procesos de la produccion.

El vertido de sustancias toxicas contamina grandes masas de agua que no
pueden volver a utilizarse. Actualmente se producen mas de 7x10°toneladas de
colorante al afio y, por tal motivo desde el afio 1989 la industria textil fue
catalogada entre las diez principales actividades generadoras de desechos
liquidos téxicos (EPA, 2014).

El colorante utilizado en el proceso de tincion que es liberado en los efluentes
representan un serio problema ambiental y una preocupacion para salud publica,
ya que actualmente el mayor volumen de descarga de aguas residuales de la
industria textil en el pais es mayor a 64,196 m3/dia (SEMARNAT-CNA, 2004).

Aunque existen industrias textiles que cuentan con plantas de tratamiento de
aguas residuales, no se logra nulificar los efectos agresivos de algunos
contaminantes empleados en el proceso, sin embargo, la descarga final, continua
con una alta concertacion de colorantes que son vertidos, en los efluentes
ocasionando un gran impacto ambiental negativo principalmente las aguas de

riego en la agricultura.

Una alternativa que se ha investigado es la degradacion de colorantes textiles
mediante la utilizacion de enzimas. Siendo las enzima lacasa, biomoléculas de
naturaleza proteica que actuan como catalizadores de reacciones quimicas
especificas en los seres vivos o sistemas bioldgicos (Ramirez Ramirez & Ayala
Aceves, 2014) y que poseen la propiedad de oxidar derivados de compuestos
ligninofendlicos asi como colorantes textiles de naturaleza azoica contaminantes
ambientales altamente recalcitrantes, por lo que resulta Gtil en el tratamiento de

agua de la industria textil (Toca Herrera & Rodriguez, 2006) El hongo Pleurotus



spp., €s con el que mayormente se ha experimentado la generacién de esta
enzima.

Debido a esta problematica se propone comprobar que los hongos Ganoderma
Lucidum y Psilocybe Zapotecorum generan enzima lacasa con propiedades de

degradar colorantes azoicos en soluciones de laboratorio.



OBJETIVOS

GENERAL

e Comprobar la efectividad de los hongos experimentales en la generacion
de enzimas lacasa, para su obtencién, purificacién y evaluacion de la

degradacion de colorantes textiles.

ESPECIFICOS

e Aislar y purificar el micelio de los hongos experimentales.

e Determinar la presencia de enzima lacasa en las especies utilizadas en
medios de cultivo sélido y liquido.

e Determinar el porcentaje de degradacién de los colorantes azoicos directos
Azul 86 y violeta 51 en cultivo liquido.

e Obtener la enzima lacasa por medio de cromatografia en columna, a partir
de extractos liquidos de los hongos experimentales.

e Comprobar la degradacion de los colorantes azoicos Azul 86 y violeta 51

por medio de las enzimas extraidas con la columna cromatografica.



HIPOTESIS

Los hongos Ganoderma lucidum y Psilocybe zapotecorum tienen la propiedad de

generar lacasa que degradan los colorantes textiles Azul 86 y violeta 51.



CAPITULO I: ANTECEDENTES

El sector textil es uno de los principales generadores de contaminantes que se
vierten al agua. Esta industria utiliza una gran variedad de sustancias quimicas
gue contaminan el agua, generando agua residual donde los contaminantes son
extremadamente diversos y varian de acuerdo con el tipo de fibra, hilo o tela,
proceso o productos quimicos usados.

La industria textil mexicana se caracteriza por el alto volumen de agua que usa en
Sus procesos, la cual es contaminada durante la produccién de hilos o telas. En el
2003 cerca de 2,500 establecimientos textiles existentes generaron 0.7
m3/s de aguas residuales y produjeron 14 mil toneladas de DBO (Yonni & Fasoli,
2008).

La industria de colorantes esta muy relacionada con la industria textil de manera
gue un incremento en la produccion de fibras requerird mayor produccion de
colorantes, aunque no en la misma proporcion (Yonni & Fasoli, 2008). Hay
alrededor de 100,000 colorantes, y se producen 700000 toneladas al afio en todo
el mundo. La principal fuente de contaminacion en los efluentes textiles esta
constituida por la presencia de colorantes azoicos que son dificiles de degradar
en sistemas de tratamiento convencional. Cada tipo de colorante presenta
caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas diferentes, que les atribuyen
propiedades recalcitrantes y efectos toxicos para el ambiente.

La presencia de colorantes en el agua residual de la industria textil se debe
principalmente a que, durante el proceso de acabado de telas e hilos,
particularmente durante el tefiido, el colorante no es fijado completamente y
gueda un residuo que varia del 12 al 30% dependiendo del proceso usado para
su fijacion. Este colorante residual es el que, incorporado a las aguas

superficiales, da un aspecto no estético que demerita la transparencia del agua.

1.1 Colorantes

Los colorantes utilizados actualmente pueden ser productos naturales, extraidos
de plantas y animales, o bien de sintesis industrial, es decir fabricados por una

reaccién quimica a gran escala.



Los colorantes dan color a los materiales, por que retienen radiaciones de
longitudes de onda dentro de la regidn visible del espectro de absorcion (400-800
nm), que inciden en la superficie del material y que son reflejados en la longitud
de onda de un color visible. Aunque todos los compuestos organicos absorben
radiacion, solo los llamados croméforos (nitro, nitroso, azo o quinonoides entre
otro) tienen bandas de absorcion dentro del rango de radiacion al cual es sensible

el ojo humano (Tomasini & Moelle, 2010).

1.1.1 Colorantes azoicos

Aproximadamente 1000 diferentes colorantes y pigmentos son utilizados
industrialmente y cerca de 0.7 millones de toneladas son producidas anualmente,
de las cuales un 70% corresponde a colorantes tipo azo ( (Ramesh, 2012). Estas
sustancias son muy persistentes en industria textil principalmente porque son muy
solubles en agua y por la resistencia a la degradacién, la cual est4 determinada
por la complejidad en la estructura del mismo croméforo que esta representado
por -N=N-.

Los colorantes son compuestos aromaticos que absorben energia
electromagnética en el rango visible (350-700 nm). Presentan en su estructura
grupos cromoéforos, que se caracterizan por un sistema de electrones
deslocalizados, con dobles enlaces conjugados y auxocromaos, cuyos grupos
funcionales se caracterizan por la capacidad de donar electrones. Los grupos
cromoforos mas comunes son: azo (—N=N—), carbonilo (—C=0), nitro (—NO2), y
quinona (O=C—C=0). Los auxocromos mas importantes son los grupos amino
(—NH2), carboxilo (—COOH), sulfanato (—SO3H), e hidroxilo (—OH) (van der Zee,
2002).

El grupo funcional monoazo, diazo y triazo cada uno de ellos existe con diferentes
propiedades. Asi encontramos los colorantes azo: 4cidos, bésicos, reactivos,
directos, dispersos y pigmentos, siendo los colorantes monoazo dispersos los que
mayor consumo tienen debido a que se usan para tefiir fibras e hilos de poliéster,
acetato, nylon y acrilico. Los colorantes pueden clasificarse con base en el color,
la estructura quimica, y el método para la aplicacién del color.

Los colorantes se catalogan en 15 clases distintas: acidos, reactivos, complejos
metdlicos, directos, basicos, mordientes, dispersos, solventes, fluorescentes,

sulfurados, anionicos, a la tina, pigmentos, entre otros (Tomasini & Moelle, 2010).



Los colorantes azo son muy reactivos y forman enlace covalente con grupos
hidroxilo, aminas o sulfanatos en las fibras. Estos colorantes no pueden ser
degradados eficientemente en sistemas bioldgicos aerobios convencionales. Lo
anterior, es debido a que existen multiples grupos funcionales altamente oxidados
en su estructura, que compiten con el oxigeno por los electrones disponibles en
los biorreactores aerobios. Sin embargo, bajo condiciones anaerobias, estos
compuestos pueden ser reducidos a aminas aromaticas, las cuales no son
biodegradadas normalmente en reactores anaerobios, pero si en sistemas
aerobios.

1.2 Impacto ambiental

Las aguas residuales que se producen en la industria textil se caracterizan por
una variabilidad de caudal, composicion, carga contaminante y color. Este ultimo
esta asociado a presencia de compuestos toxicos o polimeros de alto peso
molecular, provocando reduccion de la transparencia y disminucion del oxigeno
disuelto, lo que dificulta la funcion fotosintética de las plantas. Los compuestos
guimicos xenobidticos, es decir colorantes sintetizados, poseen una complejidad
estructural y no son degradados en plantas de tratamiento aerdbico convencional
(Garzon , 2017)

Se estima que en la industria textil del 10 al 20 % de los colorantes que se usan
se vierten en las aguas de desecho durante el proceso de tefiido. Mas de la mitad
de los colorantes contienen enlaces azoicos, este acoplamiento quimico en
combinacion con los grandes grupos aromaticos, proporciona el color a la
molécula. Los enlaces azoicos se pueden romper bajo condiciones reductoras
para formar aminas, se ha demostrado que algunas de estas aminas aromaticas
son cancerigenas y 22 de ellas estan recogidas en la Directiva 2002/61/CE de la
Union Europea (IPPC, 2014), ademas de ser agentes oxidantes resistentes a la
luz, no se descomponen en sistemas de tratamiento con lodos activados en los
procesos anaerobios convencionales, y estos ademas son persistentes a la
degradacion, una vez descargados al medio ambienten (Lopez Diaz, 2009).

Los colorantes han sido relacionados con la dermatitis por contacto (Orvos, 2010).
Se sabe que el problema se produce con colorantes dispersos, acidos y reactivos.

Esta especialmente asociada a los colorantes dispersos, ya que €stos no se



adhieren quimicamente a las fibras por lo que hay mayor probabilidad de que
entren en contacto directo con la piel.

En la actualidad existe un mercado interés para desarrollar procesos para la
biodegradacion completa de efluentes textiles contaminadas por colorantes azo,
debido a que algunos productos de la reduccion anaerobia son considerados
potencialmente carcinogénicos o mutagénicos para los humanos y toxicos para

los organismos acuéaticos.

1.3 Tratamiento de aguas residuales de origen textil

Los colorantes son sustancias muy persistentes en las aguas residuales,
presentando un problema muy grave de contaminacién, por no disminuir aun
después de un tratamiento convencional y su uso es muy variado y depende del
proceso de tefiido o estampado, en general, son dificiles de degradar; los del tipo
azo por consecuencia presentan esta dificultad y para su remocion en los
efluentes de agua se han planteado diversas técnicas las cuales abarcan desde
tratamientos fisicoquimicos y biolégicos (Miranda, 2012).

Es importante tratar el agua residual desde el momento que se origina, de lo
contrario se puede permitir que se combinen con otras, (ya sea dentro de un
mismo proceso u otra fuente de agua residual) y esto causara que su tratamiento

se complique significativamente.

1.3.1 Tratamientos fisicoquimicos.

Los procesos fisicoquimicos comunmente empleados a nivel industrial en el
tratamiento de efluentes de la industria textil son la coagulacion y precipitacion,
O0smosis inversa y ultrafiltracion, asi como el tratamiento por electrélisis,
tratamiento con ozono, tratamiento por adsorcién y tratamiento con cloro
(Miranda, 2012). Su uso esta restringido por su elevado costo, el empleo de

materiales de importacion o el impacto que generan al ambiente.

1.3.2 Tratamientos biolégicos.

Debido a las desventajas que presentan los tratamientos fisicoquimicos, se ha

generado un gran interés por otros procesos y condiciones de operacion por



medio de los cuales es posible la remocion de los colorantes azo, por medio de
métodos bioldgicos, bajo diferentes condiciones de oxigeno.

Los colorantes azoicos normalmente son resistentes a la biodegradacién, debido
a sus complejas estructuras; bacterias y hongos degradadores han sido probados
en un intento de identificar una solucion para la decoloracion de los colorantes
azoicos que puedan llevarse a cabo dentro de un periodo de tiempo de minutos a
horas. La degradacién de colorantes azoicos, por las bacterias se obtiene las
enzimas bacterianas azoreductasa, seguida por la degradacion anaerdbica
principalmente generando aminas aromaticas. Esta secuencia es la reduccion
anaerobica, que es un proceso lento se ha acelerado mediante el uso de
catalizadores tales como quinonas. La adicion de quinonas inmovilizada de hasta
8 veces la tasa de decoloracion.

Otro enfoque biologico que se esta observando sobre una base a gran escala es
el uso de enzimas de hongos de pudricion blanca, las enzimas extracelulares de
estos hongos, son capaces de degradar varios tintes. Con este proceso la

decoloracion se produce por degradacion aerébica.

1.3.3 Biodegradacion

Es una tecnologia que utiliza el potencial metabdlico de los microorganismos (su
capacidad de biodegradacién) para limpiar terrenos o aguas contaminadas (Golob
& Ojstrsek, 2005). También se puede definir como un grupo de tratamientos
contra la contaminacion de un medio, que aplica sistemas biolégicos para
catalizar la destruccion o transformacion de compuestos quimicos en otros menos
toxicos. Estos microorganismos utilizan su potencial enzimatico para mineralizar
los compuestos contaminantes o degradarlos hasta productos intermedios, en un
ambiente aerobio o anaerobio. Existen factores limitantes como son: nutrientes
esenciales (nitrogeno y/o fosforo), aceptores adecuados de electrones,
condiciones medioambientales apropiadas (pH, potencial redox, humedad),
inexistencias de poblaciones microbianas con potencial enzimatico.

Esta biodegradacion puede ser tanto de compuesto naturales como compuestos
sintéticos. Puede darse de diversas formas y también por diferentes organismos.
En el siguiente esquema se simplificar lo antes explicado.



BIODEGRADACION

TIPO DE TIPO DE
COMPUESTO MICROORGANISMO
AEROBIO O UNICELULARES O
NATURALES XENOBIOTICOS ANAEROBIO PLURICELULARES

Figura 1. Esquema que representa los tipos de compuestos capaces de ser
degradados, asi como los microorganismos involucrados.

Dependiendo del compuesto serd el tipo de organismo capaz de degradarlo o
biotransformarlo, asi como los productos de la degradacion.
Es de vital importancia la biodegradacion de compuestos xenobidticos pues estos

se producen en grandes cantidades debidos a las actividades humanas.

1.3.4 Degradacién de xenobidticos.

La degradacion de los compuestos xenobios por organismos vivos principalmente,
las plantas, hongos y bacterias estan basados en una serie de rutas éxidativas,
reductivas o hidroliticas que modifican quimicamente el compuesto, y con ello
afectando alguna propiedad de interés, principalmente toxicidad.

Dado que la mayoria de los compuestos xenobibticos son aromaticos o provienen
de ellos, estructuras similares se han identificado en la naturaleza, por ejemplo, el
caso de la lignina que cuenta con multiples grupos aromaticos, este compuesto
natural es degradado en la naturaleza principalmente por hongos que la emplean
como fuente en su alimentacion. Es por esta raz6n que se ha considerado que los
hongos podrian biotransformar compuestos aromaticos que son altamente

resistentes y presentan una problematica ambiental.

1.3.5 Aplicacién de hongos de la pudricion blanca (pb) en xenobidticos.

Se conoce del poder que cuentan los hongos para biotransformar compuestos
naturales, ademas existe una variedad amplia variedad de ellos; la degradacion

de compuestos xenobiodticos por hongos generalmente se sostiene que dicha



actividad se basa en su capacidad para metabolizar sustratos vegetales. Esto se
aplica principalmente a los basidiomicetos, agentes causantes de la pudricion
blanca, que son los més eficientes degradadores de lignina.

Los hongos responsables de la pudricién blanca podrian ser de especial interés
para la remediacion de la contaminacion originada por los compuesto
xenobidticos, debido a su gran capacidad de degradar la compleja molécula de la
lignina y por la afinidad de las estructuras quimicas de los contaminantes
aromaticos.

La degradacién de compuesto lignocelulésicos por hongos se puede atribuir a la
generacion de enzima extracelulares, algunas de estas enzimas son:
Peroxidasas: lignina peroxidasa, manganeso peroxidasa, y peroxidasas con un
amplio espectro accion. Adicional a las enzimas de degradacion de lignina, estos
hongos cuentan con hidrolasas que rompen la pectina, hemicelulosa y celulosa.

1.4 Enzimas

Las enzimas son conocidas como catalizadores biolégicos ya que aceleren la
velocidad de las reacciones en forma especifica sin presentar en su molécula
cambios significativos.

En general las enzimas poseen algunas ventajas sobre los catalizadores quimicos
convencionales, como son: su alta especificidad que elimina casi totalmente la
presencia de productos no deseables (son selectivas para un solo tipo de
reaccién) que aumenta en consecuencia la eficiencia de cualquier transformacién
en que son utilizadas.

Son catalizadores mas eficaces conocidos, ya que pueden acelerar una reaccion
a una velocidad extremadamente rapida con cantidades muy pequefias, también
son capaces de cambiar de un estado de baja actividad a uno de alta actividad

(micro-morales) (Guitiérrez Salinas & Hernandez Rodriguez, 2011).

1.4.1 Enzimas lacasas

Cuando los hongos ligninolitocos son cultivados en condiciones apropiadas,
secretan una oxidasa extracelular denominada lacasa (Mora & Martinez, 2007).
El centro activo de la lacasa esta formado por 4 &omos de cobre, también es una
glicoproteina extracelular que presenta una masa molecular de entre 60 y 80

kiloDalton (kDa). Contiene 4 iones de cobre por molécula, conserva su actividad



en un intervalo de pH de 3 a 10 y de temperatura de 5 a 55°C, esta se puede
inactivar por la pérdida de atomos de cobre o por condiciones de protedlisis o
desnaturalizacion, entre otras (Desai & Nityanad, 2011). Tienen la capacidad de
reducir el oxigeno molecular a dos moléculas de agua simultaneamente y ademas
cataliza la oxidacién de una amplia variedad de sustratos organicos (Madhavia &
Lele, 2009). Las lacasas oxidan estos sutratos naturales e industriales mediante la
reduccion de los &tomos de cobre de su sitio activo y la transferencia de
electrones de conversiones del Oza H20.

Se ha demostrado que la lacasa puede oxidar compuestos modelo de la lignina,
produciendo reordenamientos en su estructura al provocar rupturas en los enlaces
alquil-aril, también logra oxidar alcoholes bencilicos y romper anillos aromaticos
generados una gran variedad de compuestos fendlicos oxidados (Bourbannais &
Paice, 2016).

Dentro de los factores que influyen en la produccion de esta enzima se
encuentran a la temperatura, el pH, la agitacion, cantidad de inéculo,

concentracion de tazas de minerales, composicion del medio de cultivo.

1.4.2 Purificacion de enzimas

Las proteinas se purifican mediante procedimientos de fraccionamiento. En una
serie de etapas independientes, se aprovechan las diversas propiedades
fisicoguimicas de las proteinas que interesan para separarlas progresivamente de
otras proteinas y/o de las demas sustancias. Las caracteristicas de las proteinas
gue se emplean en los diversos procedimientos de separacion son: solubilidad,
carga i6nica, tamafio molecular, propiedades de absorcion y capacidad de union a

otras moléculas.

1.4.2.1 Separaciones cromatograficas

La fase mévil de una cromatografia consiste en una mezcla de sustancias que se
van a fraccionar disueltas en un liquido, que se hace fluir a través de una columna
de una matriz porosa, que constituye la fase estacionaria. Las interacciones de los
solutos individuales con la fase estacionaria determinan que cada componente
migre con velocidades diferentes y que la mezcla se separe en bandas de

sustancias puras. Los diversos métodos cromatograficos surgen de la interaccion



dominante entre la fase estacionaria y las sustancias que estan siendo separadas
son: cromatografia de intercambio i0nico, de adsorcién, de exclusion molecular,

de interaccion hidrofébica o de afinidad (Llorente, 2010).

1.4.2.2 Separaciones electroforéticas.

La electroforesis es un método analitico de alto poder resolutivo que permite la
separacion de moléculas biolégicas cargadas por la combinacién de su migracion
en un campo eléctrico y el efecto de tamizado molecular a través de un gel de
corrida. Las proteinas, al ser moléculas anfotéricas polivalentes, migran en un
campo eléctrico de acuerdo con su carga neta, que a su vez depende de la carga
macromolecular, del tamafio y de la forma, como asi también de las propiedades
fisicoguimicas del medio electroforético.

En este proceso la incorporacién del detergente SDS a la solucién proteica
permite separar todos los tipos de proteinas, incluyendo las insolubles en agua. El
SDS se une a las regiones hidrofébicas de las moléculas proteicas haciendo que
se desplieguen las cadenas polipeptidicas, liberandolas de sus asociaciones con
otras moléculas proteicas o lipidicas. En estas condiciones la electroforesis
separa los polipéptidos en funcion de su tamafio, lo que proporciona informacién
sobre su peso molecular. Ademas, el agregado de un agente reductor como el 3-
mercaptoetanol reduce los enlaces disulfuro que pudieran existir en las proteinas,
de modo que se pueden visualizar todos los polipéptidos constitutivos de las

moléculas poliméricas (Llorente, 2010).

1.5 Los hongos

El reino de los hongos esta conformado por organismos eucariotas, heterétrofos
gue poseen diversidad de estructuras, funciones, formas de crecimiento y estilos
de vida; sus mas de 1.5 millones de miembros impactan de forma positiva o
negativa a todas las formas de vida existentes y, por lo tanto, a todos los
ecosistemas (Cuevas Moreno, 2016)

Son organismos que carecen de cloroplastos y estructurales vasculares, no
realiza fotosintesis, su unidad funcional y estructural es la hifa que conforma la

masa micelar, la cual puede derivar en una estructura macroscépica conformada



por un talo o estipite y un sombrero o pileo. Su pared celular esta constituida por
quitina y microfibras de celulosa.

La lignina (figura 2) es uno de los biopolimeros mas abundantes en las plantas y
junto con la celulosa y la hemicelulosa conforma la pared celular de las mismas
en una disposicion regulada a nivel nano-estructural, dando como resultado redes
de lignina-hidratos de carbono, en el caso de la composicién de la madera la
lignina es de 15-25% (Chéavez Sifontes & Domine, 2013).
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Figura 2. Estructura quimica representativa de la lignina

Existen diversos organismos que tiene la capacidad de degradar parcialmente la
lignina. Sin embargo, los Unicos organismos capaces de degradar hasta su
mineralizacion completa y produccion de diéxido de carbono y agua, son los
hongos basidiomicetos.

Normalmente los hongos ligninoliticos atacan simultdneamente celulosa y lignina,
convirtiendo esta ultima hasta un 70% en CO2yH20. Tras la degradacion de la
lignina, se acumulan celulosa que son las responsables del color blanquecino
caracteristicos que aparece durante la degradacion de la madera por estos
hongos (Murrieta Hernandez , 2016).

De todos los hongos basidiomicetos, solo un grupo reducido ha sido estudiado
para la produccion de lacasa como:

Agaricus sp, Antrodiella sp, Curvularia sp, Penicillium sp, Pleurotus sp,

Podosporas sp, Themoascus sp, Trametes sp, etc.



1.5.1 Ganoderma lucidum

Este hongo también conocido como Reishi, pertenece al género Ganoderma
caracterizado por tener un sistema hifal dimitico lo que le confiere dureza
estructural, unas inusuales esporas de color café con una doble pared y causa
putrefaccion blanca en la madera (degradan la lignina).

Crece libremente en bosques de casi todas las latitudes calidas del planeta, tanto
asiaticas como americanas y amazoénicas, mas en los climas subtropicales que en
los templados. Su crecimiento natural se desarrolla anualmente en el tronco de
los arboles dafiados o muertos, sobre todo roble, arce, olmo, sauce, magnolia,

algarrobo y ciruelo ( Nifio Arias, 2010).

1.5.1.2 Morfologia de Ganoderma lucidum

Figura 3. Cuerpo fructifero sin esporular de Ganoderma lucidum.

Carpdforo: 2-20 cm de largo; al principio irregularmente nudoso, pero a través de
madurez mas o menos adquiere una estructura definida (oreja o rifion); con una
superficie a menudo lisa a rugosa con una apariencia brillante barnizada, cuando
madura presenta un color castafo rojizo con zonas amarrillo brillante y blanco
hacia el margen; algunas veces presenta tintes azulados. Alcanza hasta 5 cm de
espesor al final de su crecimiento. Himenio: Tubos de 2 cm de profundidad, la
superficie del poro es blanca, llegando a ser castafio oscuro a medida que
envejece; de 4-7 poros por mm (diminutos a simple vista). Estipite: A veces
ausente, pero comunmente presente; 3-14 cm de longitud; a 3 cm espesor; del

mismo color del carpoforo; por lo general crece en forma lateral. Rasgos



microscopicos: Esporas mas o menos elipticas, a veces con un extremo truncado;
a amplificaciones mas grandes pueden parecer de forma aspera ( Nifio Arias,
2010).

1.5.1.3 Importancia de Ganoderma

Los hongos que pertenecen al género Ganoderma se encuentran en la cima de la
medicina oriental desde hace muchos afios, y es uno de los grupos mas
importantes de productos naturales en Asia y Norte América. Ganoderma es un
basidiomycete polyporal, perteneciente a la familia Ganodermataceae, de
caracteristicas lignoceluloliticas, conocido como “Ling zhi” en China y “Reishi” en
Japon. Ganoderma ha sido utilizado ancestralmente por las culturas orientales por
sus bondades medicinales, en el tratamiento de migrafa, hipertension, artritis,
bronquitis, asma, diabetes, hipercolesterolemia y problemas cardiovasculares.
También se afirma que tiene propiedades anticancerigenas y antimicrobianas.
Dentro de los metabolitos bioactivos se destacan polisacaridos y terpenoides

especialmente triterpenos ( Nifio Arias, 2010).

1.5.2 Psilocybe zapotecorum

Es un hongo que crece en las sierras del estado de Oaxaca, Puebla, Veracruz,
Morelos, Michoacén y Jalisco, no es tan comun, sin embargo, es de los mas
utilizados en la region oaxaquefia por sus efectos psicoactivos, crece en zonas
templadas de la sierra sobre la hojarasca, en los meses de agosto a octubre, es
comun encontrar brotes que incluyen hasta 20 fructificaciones, también es comudn
encontrarlos sobre zonas de musgo y ramas podridas. Para su identificacion es
necesario verificar que el sombrero sea color amarillo muy claro y tenga forma
acampanada o mamelonada con laminas de color negro, su pie es de color
blanco, con algunas formaciones totalmente blancas sobre él (Gaston Guzman,
2015).



Figura 4. El hongo Psilocybe zapotecorum, comun en la region oaxaquenia,

conocido como derrumbe o corona de cristo.



CAPITULO II: METODOLOGIA

En este capitulo se describen el sistema experimental con el que se realizar el
trabajo, que compense 6 etapas, asi como su operacién y la descripcion del

programa y técnicas que se emplearan del mismo.



Metodologia experimental para la determinacién de la enzima lacasa
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2.1 Aislamiento y purificacién del micelio en medio sélido.

Etapa I: Los hongos seleccionados para su estudio fueron Ganoderma Lucidum y
Psilocybe zapotecorum, obtenidos por el Departamento de Investigacién en
Ciencias Agricolas (ICUAP).

Para su aislamiento en medio sélido se pesaron 39 g/l de medio de cultivo PDA
marca MCD-LABR, fueron transvasados a un matraz Erlenmeyer de 500 ml de
capacidad, con 1000 ml de agua destila el cual se esterilizo de presion por 15
minutos en el autoclave, posteriormente se colocaron alicuotas de 20 ml en cajas
Petri de 15x 100 mm con tres divisiones, se sometieron a prueba de esterilidad
por 48 horas y se procedi6 a inocular el medio de los hongos experimentales para
su propagacion, purificacién, y desarrollo.

2.2 Pruebas cualitativas de la decoloracion enzimatica.

Para comprobar cualitativamente la generacion de las enzimas lacasa por el
micelio de los hongos seleccionados, se preparé medio de cultivo solido PDA
tefiido con los colorantes textiles azul 81, violeta 51 y café 6

2.2.1 Preparacion del medio PDA con los colorantes textiles

Preparacion de los colorantes (Azul 86, violeta 51 y café 6) a 100 ppm mediante el
siguiente calculo, para obtener la concentracién de 30 ppm que se utilizo para el
experimento.

100 mg. — 0.100 gr. —— 100 ppm —> L1 litro.

Tabla 1. Concentracion de los colorantes

Violeta 51 100 ppm 100 mg 0.100 gr
Azul 81 100 ppm 100 mg 0.100 gr
Café 6 100 ppm 100 mg 0.100 gr

Una vez que se calculd la concentracién de los colorantes para preparar la
solucion madre de 100 pmm, se procedio pesarlos en la balanza analitica, se

vertieron en tres matraces donde se aforaron con 1000 ml de agua destilada. En



seguida se prepararon concentraciones o disoluciones de cada colorante a 30
ppm utilizando la féormula: C1V1 = C2 Va.

39 g/l de medio de cultivo PDA fueron colocados en dos matraces con los
colorantes como diluyentes del medio, para esterilizarlos y verterlos
posteriormente en cajas petri con tres divisiones de 100 x 15 cm en cada division
se coloco un colorante, después de 48 horas se procedié a sembrar en cada caja

3 in6culos de micelio purificado, generado en el apartado 2.1.

2.2.2 Evaluacion de degradacion de los colorantes en medio sdlido

Etapa II: Una vez que se observo crecimiento del micelio transcurridas 48 horas,
se inicid la evaluacion cualitativa de decoloracién en el medio sélido, la evaluacion
se realiz6 cualitativamente con signos positivos (+) o negativos (-) segun fuera el
caso el procedimiento se realiz6 durante 20 dias y se llevo el registro en una
bitacora.

2.3 Pruebas cuantitativas
Las pruebas cuantitativas se realizaron de la siguiente manera:
e Se cultivod la biomasa de los hongos experimentales en medio liquido para
generar las enzimas lacasa y poder cuantificar su actividad enzimatica.

e Se evalu6 porcentaje de degradacion del colorante en solucion liquida.

e Se determind la degradacion de los colorantes con la enzima purificada.

2.3.1 Preparaciéon del medio mineral liguido

Se preparé con la siguiente composicion para 1000 ml de medio.
Tabla 2. Composicién para el medio del cultivo liquido.

Reactivo Cantidad
KHPO4 2.0139 ¢
MgSQO4*7H20 0.49938 g

Tiamina hidroclorada 0.001 g
CaCl2 0.0748 g




Glucosa 109

Tartrato de amonio 0.20412

Elementos Traza 10ml

* Ajustar el pH a 6.4

2.3.2 Generacion de enzimas en medio liquido

2.3.2.1 Condiciones de crecimiento de los hongos en medio mineral

Etapa Ill: En diez matraces Enlenmeyer se agregaron 100 ml de medio mineral
para generar 5 repeticiones para cada cultivo, se esterilizaron a 121°C/15 Ib de
presion por 15 minutos se dejaron reposar por 48 horas en la campana de flujo
laminar, para prueba de esterilidad, posteriormente se adicionaron en cada uno 3
unidades de 1 cm?de micelio generado en el apartado 2.2.2 se incubaron a 24°C.
El monitoreo de la actividad enziméatica de lacasa se realizo al quinto dia durante

20 dias, tomando alicuotas de 1 ml del medio liquido de cada matraz.

2.3.3 Determinacion de la actividad enzimatica de enzima lacasa

En una celda de policarbonato de 1 ml de capacidad para espectrofotometro, se
agregaron 0.8 ml de extracto, 0.1 ml de ABTS y .01 ml de amortiguador de citratos
50 mM pH5.3, fue colocada en la cdmara de un espectrofotometro de absorcién
ultravioleta visible (UV-vis) marca Jenway 6320D a una longitud de onda (A) de
420 nm, durante 3 minutos.

La actividad enzimética se expres6 como unidades internacionales en funcion del
volumen (U/L), utilizando un coeficiente de extincién (€) para los productos de
reaccion del ABTS a 420nm de 36000 M cm (Revollo, Serna, & Hernandez,
2012).

2.3.4 Purificacion de la enzima lacasa por cultivo liquido.

Una vez transcurrido los 20 dias de cultivo liquido el extracto generado en el
apartado 2.3.2.1 se decant6 de los matraces para su obtencion y purificacion de la
enzima lacasa por medio de la columna de cromatografia el procedimiento que se

utilizé se describe mediante el anexo “A”.



2.3.5 Evaluacion de la biodegradacion de los colorantes en solucion por

medio de fotometria.

Para la evaluacion de la biodegradacion
e Se prepararon 16 matraces para cada hongo experimental y se dejé crecer
el micelio en medio de cultivo liquido mineral hasta el dia que tuvo mayor

actividad enzimatica,

e Posteriormente el micelio generado en cada matraz fue inoculado en
matraces con los colorantes para determinar el porcentaje de

biodegradacion.

2.3.5.1 Preparacion del agua artificialmente contaminada

Se preparé una solucion de medio mineral coloreada con azul 86 en 9 matraces y
violeta 51 en 9 matraces, dentro de estos 9 tendran concentracién de 100 ppmy
89 con 30 ppm.

Los matraces con las soluciones se esterilizaron en autoclave a 121°C/15 |b de
presion por 15 minutos y se dejara reposar por 48 horas para comprobar que no
exista contaminacion.

Al agua tefiida se le determiné el pH y absorbancia antes y después de la

esterilizacion.

2.3.5.2 Cultivo en el agua artificialmente coloreada con los tintes textiles

Etapa IV: El micelio generado en el apartado en el apartado 2.3.5 se inoculo en
los matraces coloreados, y cada 24 horas se tomé una alicuota de 1 ml y se midié
su absorbancia en el equipo de espectrofotometria para poder saber su
porcentaje de degradacidén enzimatica durantel5 dias de cultivo.

Para evaluar la decoloracion de los procesos anteriores fue necesario construir
una curva de calibracion de cada colorante a concentraciones conocidas estas

curvas se observan en el anexo “B”

2.3.5.3 Purificacion de la enzima lacasa obtenida del residual de la

degradacién de los colorantes



Etapa V: Una vez transcurrido los 15 dias el cultivo liquido tefiido generado en el
apartado 2.3.5.2 se decant6 de los matraces para su obtencion y purificacion de la
enzima lacasa por medio de la columna de cromatografia el procedimiento

utilizado se describe en el anexo “A”.

2.3.6 Comprobacion en la degradacion enzima purificada en los colorantes

Se propuso a averiguar si aun se encontraba activa la enzima lacasa en el medio
liquido coloreado, para ello se llevaron a cabo los siguientes procedimientos:
e Medicion de la actividad enzimatica en las fracciones de la enzima lacasa,
purificadas por cromatografia en la seccion 2.3.5.3 y 2.3.4.
e Comprobacién de la reaccion enzima-colorante en soluciones con

concentraciones de 1y 2 ppm de los tintes experimentales.

2.3.6.1 Actividad enzimatica en las fracciones obtenidas en la cromatografia

Se determiné la actividad lacasa de cada proceso de purificacion en las etapas Ili
y V utilizando ABTS. El procedimiento que se ocupd para determinar la actividad
se explica en el punto 2.3.3.

También se determiné el pH de la enzima purificada

2.3.6.2 Preparacion de los colorantes textiles a 1ppm y 2ppm

Se preparé una solucion madre de 10 ppm y se procedio a diluir hasta 1 ppm en
un matraz de aforacion.

Tabla 3. Diluciones para preparar de 10 a 1 ppm

Colorante | Agua destila | ppm
1mi 9ml lppm
2ml 8 ml 2 ppm
3 mi 7 mi 3 ppm
4 ml 6 ml 4 ppm
5ml 5ml 5 ppm
6 mi 4 mi 6 ppm
7 ml 3 ml 7 ppm
8 ml 2ml 8 ppm




9ml 1ml 9 ppm

2.3.6.3 Reaccion de la enzima lacasa purificada sobre los colorantes

experimentales

Etapa VI: Se evalud la degradacién de las enzimas purificadas de las etapas Il y
IV en los colorantes experimentales a 1lpmmy 2 ppm.

En una celda de policarbonato de 1 ml de capacidad para espectrofotbmetro, se
agregaron 0.8 ml del colorante azul 86 a 1 ppm, 0.2 ml de la enzima purifica, fue
colocada en la camara de un espectrofotémetro de absorcion ultravioleta visible
(UV-vis) marca Jenway 6320D a una longitud de onda (A) de 420 nm, durante 3
minutos registrando la decoloracién observada.

Se repitid el procedimiento para el colorante azul 86 a 2 ppm y violeta 51 a 1ppm

y 2 ppm de acuerdo a la longitud de onda de cada colorante.



CAPITULO lll: RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Aislamiento y purificacion del micelio en medio soélido.
Etapa I: Para su aislamiento y purificacion se realizaron resiembras en el medio

de cultivo y al doceavo dia se present6 el crecimiento necesario para ser utilizado

en el experimento, como se observa en la figura 5.

Figura 5. (a) Crecimiento del hongo Ganoderma lucidum. (b) Crecimiento de

Psilocybe zapotecorum

3.2 Pruebas cualitativas de la decoloracién enzimatica

3.2.1 Evaluacion de degradacién de los colorantes en medio soélido

Figura 6. Cajas Petri con medio coloreado

Etapa Il: Durante los primeros 7 dias se observé un crecimiento muy lento y una

degradacion poco favorable de los colorantes como se muestra en la tabla 4.



Tabla 4 Incubacion del micelio experimental en el medio con colorante

CEPA DEGRADACION DE
TIEMPO DE INCUBACION COLORANTE
VIOLETA | CAFE6 | AZUL 86
51
Gl 5 dias/120 hrs + - -
Pz 5 dias/120 hrs + - +
Gl 10 dias/ 240 hrs + + +
Pz 10 dias/ 240 hrs ++ + ++
Gl 15 dias/360 hrs ++ + ++
Pz 15 dias/360 hrs +++ + +++
Gl 20 dias/480 hrs +++ + ++
Pz 20 dias/480 hrs +++ + +++

* - = No hay cambios, + = Cambio minimo, ++= Cambio medio, +++=Cambio
maximo

En la segunda semana las cepas aumentaron su crecimiento y los cambios
efectuados fueron bastante favorables en ambos hongos, para los colores violeta

51, azul 86 y para el color café 6 fueron minimos.

3.3 Pruebas cuantitativas

3.3.1 Condiciones de crecimiento de los hongos en medio mineral

Etapa lll: El crecimiento 6ptimo en los matraces para P. zapotecorum se registro
al dia 7 y para G. lucidum al dia 12, las condiciones para el crecimiento se

mantuvieron constantes hasta el dia 20.




Figura 7. Crecimiento optimo de las cepas en medio mineral (a) Ganoderma

lucidum. (b) Psilocybe zapotecorum

3.3.2 Determinacion de la actividad enzimatica de la enzima lacasa

Se tom6 una alicuota de cada matraz y se realiz6 el ensayo de actividad
enzimatica. La oxidacion del ABTS es debido a la accion de las enzimas lacasa
provocando un cambio de color durante la reaccion, presentando diferentes
tonalidades de azul.

Figura 8. Oxidacion del ABTS por la accion de la enzima.

Para el calculo de la actividad lacasa se utilizd la ecuacion:
4= (Vj(“lz - 141]
(e)(d)(v)(t2 —t1)

V= Volumen total del ensayo (cm?3)




A2-A1= Diferencia de absorbancia con respecto al tiempo tz-t1, el tiempo en

minutos

€= Coeficiente de extincion molar para los productos de oxidacion del ABTS a 420

nm (M1 cm)

d=pasodelaluz=1cm

v=volumen de la muestra (cm?)

En el anexo “C” se desarrolla el procedimiento para el calculo de la R1 de la
muestra P. zapotecorum.

En el tiempo de incubacion para la generacion de extracto enzimatico se
obtuvieron valores diferentes de actividad enzimatica en los hongos

experimentales como se observan en las tablas 5y 6.

Tabla 5. Valores de Actividad enzimatica de P. zapotecorum [ £2 )

\Lymin /

Psilocybe zapotecorum

Dias R1 R2 R3 R4 R5 Promedio
5 1.2847 0.6944 0.243 0.3125 0.1736 0.54164
10 0.9027 0.4513 2.1527 3.755 1.597 1.77174
15 5.0694 0.8333 | 13.2291 | 9.4791 0.9375 | 5.90968
20 0.395 0.381 0.573 0.486 0.06 0.379

Tabla 6. Valores de actividad enzimatica de G. lucidum 272

\Lemin /

Ganoderma lucidum

Dias R1 R2 R3 R4 R5 Promedio
5 1.1111 0.0347 0.5555 3.3685 0.3819 1.09034
10 2.4305 1.4583 0.1041 3.9583 1.0069 1.79162
15 0.4166 2.2048 3.993 1.2847 6.0416 2.78814
20 0.3125 0.6076 1.5277 5.6597 1.8755 1.9966

En las tablas se observa que la mayor actividad enzimatica se presento6 a los 15

dias en ambos hongos, como se describe en la figura 9.




La medicion de esta actividad se mantuvo hasta los 20 dias, en relacién a
reportes de otros hongos de la pudricién blanca de la madera como Pleurotus

ostreatus.

6.5
5.5
4.5
3.5
2.5
15
0.5

5 10 15 20
Dias de incubacidn
=== (Ganoderma Lucidum === Psilocybe Zapotecorum

Actividad Enzimatica (umol/(L+min))

Figura 9. Comparacion de la actividad enzimatica de Psilocybe zapotecorum y

Ganoderma lucidum.

3.3.3 Purificacion del extracto enzimatico por columna de cromatografia.

Al momento de agregar las muestras de proteinas en las columnas de
cromatografia con el intercambiador “DEAC - Cellulose”, se observo la formaciéon

de fracciones en la parte superior de color café. Figura 10.



Figura 10. Columna de cromatografia con el intercambiador DEAC y extracto

enzimatico de (a) G. lucidum. (b) P. zapotecrum.

Una vez formadas las franjas y agregando el eluyente se obtuvieron 3 fracciones

para Psilocybe zapotecorum y 5 de Ganoderma lucidum.

3.3.3.1 Actividad enzimatica en las fracciones obtenidas en la cromatografia.

Se midié la actividad enzimatica de cada fraccién que se obtuvo de las

purificaciones en la columna de cromatografia con la siguiente ecuacion:
A= (Vj(“lz - “11]
(e)(d)(v)(t —ty)

Se obtuvieron valores diferentes de actividad enzimatica de cada fraccién

obtenida en el apartado 3.3.4 cdmo se observan en las tablas 7 y 8.

Tabla 7. Actividad enzimética de P. zapotecorum (L’:—m"_! }

min

Psilocybe zapotecorum

NUmero de 2°
fracciones 1° 3°
Actividad enzimatica | 0.243 0.1736 0.3125




Tabla 8. Actividad enzimatica de G. Iucidum (£=2-)

\Lxmin /

Ganoderma lucidum

NUmero de
fracciones 1° 2° 3° 4° 5°

Actividad enzimatica | 2.2916 0.0694 0.048 0.5555 0.1041

2.7
2.4
2.1
18
15
12
0.9
0.6
0.3

Actividad enzimatica (umol/(L+min))

1° 2 3 20 5
Numero de fracciones

Psilocybe zapotecorum Ganoderma lucidum

Figura 11. Comparacion de la actividad enzimatica de Psilocybe zapotecorum y

Ganoderma lucidum.

De acuerdo a los datos de la figura 11 la fraccién que tuvo mayor actividad

pmol
L+min

enzimita fue la 1° con un valor de 2.2916 ( ) que corresponde a Ganoderma

pmol

lucidum mientras que para Psilocybe zapotecorum fue 3° con 0.3125 (m]

3.3.3.2 Comprobacién de la degradacion enzima purificada en los

colorantes.

Se evalud la degradacion de las enzimas purificadas en los colorantes
experimentales a 1lpmm y 2 ppm solo se aplicé en aquellas que obtuvieron mayor

actividad enzimatica.



Enlatabla 9, 10, 11y 12 se observa la concentracién de colorante en contacto

con la enzima purificada G. lucidum y P. zapotecoum.

Tabla 9. Concentracion y % de biodegradaciéon obtenidos del colorante azul 86 a 1

y 2 ppm de G. lucidum.

Ganoderma lucidum enzima de la fraccion 1
Colorante| 1 min 2 min 3min 30 min
azul 86 ppm % de degradacion
lppm 0.980 0.784 0.686 0.588 40
2ppm 1.372 1.274 0.980 0.882 71.42

Tabla 10. Concentracion y % de biodegradacion obtenidos del colorante violeta 51

aly?2ppmde G. lucidum.

Ganoderma lucidum enzima de la fraccion 1
Colorante| 1 min 2 min 3 min 30 min
Violeta
51 ppm % de degradacién
1ppm 0.937 0.833 0.833 0.625 44.29
2ppm 1.836 1.770 1.770 1.041 48.97

Tabla 11. Concentracion y % de biodegradacion obtenidos del colorante azul 86 a

1y 2 ppm de P. zapotecoum.

Psilocybe zapotecoum enzima de la fraccion 3
Colorante | 1 min 2 min 3 min 30 min
% de
azul 86 ppm degradacion
lppm 0.980 0.784 0.686 0.686 30
2ppm 1.764 1.372 1.176 1.0784 47.61




Tabla 12. Concentracién y % de biodegradacion obtenidos del colorante violeta 51

aly?2ppm de P. zapotecoum.

Psilocybe zapotecoum enzima de la fraccion 3
Colorante| 1 min 2 min 3 min 30 min
Violeta
51 ppm % de degradacion
1ppm 0.937 0.937 0.937 0.625 44.29
2ppm 1.938 1.875 1.875 1.770 13.23

Se puede apreciar que la enzima obtenida de G. lucidum tuvo un mayor efecto en

biodegradar los colorantes azul y violeta.

3.3.5 Evaluacién de la biodegradacién de los colorantes en solucién por

medio de fotometria.

3.3.5.1 Preparacion del agua artificialmente contaminada.

Con los colorantes utilizados en este trabajo se prepararon soluciones a

diferentes concentraciones como se muestra en la figura 12, para valorar su % de

biodegradacion en aguas artificialmente contaminadas. Los colorantes fueron

seleccionados de acuerdo a los resultados de las pruebas cualitativas y también

debido a que estos son utilizados principalmente en la industria textil.



Figura 12. (a) colorante azul 86 a 30ppm. (b) colorante violeta 51 a 30ppm. (c)

colorante azul 86 a 100ppm (d) colorante violeta 51 a 100ppm.

A las soluciones experimentales se les determiné el pH y su absorbancia, antes y
después de esterilizarlos.
Tabla 13. Determinacion de absorbancia y pH de las aguas artificialmente

contaminadas.

Colorante Inicial Final
ABS pH ABS pH
100 ppm | 30 ppm 100 ppm 30 ppm
Azul 86 0.969 0.313 6.1 0.910 0.309 5.64
Violeta 51 1.007 0.306 6.3 0.990 0.306 4.9

3.3.5.2 Biodegradacion de los tintes textiles en agua artificialmente

coloreada

3.3.5.2.1 Ganoderma lucidum

Etapa IV: En la tabla 14 y 15 se observa la concentracién de los colorantes a
100ppm durante el contacto con el micelio del hongo G. lucidum. En la figura 13
se representa la comparacion de biodegradacion de los colorantes azul 86 y

violeta 51.



Tabla 14. Concentracion obtenida del colorante violeta 51 a 100 ppm de G.

lucidum.
Ganoderma lucidum
Promedio
Tiempo |R1 (ppm) | R2 (ppm)| R3(ppm) (ppm)
0 100.7 100.7 100.7 100.7
1 85.6 81.2 83.6 83.466
2 55.2 72.4 69.5 65.7
3 47.1 54.7 52.9 51.566
4 45.7 31.8 30 35.833
5 36.3 30.3 33.6 33.4
6 29.5 25.6 20.5 25.2
7 29.2 21.5 21.6 24.1
8 28.5 20.5 18.69 22.563
9 20.6 23.6 18.69 20.963
10 20.5 15.6 17.9 18
11 20.4 19.1 18.6 19.366
12 20.5 12.3 15.9 16.233
13 20.5 12.3 15.6 16.133
14 20.5 12.1 14.9 15.833
15 20.5 10.2 154 15.366

Con los resultados se puede apreciar que la biodegradacion del color violeta 51

alcanzo el 84.6 % al dia 14 de contacto con el micelio.

Tabla 15. Concentracion obtenida de colorante azul 86 a 100 ppm de G. lucidum.

Ganoderma lucidum

Tiempo | R1 (ppm) | R2 (ppm) |R3 (ppm) | Promedio (ppm)
0 98.877 98.877 98.877 98.877
1 89.591 90 85.6 88.397
2 61.020 72.4 80.6 71.340




3 40.816 70.5 70.3 60.538
4 46.632 61.3 68.5 58.810
5 43.469 49.8 60.1 51.123
6 38.571 37.8 53 43.123
7 29.795 37.9 48.6 38.765
8 30.408 21.3 48.6 33.436
9 25.102 24.6 40.9 30.200
10 19.693 18.9 40.3 26.297
11 14.795 17.9 38.6 23.765
12 15.204 16.9 30.7 20.934
13 12.040 15.9 20.9 16.280
14 11.734 15.9 20.5 16.044
15 10.510 15.9 20.8 15.736

Se puede apreciar que la biodegradacion del color azul 86 alcanzo el 84.2 % al
dia 15 de contacto con el micelio.
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Figura 13. Biodegradacion de los colorantes azul 86 y violeta 51 a 100ppm.



En latabla 16 y 17 se observa la concentracion de los colorantes a 30 ppm. En la
figura 14 se representa la comparacion de su biodegradacion

Tabla 16. Concentracion obtenida de colorante violeta 51 a 30 ppm de G. lucidum.

Ganoderma lucidum
Promedio
Tiempo |R1(ppm) R2(ppm)| R2(ppm) (ppm)
0 30.6 30.6 30.6 30.6
1 254 27.6 28.5 27.166
2 24.3 24.3 25.3 24.633
3 21.4 21.3 21.3 21.333
4 20 21.3 21 20.766
5 19.6 20.8 20.6 20.333
6 18.5 11.6 18.4 16.166
7 18 11.6 15.9 15.166
8 13.7 14.3 14 14
9 19.6 21.2 15.9 18.9
10 2.6 2.7 10.9 54
11 3.5 3.7 10.9 6.033
12 1.9 3 8.6 4.5
13 3.1 3.2 5.9 4.06666667
14 3.1 0.3 4.4 3.15
15 3.1 3.2 3.15 3.15

Se puede apreciar que la biodegradacion del color violeta 51 alcanzo el 89.7 % al

dia 14 de contacto con el micelio.

Tabla 17. Concentracion obtenida de colorante azul 86 a 30 ppm de G. lucidum.

P L L b |
Odlluuctiiia Tuciuurt




Promedio
Tiempo | R1 (ppm) | R2 (ppm) | R3 (ppm) (ppm)
0 31.938 31.938 31.938 31.938
1 30.612 30.612 28.5 29.908
2 29.693 30.408 25.9 28.667
3 27.857 28.367 18.4 24.874
4 21.836 25 15.6 20.812
5 20.408 27.040 15.3 20.916
6 19.387 23.877 15.6 19.621
7 29.081 20.408 15.1 21.529
8 16.632 16.530 12.9 15.354
9 25.204 24.387 15.3 21.630
10 5.612 3.775 10.6 6.662
11 3.265 3.673 8.6 5.179
12 3.673 4.183 6.9 4.919
13 4.0816 4.795 5.4 4.759
14 4.387 4.081 4 4.156
15 4.387 4.081 4.6 4.356

Se puede apreciar que la biodegradacion del color azul 86 alcanzo el 83.99 % al
dia 12 de contacto con el micelio.
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Figura 14. Biodegradacion de los colorantes azul 86 y violeta 51 a 30ppm.

3.3.5.2.2 Psilocybe Zapotecorum

En la tabla 18 y 19 se observa la concentracidon de los colorantes a 100ppm. En la

figura 15 se representa la comparacion de biodegradacion de los colorantes azul

86 y violeta 51.

Tabla 18. Concentracion obtenida de colorante violeta a 100 ppm de P.

Zzapotecorum.

FSIlocybe zapotecorum

Promedio

Tiempo |R1 (ppm)| R2 (ppm) | R3 (ppm) (ppm)

0 100.7 100.7 100.7 100.7

1 78 80.6 83.6 80.733

2 75.6 73 70.4 73

3 72 65.1 64 67.033

4 65.5 69.1 60.9 65.166

5 61 67.8 54.2 61

6 59 51.3 54.2 54.833

7 60 49.6 50.6 534




8 59 43.7 48.4 50.366
9 54.6 31.6 30.7 38.966
10 46.3 31.6 32.4 36.766
11 42 31.6 24.6 32.733
12 40.3 26.4 20.6 29.1

13 21.6 16 18.1 18.566
14 15 15 18.5 16.166
15 10 16 18.2 14.733

Se puede apreciar que la biodegradacion del color violeta 51 alcanzo el 85.2 % al

dia 15 de contacto con el micelio.



Tabla 19. Concentracion obtenida de colorante azul 86 a 100 ppm de P.

zapotecorum.
Psilocybe zapotecorum
Tiempo | R1 (ppm) | R2 (ppm) | R3 (ppm) | Promedio (ppm)
0 98.877551 | 98.877551 |98.877551 98.877551
1 82.9591837 180.5102041 88.6 84.0231293
2 80.9183673 | 76.122449 80.6 79.2136054
3 76.3265306 | 71.8367347 76.9 75.0210884
4 75.8163265 [68.6734694 71.5 71.9965986
5 74.2857143/65.5102041| 60.975 66.9236395
6 71.4285714 | 62.244898 56.8 63.4911565
Se 7 55.7142857 | 52.4489796 51.2 53.1210884
8 53.4693878 |48.5714286 51.2 51.0802721
9 50.3061224 {42.0408163 48.1 46.8156463
10 42.6530612 | 38.3673469 45.7 42.2401361
11 38.3673469 | 34.8979592 30.9 34.7217687
12 35.3061224 | 21.8367347 32.8 29.9809524
13 21.836734714.7959184 26.4 21.0108844
14 15.9183673|11.4285714 20 15.7823129
15 11.4285714 |11.4285714 194 14.0857143

puede apreciar que la biodegradacién del color azul 86 alcanzo el 85.95 % al dia

15 de contacto con el micelio.
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Figura 15. Biodegradacion de los colorantes azul 86 y violeta 51 a 100ppm

En la tabla 20 y 21 se observa la concentracion de los colorantes a 30ppm
durante el contacto con el micelio- En la figura 16 se representa la comparacion
de biodegradacién de los colorantes azul 86 y violeta 51.

Tabla 20. Concentracion obtenida de colorante violeta 51 a 30 ppm de P.

zapotecorum.
Psilocybe zapotecorum
Tiempo |R1 (ppm) | R2 (ppm) |R3 (ppm)| Promedio (ppm)
0 30.6 30.6 30.6 30.6
1 28 20.9 27.6 25.5
2 155 19.1 20.7 18.433
3 16.6 16.9 18.6 17.366
4 14.7 14.3 16.4 15.133
5 13 13.6 15.9 14.166
6 8.6 10.7 16.7 12
7 8.4 10.4 10.7 9.833




8 7.3 9 7.2 7.833
9 6.7 8.3 7.2 7.4
10 6.3 7.7 7.2 7.066
11 3.5 7.7 5.6 5.6
12 2 7.3 3.4 4.233
13 1.6 3.5 3.6 2.9
14 1.6 3.4 3.2 2.733
15 1.6 3.4 3.3 2.766

Se puede apreciar que la biodegradacion del color violeta 51 alcanzo el 91 % al

dia 13 de contacto con el micelio.

Tabla 21. Concentracion obtenida de colorante azul 86 a 30 ppm de P.

zapotecorum.
Psilocybe zapotecorum
Tiempo
% R1 (ppm) | R2 (ppm) | R3 (ppm) | Promedio (ppm)
0 31.9387755|31.9387755 | 31.9387755 31.9387755
1 26.122449 |28.3673469 24.6 26.3632653
2 22.4489796 | 20.4081633 20.7 21.1857143
3 18.9795918 | 17.0408163 18.34 18.1201361
4 15.3061224 | 14.7959184 15.2 15.1006803
5 14.4897959 | 11.7346939 12.7 12.9748299
6 14.0816327|10.2040816 10.7 11.6619048
7 9.89795918 | 8.57142857 4.5 7.65646259
8 6.63265306 | 6.12244898 6.7 6.48503401
9 4.59183673|14.3877551 5.7 8.22653061
10 7.95918367 | 3.67346939 4.785 5.47255102
11 4.59183673|5.91836735 3.456 4.65540136




12 7.34693878|5.51020408 4.786 5.88104762
13 7.34693878|5.20408163 3.24 5.26367347
14 4.3877551 |5.10204082 3.56 4.34993197
15 2.75510204 | 2.24489796 3.78 2.92666667

Se puede apreciar que la biodegradacion del color azul 86 alcanzo el 90 % al dia

15 de contacto con el micelio.
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Figura 16. Biodegradacion de los colorantes azul 86 y violeta 51 a 30ppm.

De acuerdo a los resultados anteriores el hongo que obtuvo la mayor
biodegradacion en ambos colorantes fue Psilocybe zapotecorum, también cabe
mencionar que ambos hongos no degradaron completamente a los colorantes en
las diferentes concentraciones.

Las imagenes de antes y después de la reaccion enzimatica se reportan en el
anexo “D”

lacasa obtenida del residual de la

3.3.6 Purificaciobn de la enzima

degradacién de los colorantes.

De acuerdo a la propuesta en el apartado 2.3.6 se le hizo una purificacion al
contenido residual de los matraces con colorantes a 30 ppm inicial.
Etapa V: Al momento de la entrada de la muestra de proteinas con colorante a la

columna de cromatografia se observo un tefiido en la parte superior de la columna



de color azul o violeta dependiendo de la muestra, también se observo la

formacion de una fraccion de color café con poca intensidad figura 17.

Figura 17. Columna de cromatografia con el intercambiador DEAC y extracto
enzimatico residual a 30 ppm inicial (a) intercambiador tefiido con azul 86. (b)
intercambiador tefiido con violeta 51.

Una vez formadas las franjas y agregando el eleyente se obtuvieron las
fracciones que se muestran en las tablas 22 y 23 .

Tabla 22. Fracciones obtenidas del residual de G. lucidum a 30ppm

Ganoderma lucidum
Extracto residual tefiido a 30 ppm R1 R2 R3
con Numero de fracciones obtenidas
Azul 81 4 1 2
Violeta 56 3 4 1

Tabla 23. Fracciones obtenidas del residual a 30ppm de P. zapotecorum.

Psilocybe Zapotecorum

Extracto residual tefiida a 30 ppm R1 R2 R3
con NUmero de fracciones obtenidas
Azul 81 2 3 2

Violeta 56 4 1 1




3.3.7 Actividad enzimatica en las fracciones obtenidas del residual por

medio de cromatografia.

Se midié la actividad enzimatica de cada fraccién que se obtuvo de las

purificaciones en la columna de cromatografia con la siguiente ecuacion:
_ (V] (f'l: B Al)
(e)(d)(v)(t: —ty)

Los valores que se obtuvieron de la actividad enzimética de cada fracciéon de la

purificacion de los matraces coloreados a 30 ppm para Psilocybe zapotecorum se

observan en las tablas 24 y 25.

Tabla 24. Actividad enzimatica de P. zapotecorum (%}
D(‘ilf\f\\ll’\ﬂ 'Iﬁl"\n"‘ﬂ!‘nl’l 11
RsHoecyhe-zapotecordih
NUmero de matraz Numero de
coloreados fracciones
con azul 86 1° 2° 3°
R1 0.243 0.243
R2 0.625 0.208 0.034
R3 0.015 0.014
Psilocybe zapotecorum
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Figura 18. Comparacién de la actividad enzimatica de las fracciones obtenidas de

los matraces color azul 86.



De acuerdo a los datos de la figura 18 la fraccién que tuvo mayor actividad

pmol

enziméatica fue la 1° con un valor de 0.625 ( ] gue corresponde al matraz R2.

L+min

Tabla 25. Actividad enzimatica de P. zapotecorum (272" )

\Lemin /

Psilocybe zapotecorum

) Numero
NUOmero de matraz
de
coloreados _
fracciones
con violeta 51 1° 2° 3° 4°

R1 14.027 5.555 14.201 1.388

R2 4.131

R3 0.243

Psilocybe zapotecorum
Z 16
£
,—:‘, 14
“—é 12
3 10
o] 8
o
*g 6
c
o 2
=]
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E 1° 20 30 4°
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< Numero de fracciones
=@=NUmero de matraz R1 Numero de matraz R2 Numero de matraz R3

Figura 19. Comparacion de la actividad enzimatica de las fracciones obtenidas de

los matraces color violeta 51.

De acuerdo a los datos de la figura 19 la fraccién que tuvo mayor actividad

o

pmol
L+min

enzimatica fue la 3° con un valor de 14.201 ( ) gue corresponde al matraz

R1.




Los valores que se obtuvieron de la actividad enzimatica de cada fraccion de la
purificacién de los matraces coloreados a 30 ppm para Ganoderma lucidum se

observan en las tablas 26 y 27.

Tabla 26. Actividad enzimatica de G. lucidum (<™= )

\Lemin
Ganodermatucidum
NUmero de matraz Numero de
coloreados fracciones
con violeta 51 1° 2° 3° 4°
R1 0.347 1.041 7.291
R2 0.347 1.736 3.819 2.083
R3 0.347
Ganoderma lucidum
8
f o)
= 7
£
‘;_,. 6
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® 3
T 2
£
'~ 1
S
% 0
s 1° 2 3 2
% Ndmero de fracciones
<
Numero de matraz R1 Numero de matraz R2 Numero de matraz R3

Figura 20. Comparacion de la actividad enzimatica de las fracciones obtenidas de

los matraces color violeta 51.

De acuerdo a los datos de la figura 20 la fraccién que tuvo mayor actividad

maol

enziméatica fue la 3° con un valor de 7.291 (h) gue corresponde al matraz R1.

i

Tabla 27. Actividad enzimatica de G. lucidum (£~}

\Lemin /

NUmero de matraz NUmero de




coloreados fracciones

con azul 86 1° 2° 3° 4°
R1 3.09 2.708 0.069 3.09
R2 0.034
R3 0.034 0.069

Ganoderma lucidum

3.5
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15
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Figura 21. Comparacion de la actividad enzimatica de las fracciones obtenidas de

los matraces color azul 86.

De acuerdo a los datos de la figura 21 la fraccién que tuvo mayor actividad

pmol

enzimatica fue la 1° y 4° con un valor de 3.09 ( ) gue corresponde a al

L+min

matraz R1.

3.3.8 Comprobacion en la degradacidén enzima purificada en los colorantes.

Etapa VI: Se evalu6 la degradacion de las enzimas purificadas en los colorantes
experimentales a 1pmm y 2 ppm solo se aplicé en aquellas que obtuvieron mayor
actividad enzimética.

En la tabla 28, 29, 30 y 31 se observa la concentracion de colorante en contacto
con la enzima purificada de G. lucidum. (R1 violeta, fraccion 3) y (R1 azul,

fraccion 1).



Tabla 28. Concentracién y el % biodegradacién obtenidos del colorante violeta 51

aly?2ppmde G. lucidum.
Ganoderma lucidum enzima de la fraccion 3

Colorante 1 min 2 min 3min 30 min

violeta 51 ppm % de degradacion
1ppm 1 1 1 0.918 18.18
2ppm 2 1.938 1.938 1.428 30.39

Tabla 29. Concentracion y el % biodegradacion obtenidos del colorante azul 86 a

1y 2 ppmde G lucidum.

Ganoderma lucidum enzima de la fraccion 3
Colorante 1 min 2 min 3min 30 min
Azul 86 ppm % de degradacion
lppm 1 0.882 0.882 0.490 50
2ppm 1.862 1.764 1.666 1.274 38.09

Se puede apreciar que la enzima obtenida de G. lucidum tuvo un mayor efecto en
biodegradar el color azul.
Tabla 30. Concentracion y el % y biodegradacién obtenidos del colorante violeta
51aly2ppmde G lucidum.

Ganoderma lucidum enzima de la fraccion 1

Colorante |1 min 2 min 3 min 30 min
% de
violeta 51 ppm degradacion
lppm 1 1.02 0.612 0 100
2ppm 2 1.938 1.938 1.428 30




Tabla 31. Concentracién y el % biodegradacién obtenidos del colorante azul 86 a

1y 2 ppmde G. lucidum.

Ganoderma lucidum enzima de la fraccion 1
Colorante 1 min 2 min 3 min 30 min
% de
Azul 86 ppm degradacion
lppm 0.588 0.490 0.392 0.490 50
2ppm 1.274 1.176 1.176 0.980 52.38

Se puede apreciar que la enzima obtenida de G. ganoderma tuvo un mayor efecto

en biodegradar el colorante violeta.

En la tabla 32, 33, 34 y 35 se observa la concentracién de colorante en contacto

con la enzima purificada de P. zapotecorum (R2 violeta, fraccién 1) y (R1 azul,

fraccion 3).

Tabla 32. Concentracion y el % biodegradacion obtenidos del colorante azul 86 a

1y 2 ppm de P. zapotecorum.

Psilocybe zapotecorum enzima de la fraccién 1

Colorante 1 min 2 min 3min 30 min
% de
azul 86 ppm degradacion
lppm 1 1 1 1 0
2ppm 1.078 1.078 1.078 0.980 52.38

Tabla 33. Concentracion y el % biodegradacion obtenidos del colorante violeta 51

aly?2ppm de P. zapotecorum.

Psilocybe zapotecorum enzima de la fraccion 1

Colorante 1 min 2 min 3min 30 min
% de
Violeta 51 ppm degradacion
lppm 0.729 0.729 0.625 0.208 81.46
2ppm 1.875 1.875 1.875 1.875 8.08




Se puede apreciar que la enzima obtenida de P. zapotecorum tuvo un mayor

efecto en biodegradar el color violeta.

Tabla 34. Concentracion y el % biodegradacion obtenidos del colorante azul 86 a

1y 2 ppm de P. zapotecorum.

Psilocybe zapotecorum enzima de la fraccion 3

Colorante 1 min 2 min 3min 30 min
azul 86 ppm % de degradacion
1ppm 0.882 0.882 0.882 0 100
2ppm 1.274 1.274 1.274 0.980 52.38

Tabla 35. Concentracion y el % biodegradacion obtenidos del colorante violeta 51

Psilocybe zapotecorum enzima de la fraccion 3

aly?2ppmde P. zapotecorum.

Colorante 1 min 2 min 3 min 30 min

Violeta 51 ppm % de degradacion
1ppm 0.937 0.729 0.729 0.312 72.192
2ppm 1.979 1.666 1.666 | 1.562 23.43

Se puede apreciar que la enzima obtenida de P. zapotecorum tuvo un mayor

efecto en biodegradar el color azul.

De acuerdo a los resultados anteriores el hongo que obtuvo una mayor

biodegradacion en ambos colorantes fue Psilocybe zapotecorum, también cabe

mencionar que no degradaron completamente a los colorantes en las diferentes

concentraciones solo se dio en dos casos.



CONCLUSION

1.- Se logro aislar y purificar el micelio de los hogos experimentales en los medios
de cultivo tradicionales como PDA.

2.- Se logro determinar la presencia de la enzima lacasa en medio sélido por
medio de la biodegradacion de los tintes textiles en azul 86 y violeta 51 quien tuvo
mayor degradacion.

Asi como en medio liquido se determiné que el dia 15 de incubacién obtuvo la
mayor actividad enzimatica para Psilocybe zapotecorum 5.90 Ul y Ganoderma
lucidum 2.78 Ul.

3.- Se logroé biodegradar en medio liquido los colorantes azoicos: violeta 51 y azul
86 hasta un 85.2 %, 85.9 % para 100 ppmy 91 % y 90% para 30 ppm
respectivamente de la cepa Psilocybe zapotecorum

Con la cepa Ganoderma lucidum logro biodegradar a los colorantes azoicos:
violeta 51 y azul 86 hasta un 84. 6 %, 84.21% para 100 ppm y 89.7%, 83.9% para
30 ppm.

4.- Mediante la técnica de cromatografia por columna se permitié separar cada
uno de los concentrados enzimaticos asi obteniendo diferentes numeros en
fracciones para cada extracto, el intercambiador que se utilizé presento algunas
fallas en el momento de separar las facciones.

5. Se cuestiono si el residuo de los matraces coloreados a 30ppm se desechaban
0 se investigaba si aln se encontraba activa la enzima lacasa en ellos por lo tanto
se propuso purificar el extracto y hacer las pruebas de ABTS, las cuales resulto
positivo para cada una de las fracciones obtenida en la columna de cromatografia
por lo anterior se concluy6 hacer una prueba para degradar al colorante en
concentraciones bajas con la enzima obtenida.

Se logr6 biodegradar el colorante azul y violeta pero no en altas concentraciones
como se dio en los matraces coloreados, esto probablemente se debe a que se
tiene que afinar el proceso de purificacion de la enzima lacas, los mejores
resultados que se obtuvieron: Psilocybe zapotecorum (R2 violeta fraccion 3)
degrado 100% al colorante violeta y 72% para el azul.

Para la cepa Ganoderma lucidum (R1 violeta fraccion 3) degrado 100% al

colorante violeta y 50% para el azul.



Anexo “A”

Metodologia para la purificacion de enzima lacasa por medio de cromatografia.

1. Centrifugacion.

El extracto fue centrifugado a 12000 rpm durante 10 minutos a 5°C, el sélido
obtenido fue separado y nos quedamos con el sobrenadante.

2. Diélisis.

El sobre nadante fue colocado en membranas de celofan con poros de 10 mD la
cual se activo antes de su uso, se coloca el concentrado que se desea dializar
una vez sellada se introduce en un recipiente con amortiguador de fosfatos 20
mM pH 7.4 en una relacion de 1:6, durante 24 horas.
Para la separacion enzimatica y obtencién de lacasa del extracto dializado se
utilizé el método de columna de cromatografia.

3. Preparacion de la columna.

Para la obtencion del concentrado de proteinas con la actividad lacasa se preparé
una columna de cromatografia con 5 gr del intercambiador o resina “DEAC -
Cellulose” previamente hidratado y pasado por NaCl 1 M, se procede a

empagquetar la resina agregando 200 ml de agua destilada y buffers de fosfatos.

4. Cromatografia de exclusion molecular.

Para continuar el proceso de purificacion se adiciono el extracto dializado en la
columna una vez esto se vierte el eluyente conformado por buffer de fosfatos y
NaCl, se abre la llave para que el extracto fluya a través de la resina y de esa
forma fracciones enzimaticas se separen.

Se coloca unos tubos de ensayo en una gradilla para recuperar la parte inicial,

media y final de la extraccion.



Anexo “B”

Obtencion de la curva de calibracion de los colorantes textiles experimentales.
Se medi6 la absorbancia en un espectrofotometro UV-VIS, cuya longitud de onda
para cada colorante se establecié para violeta 51 a A de 540nm, azul 86 a A de
640nm.

Las curvas se establecieron intervalos de 10 ppm hasta 100 ppm, y de intervalos
1ppm a 10pmm.

Tabla 36. Curva de calibracién de azul 86 de 10-100ppm
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Tabla 37. Curva de calibracién de violeta 51 de 10 a 100ppm
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Tabla 38. Curva de calibracion de azul 86 de 1 a 10ppm
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Tabla 39. Curva de calibracion de violeta 51 de 1 a 10ppm
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Anexo “C”

Utilizando los valores de absorcion en el tiempo inicial y tiempo final se insertaran
en la formula, se utilizaron los siguientes valores:

€ = 36000 M-*cm?

V=1cm?

v=0.8cm?

A = A = Abs final — Abs inicial

t=1min

A
t

A
=0.037 —
T

0.037 4 3
( min j[lcm )

(36000 M~tem™1)(1em) (0.8 em?)

Actividad enzimatica =

mol

M
= 0.000001284 — = ,
min L=min

Se multiplica por 1000000 para convertir los moles a micro-moles.

umol
= 1.2847——=1Ul
L # min



Anexo “D”

Figura 22. Aspecto del agua contaminada con violeta 51 a 30 ppm con P.
zapotecorum (a) R1 después de la biodegradacién (b) R2 después de la
biodegradacion (c) R3 después de la biodegradacion (d) Antes de la
biodegradacion.

Figura 23. Aspecto del agua contaminada con azul 86 a 30 ppm con P.
zapotecorum (a) R3 después de la biodegradacién (b) R1 después de la
biodegradacion (c) R2 después de la biodegradacion (d) Antes de la

biodegradacion.



Figura 24. Aspecto del agua contaminada con violeta 51 a 30 ppm con
G.ganoderma (a) R1 después de la biodegradacion (b) Antes de la

biodegradacion (c) R3 después de la biodegradacion.

Figura 25. Aspecto del agua contaminada con azul 86 a 30 ppm con
G.ganoderma (a) R1 después de la biodegradacion (b) Antes de la

biodegradacion (c) R2 después de la biodegradacion.
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