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RESUMEN

La contaminacion de las aguas residuales por metales y colorantes azoico provenientes de
la industria textil, ha ocasionado una gran preocupacion a nivel mundial por los dafios sociales,
economicos, ambientales y de salud, estas aguas residuales se han convertido en un recurso hidrico
vital de utilidad en la agricultura, ademas de que este tipo de contaminantes no son biodegradables,
son bioacumulables, llevan un proceso de biomagnificacion y son altamente toxicos. En este
trabajo es importante establecer una metodologia para su descontaminacion a través de procesos
bioldgicos. En particular, con hongos del filo basidiomycota, los basidiomicetos ejecutores de la
pudricién blanca de la madera que utilizan enzimas extracelulares degradadoras de la lignina y que
han demostrado que pueden degradar una serie de contaminantes organicos persistentes (COP)
entre los que destacan los colorantes azoicos textiles, también con su micelio o biomasa pueden
eliminar metales disueltos en agua mediante procesos de biosorcion, actuando como
intercambiadores innatos al remover metales. Se debe mencionar, ademas que la produccion de
estos hongos especificamente Pleurotus ostreatus incrementa la obtencién de sustrato residual el
cual tiene la caracteristica de contener materiales lignoceluldsicos los cuales estan relativamente
degradados y contienen biomasa fangica que pueden ayudar a la absorcién de productos

contaminantes.

PALABRAS CLAVE: Aguas Residuales, Biosorcion, Pleurotus ostreatus, colorantes

azoicos, metales pesados.



ABSTRACT

Worldwide, the contamination of wastewater by metals and azo dyes from different types
of industries, especially textiles, has caused great concern on a large scale for social, economic,
environmental and health damages, furthermore, these wastewaters have become a vital water
resource used in agriculture, since these types of pollutants are not biodegradable, they are
bioaccumulative, carry a biomagnification process and are highly toxic, therefore, it is important
to establish a methodology for its decontamination through biological processes. In particular, with
fungi of the phylum Basidiomycota, basidiomycetes, executors of white rot of wood, since they
have shown that they can degrade a series of persistent organic pollutants (POPs) among those that
stand out the textile azo dyes, also with their mycelium or biomass they can eliminate metals
dissolved in water through biosorption processes, acting as innate exchangers by removing metals.
It should also be mentioned that the production of these fungi specifically Pleurotus ostreatus
increases the obtaining of residual substrate which has the characteristic of containing
lignocellulosic materials which are relatively degraded and they contain fungal biomass that can

help the absorption of polluting products.

KEYWORDS: Wastewater, biosorption, Pleurotus ostreatus, azo dyes, heavy metals.



1. INTRODUCCION

El estado de Puebla se encuentra localizado en el centro de la Republica Mexicana, limita
al este con el estado de Veracruz; al poniente con los estados de Hidalgo, México, Tlaxcala y
Morelos y al sur con los estados de Oaxaca y Guerrero. Tiene una superficie continental de 34,290
Km?, agua renovable de 11,578 hm? por afio al 2016 asi mismo su poblacién en ese mismo afio
era de 6.25 millones de habitantes, su aportacion al PIB nacional en el afio 2015 fue de 3.24%
(CONAGUA, 2017). Puebla es el quinto estado mas poblado del pais viven aproximadamente 5
millones de personas, sus recursos hidricos son principalmente fuentes de agua superficial como
rios, arroyos y cuerpos de agua como lagos y presas y aguas subterraneas como manantiales

(INEGI, 2010).

Se reconocen cuatro areas hidroldgicas una se encuentra en Panuco al noroeste del estado;
la segunda en Tuxpan- Nautla al norte; el tercero en Papaloapan al este y sureste y el cuarto en

Balsas en el centro (INEGI, 2010; Ramos y Moran, 2016).

El INEGI (2010) reporta que en el estado de Puebla, el 24.84% del agua que se utiliza es
subterranea y el 75.16% es agua superficial, ademads CONAGUA (2014) calculo que el agua
disponible seria superior a 5 000 Mm?3 anuales pero dicha agua que ingresa no se encuentra bien

distribuida.

Martinez- Morales et al. (2015) nos dicen que en el Estado existen 19 acuiferos, pero de
estos dos se encuentran sobreexplotados como son los del Valle de Tecamachalco de la cuenca del
rio Atoyac y el de Tepalcingo- Axochiapan de la cuenca del rio Amacuzac. Existen casos de

contaminacion extrema por descargas de aguas residuales de industrias y de hogares en los rios



Atoyac y Alseseca se debe agregar también que las aguas residuales que corren por el drenaje de
Valsequillo contiene metales pesados como zinc, plomo, cobre, niquel, selenio, cadmio cromo y

mercurio (Puga, 2011; Pérez et al., 2018).

Los metales pesados son bioacumulables y no biodegradables y provocan toxicidad a bajas
concentraciones por ello causan riesgo a la salud y al equilibrio de los ecosistemas esto es
provocado por depositar residuos industriales en cuerpos de agua y suelos (Tejada et al., 2015;

Strokal et al., 2018)

Entre los metales pesados que estan en el ambiente en pequefias cantidades, pero se pueden
acumular en vegetales por contaminacion de suelos contaminados y llegar a los seres vivos es el
niquel, y el plomo el cual se encuentra en la corteza terrestre y entre sus propiedades destacan que
es un metal blando y que se ocupa en productos como cables, tuberias pinturas y pesticidas de
igual modo el cadmio que tiene una vida media de 20 afios y es un metal no esencial. Estos metales
se absorben por vias respiratorias y digestivas y llegan a depositarse en ciertos rganos como el
pulmon, rifion, higado péancreas y tiroides ademéas de provocar infertilidad en mamiferos,
enfermedades cardiovasculares y cancer por ello es importante crear tecnologias nuevas que sean

accesibles en los procesos de remediacion de aguas contaminadas (Tejada et al., 2015)

Por otro lado, la contaminacion de aguas por la industria textil se puede llevar acabo por
sustancias recalcitrantes que imposibilitan la fotosintesis e incrementan la demanda quimica de
oxigeno y la demanda bioldgica de oxigeno ademas de contener elevadas concentraciones de
s6lidos suspendidos (Sanchez y Uribe, 2018). Llyas et al (2012) citan que durante el proceso de
teflido de telas el 50% de colorante sintético disefiados especialmente para resistir tanto la
degradacion microbiana como la decoloracién por luz o sustancias quimicas son dificiles de

degradar y estos se pierde en los efluentes acuéaticos por ello los tratamientos que se ocupan para



descontaminar aguas residuales resultan poco eficientes ademas de ser costosos y requerir mucho
tiempo. Por todo esto es necesario investigar métodos alternativos con la finalidad de tratar estas
aguas residuales como la micorremediacion, mediante el uso de hongos de podredumbre blanca
que secretan enzimas no especificas y que se ha comprobado que actlan en la biodegradacion de

lignina y en la remocion de colorantes (Cortazar et al.,2012).

La biorremediacion (bio= vida, remediacién= arreglo o remediacion) es un proceso de
degradacion de contaminantes utilizando organismos vivos (bacterias, hongos y plantas) y/o sus
derivados metabdlicos, la biorremediacion es muy utilizada en ecosistemas terrestres y acuaticos
al mineralizar a los compuestos es decir transformarlos en compuestos menos tdxicos, ya sea de
forma parcial o bien alterando su estado REDOX de los metales. Cuando se usan bacterias recibe
el nombre de biorremediacion, cuando se usan hongos recibe el nombre de micorremediacion y

cuando se usan plantas recibe el nombre de fitorremediacion (Covarrubias, 2015).

Los hongos de podredumbre blanca tienen la capacidad de degradar lignina, este es un
polimero compuesto por anillos aromaticos (fendlicos), y estos hongos se han venido estudiado a
partir de los afios ochenta. Se ha demostrado que los hongos degradan contaminantes organicos
persistentes (COP) haciendo uso de sus enzimas extracelulares y que también un proceso de
biosorcion actian como un intercambiador al remover metales en solucion tal como lo indicaron
Morales-Fonseca et al. (2010) al explicar que tienen un mecanismo enzimatico que no presenta
una especificidad alta, por ello pueden actuar sobre diferentes sustratos fendlicos y azoicos. En
particular el proceso de biosorcion se lleva a cabo por la composicion de su pared celular y a la

afinidad de los compuestos que se encuentran en esta con los colorantes diluidos.

Dentro de la familia de los hongos de podredumbre blanca se encuentra el Pleurotus

ostreatus gue tiene un complejo enzimatico dentro del cual se localiza la enzima lacasa (Camacho,



2017). Las lacasas son glucoproteina que cataliza la oxidacion de sustratos tanto organicos como
inorganicos interviniendo en la reduccion del oxigeno a agua, estas enzimas intervienen en los
procesos biotecnoldgicos para el tratamiento de aguas contaminadas ya que tienen la propiedad de

degradar colorantes (Hoegger et al., 2007).

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A nivel mundial se tiene la problematica de contaminacion de las aguas residuales por
metales y colorantes azoicos a causa de que dichos compuestos tienen la propiedad de ser no
biodegradables y permanecer en el ambiente perennemente o degradarse paulatinamente
perjudicando gravemente el medio ambiente y la salud humana. Es decir, los colorantes que
provienen de las aguas residuales de diferentes industrias textiles, tienen la particularidad de
estabilizarse y permanecer en el ambiente largo tiempo ademas de generar variaciones de pH,
DQO, DBO, salinidad y sobre todo color, estas caracteristicas provocan efectos dafiinos a la salud
debido a que son toxicos y mutagénicos. Entre los colorantes azoicos se encuentra el blue 19 el
cual es ocupado en la tincion de la mezclilla y tiene una existencia de 46 afios (Siddique et al.,
2011). Se ha demostrado que, al usar métodos biotecnoldgicos, en las aguas contaminadas por
colorantes se ha logrado la eliminacion de estos, no obstante, los tratamientos son costosos y
presentan limitaciones ya que generan subproductos que son dificiles de degradar, ejemplos de
estos tratamientos tenemos: filtracion, oxidacion quimica, floculacion, electrolisis, entre otros

(Lépez y Crespi., 2015).

Basados en las propuestas de Marin (2015) y Lorenzini (2013), en el presente trabajo se
propuso generar en primera instancia una metodologia propia, econdémica y accesible en

laboratorio, que permita incrementar en el hongo de pudricidn blanca especificamente del género



Pleurotus, la generacion de la enzima lacasa, para degradar colorantes residuales azoicos

generados por la industria textil.

Conjuntamente se planted desarrollar en laboratorio un biofiltro que retenga metales
contenidos en aguas residuales, utilizando la matriz residual, sustrato residual o sustrato gastado
del hongo (SMS spent mushroom sustrate) generado durante el cultivo del hongo comestible

Pleurotus ostreatus.

3. DEFINICION DE CONCEPTOS
3.1. Biorremediacion

“La biorremediacion se define como el empleo de organismos vivos, como microrganismos
y plantas con el objetivo de reducir o eliminar, degradar y transformar contaminantes tanto en
ecosistemas terrestres y acuaticos”. (Kumar, Shahi y Singh, 2018; De Lorenzo, 2018). La
biorremediacion se clasifica por el agente utilizado en fitorremediacion (alamos, arabidopsis,
girasoles, pastos, sauces entre otras), lombricultivo y compostaje (lombrices de tierra),
ficorremediacion  (microalgas), biorremediacién bacteriana (bacterias), biorremediacion
enzimética (Enzimas hidroliticas) y micorremediacion (setas, levaduras y mohos de diferente

especie).

3.2. Fitorremediacion
La fitorremediacidn utiliza las caracteristicas naturales de las plantas de absorber, acumular
y tolerar concentraciones altas de contaminantes como los metales pesados, asi como compuestos
organicos ademas de su capacidad de crecer en suelos contaminados, dicho tratamiento ayuda a
asimilar, inmovilizar o extraer los contaminantes o degradarlos, existen diferentes métodos

dependiendo del proceso involucrado: fitoextraccion, rizofiltracion, fitoestabilizacion,



fitoestimulacion, fitovolatilizacion, fitodegradacion (Lopez et al., 2004; Covarrubias y Cabriales,

2017)

3.3. Biorremediacion bacteriana
Es el uso de bacterias Bacillus, Pseudomonas y Lysinibacillus estos pueden ser inoculados
en el sitio contaminado (proceso de inoculacién), para ello se administran nutrientes para acelerar
el proceso o bien ya pueden encontrarse en el sitio. Se ha demostrado que existen bacterias y
hongos que degradan petrdleo y sus derivados, ademéas de benceno, tolueno, acetona, pesticidas,
éteres, alcoholes, asi como arsénico, selenio y ciertos metales pesados. Estas bacterias tienen la

capacidad de aislarlos para posteriormente eliminarlos (Zhang et al., 2010).

3.4. Biorremediacion enzimatica
La biorremediacion o degradacion enzimética radica en utilizar enzimas con el fin de
degradar sustancias nocivas o dafiinas al medio ambiente y a la salud, estas enzimas son producidas
por bacterias modificadas genéticamente, este método es costoso por su fabricacion (Ramirez y

Coha, 2003).

3.5. Micorremediacion
En la micorremediacion se utiliza la capacidad de los hongos de descomponer la materia
organica y por ello se utilizan para descontaminar de una manera economica y efectiva con el uso

de sus micelios (Statment, 1983).

Los hongos tienen la capacidad de degradar la lignina, la cual es parte de la pared celular
de las plantas, asi como la celulosa y la hemicelulosa, pectina, proteinas, cutina, suberina y sales
minerales. La lignina es un biopolimero que refuerza y proporciona rigidez a los tejidos vegetales

y constituye una barrera fisica contra fitopatdgenos (Chavez y Domine, 2013).



3.6. Hongos ligninoliticos

Son hongos de podredumbre blanca, pertenecen al grupo de los Basidiomicetos producen
basidioesporas en un basidio, su reproduccion es asexual y sexual (Silva et al., 2010), estos
degradan la lignina y la mineralizan a bidxido de carbono y agua, producen diferentes productos
naturales como las enzimas lignina peroxidasa, la manganeso peroxidasa y la lacasa las cuales
tienen un peso molecular (600 y 1000 KDa), crecen en sustratos lignoceluldsicos como la madera
y residuos agricolas, tienen un sistema ligninolitico oxidativo extracelular que degrada la lignina
(Figura 1), esta propiedad hace que mineralicen contaminantes organicos similares a la estructura

de la lignina (Sanchez y Royce, 2001). (V, s.f.) (V, s.f.)
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Figura 1. Modelo Estructural de la Lignina (Lu & John, 2010)



3.7. Lacasas

Las lacasa son glucoproteinas, enzimas extracelulares producidas por hongos ascomicetos,
basidiomicetos, y deuteromicetos ademas de encontrarse en plantas, bacterias e insectos. EI primer
reporte de extraccion de la lacasa se realizé de un arbol del Japon Ilamado Rhus vernicifera (arbol
de la laca). Su clasificacion segun la comision de enzimas de la union internacional de bioquimica
es E.C. 1.10.3.2 por ello pertenece al grupo de las oxido-reductasas. Son enzimas multicobre
azules contienen 4 atomos de cobre en su sitio activo. Ademas que catalizan la oxidacion de
sustratos como: compuestos fenolico orto y para difenoles ademéas de aminas aromaticas, tienen
actividad fenol-oxidasa y se distingue de las otras enzimas porque en la reduccion del oxigeno
produce agua en lugar de peroxido de hidrogeno, su peso molecular oscila entre 60 y 80 KDa, son
termoestables, su intervalo dptimo de temperatura es de 50-70°C su punto isoeléctrico es de 2.6-
4.5, su actividad se presenta en un pH de 2.0-8.5, las enzimas lacasas producidas por los
basidiomicetos de podredumbre blanca ayudan en la degradacién de la lignina y estas enzimas
catalizan la oxidacion de diferentes sustratos conciliando la transferencia de un electron
produciendo un electrén libre por ello resulta un radical libre que llega a reaccionar con el mismo
sustrato 0 con otros compuestos reduciéndose Yy recuperando asi el electron para su estabilidad

(Ruhl, 2009; Hoegger et al., 2006; Hoegger et al., 2007).

3.8. Sustrato residual
Los sustratos residuales del cultivo de P. ostreatus pueden ser paja de trigo, paja de cebada
0 restos de maiz, asi como residuos del tipo forestales como madera o aserrines. Todos estos
sustratos estdn compuestos por una matriz organica la cual estda combinada por materiales
lignocelul6sicos y estos se encuentran relativamente degradados por los hongos y pueden contener

exoenzimas fangicas, proteinas, celulosa entre otras sustancias (Martinez- Carrera, 2007).



Manterola et al, (1999) reportaron que los residuos de cereales contienen entre 30-40% de

celulosa, hemicelulosa entre 24-29% y de lignina 10-20%.

Caiiizares (2000) y Morales- Fonseca (2010) reportaron que la matriz residual puede ser
usada como parte de filtros para retener los metales provenientes de aguas residuales. Al mismo
tiempo se ha reportado que la comercializacion de hongos comestibles se ha incrementado a nivel
mundial genera aproximadamente 500 000 toneladas anuales de sustratos residuales, los cuales

contienen cantidades elevadas de biomasa viva 0 muerta (Kapahi et al., 2017).

Dichos sustratos provienen de diferentes residuos agricolas, pero también provienen de
residuos industriales como por ejemplo bagazos de cafia de azucar, o bien cascarillas de cereales,
todos con un alto contenido de materiales lignoceluldsicos, el empleo que se les da a estos residuos
es por lo regular como abono organico al cual le pueden adicionar nutrientes para incrementar su
calidad, sin embargo, el resto de estos sustratos no se utilizan (Martinez-Carrera, 2000; Kapahi et

al., 2017).

Servicios de Informacion Agroalimentaria y pesqueria SIAP. (2017) reportaron que se
producen en México 27 955 407 toneladas por afio de residuos agropecuarios y de ellos 864 144
toneladas son residuos agricolas ademas que Veracruz, Chiapas, Oaxaca y Puebla aportan el 25%

de los residuos del pais.

Martinez et al. (2007) reportaron que hoy en dia la produccion de hongos comestibles tiene
una gran importancia social y econémica en el pais. Por lo tanto, al incrementarse la produccion
se incrementa el sustrato residual que es una materia prometedora como recurso natural y

renovable.
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3.9. Metales pesados y salud
Los metales han existido desde el inicio de nuestra creacion, intensificando su uso y
convirtiéndose en una herramienta necesaria para el hombre, sobre todo en la revolucion industrial.
pero esto ha generado contaminacién sobre todo de los llamados metales pesados. Los dafios que
ocasionan dichos metales van desde una leve intoxicacién o afeccion en dérganos vitales hasta
dafios mas severos como el cancer, por el contrario, se conoce que algunos de estos metales se
encuentran como elementos trazas en nuestro organismo y son necesarios para llevar acabo ciertas

reacciones metabolicas vitales (Reyes et al., 2016).

La contaminacion ya sea por medios antropogénicos o naturales de los recursos hidricos y
suelo por estos metales pesados involucra la seguridad alimentaria y por lo tanto la salud publica

por su elevada toxicidad y por bioacumularse y esto depende del tipo de metal. (Huang et al., 2014)

Se han reportado contaminacion por cadmio, niquel, zinc en hortalizas, papa, calabaza,
brécoli, también en peces, ostras, mariscos, por plomo, cadmio, zinc, niquel, cromo, mercurio

(Singh et al., 2010).

Reyes et al. (2016) reportan que es necesario realizar mayores estudios sobre el contenido
de metales en alimentos para evitar dafios en la salud y el ambiente como los reportados en Japon
y México por contaminacién de alimentos por metales pesados provenientes de zonas mineras, 0
de actividades industriales ya que incorporan dicho metal a la cadena alimentaria y al agua como
fue el caso donde se presentd dafios en el sistema 6seo provocada por cadmio (Japdn) y en México

en el estado de Coahuila donde hubo envenenamiento por plomo.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha establecido limites permisibles maximos

de metales pesados en aguas residuales y sobre todo para uso de dicha agua en riego, asi como
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también la FAO y la Union europea ha establecido limites permisibles de metales en alimentos
variando de acuerdo al tipo de alimento. Actualmente la distribucion, movilidad, disponibilidad y
toxicidad de los elementos quimicos depende principalmente de la forma en que se encuentren en

el agua y el suelo y no tanto de la concentracion (Caruso y Montes, 2003).

3.10. Metales pesados definicion

Los metales pesados han tenido varias definiciones pero no han resultado muy especificas,
una de ellas menciona que los metales pesados son aquellos que se encuentran en la tabla periddica
de los elementos y su nimero atémico es mayor a 20 asi como su peso sea mayor a 5 g/cm?3 sin
incluir a los metales alcalinos y a los alcalinotérreos (Breckle, 1991). Otra definicion propuesta
por Tiller (1989) indica que un metal pesado en términos generales se refiere a aquellos metales
que son clasificados como contaminantes ambientales. Otra descripcion es en cuanto a sus
concentraciones de elementos presentes no detectables que van en un rango de 100 a 0.01 mg/Kg
a estos se les llama elementos traza y estos son requeridos en el organismo para cumplir funciones
importantes. También es conocida otra definicién en cuanto a su concentracion presente en la
biosfera macroelementos y microelementos. En general los metales pesados son importantes en
el mundo en general, pero también han resultado ser grandes contaminantes de los recursos

naturales.

3.11 Los colorantes

Los colorantes naturales son extraidos como su némbrelo indica de la naturaleza y existen
en menor proporcién que los colorantes sintéticos y estos son polimeros que estan constituidos por
grupos funcionales y estructuras quimicas organicas complejas del tipo aromatico que afectan al

ser humano, asi como a sus ecosistemas (Han et al., 2009)
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Los colorantes sintéticos tienen diferentes propiedades como las siguientes: alta solidez en
medios humedos, bajos costos, generan tonos brillantes, excelente solubilidad, resistencia a la luz

solar, resistente al ataque de compuestos quimicos (Barrios et al., 2015).

Garzén y Barragan. (2009) reportan que los colorantes son sustancias que al ser aplicadas
a un sustrato dan color y son retenidos por diferentes mecanismos como son la absorcion, retencion
mecanica, o también por enlaces del tipo i6nico o covalente y que estos colorantes al colocarse en
una fibra textil tienen la particularidad de no verse afectado por factores como la luz, el agua y los

jabones y que estos son usados en la industria textil, alimentaria, de papel y en el curtido de pieles.

Los colorantes estan constituidos por un grupo cromoforo que como lo indica las raices de
su nombre es el portador del color y un grupo auxocromo que le da intensidad al color. EI Color
Index clasifica a los colorantes por sus propiedades quimicas en: Azo, nitroso, nitro, azoico, tiazol,
antraquinona, ftalocianina entre otros. El diccionario de quimica de la universidad de Oxford dice
que los colorantes se clasifican de acuerdo a sus propiedades fisico-quimicas de sus grupos

funcionales y de la forma en que se apliquen en:

a). Acidos cuya caracteristica radica en que son muy solubles en agua, son utilizados para
tefiir fibras proteicas como la lana y la seda o poliamidas y fibras sintéticas, asi como en la industria

de alimentos, imprenta, cuero, madera y nylon.

b). Basicos solubles en agua, utilizados para tefiir fibras acrilicas, poliéster modificado, y

en medicamentos

c). Dispersos, estos son insolubles y se usan para tefiir acetato de celulosa, fibras sintéticas

como poliéster y fibras de acrilico
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d) Reactivos, son aquellos que reaccionan con el sustrato formando enlaces covalentes, se

usa en el tefiido de fibras de celulosa y algodon
e) Bafio son sustancias insolubles, se usa en el tefiido de algoddn vy fibras de celulosa.

Saratale et al. (2011) Mencionaron que los colorantes mas utilizado en la industria son los
colorantes sintéticos llamados AZO (Figura 2) que contienen el grupo funcional azo (...N=N...)
que representan el 70% de los colorantes encontrados en las aguas municipales y que esa propiedad
que tiene de poseer el grupo AZO hace que sea sustituido por una variedad de estructuras organicas
e inorganicas que le otorgan propiedades quimicas especificas a cada molécula asi mismo existen

3000 variedades de estos colorantes.

i
N20sS NH-C-NH

!
7N
— OH

\ 4 0

I
NaO35 N=NONH-C-CH3

Figura 2. Estructura de un Colorante Azoico. (McMurry, 2004)

Existen diferentes procesos de tratamiento para la remocién de colorantes y pigmentos
(adsorcidn, filtracion, oxidacion y bioldgicos), pero, asi como tienen muchas ventajas también
existen desventajas como sus altos costos y produccion de nuevos residuos como un alto volumen
de lodos. Entre los tratamientos utilizados para la remocion de colorantes y pigmentos se

encuentran los sistemas de oxidacién y mineralizacién como la reaccion de fenton la cual es
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perfecta para la decoloracion de efluentes de colorantes y pigmentos, la ozonacion la cual es
aplicada en estado gaseoso, la electrocoagulacion, oxidacion por hipoclorito de sodio, y como
tratamientos fisicos como el tratamiento con carbon activado, membrana de filtracion entre otros.

(Robinson et al., 2001; Barrios et al., 2015).

3.12 Biofiltro.

Los filtros bioldgicos o biofiltros surgieron a partir de 1950, como opcién de tratamiento
de aguas residuales, son también llamados reactores de lecho fijo y son utilizados en la reduccién
de materia orgénica disuelta con la ayuda de microorganismos que se encuentran sobre la
superficie de material de soporte, proporcionan libertad de disefio, construccion y operacion
pueden ser aplicadas al tratamiento de aguas residuales concentradas o diluidas, el material de
soporte que se deposita en los biofiltros esta conformado por sélidos de alta porosidad la principal
finalidad del material de soporte es permitir la acumulacion de grandes cantidades de biomasa con
un consecuente aumento de tiempos de retencion y actuar como una barrera fisica. (Galindo et al.,

2016).

Cafiizares (2000) report6 el uso de biofiltro con biomasa microbiana para la retencion de
metales provenientes de efluentes industriales teniendo resultados favorables. Asi mismo Galindo
et al (2016) construyeron un filtro bioldgico en acrilico transparente con un volumen de 530 L
repartido en 5 camaras divididas y su material de soporte fue de conchas. Las cuales fueron
ocupadas como material de soporte filtrante logrando depurar las aguas residuales municipales por

su alta porosidad, su estructura calcarea y composicion.
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4. PREGUNTAS GENERALES DE INVESTIGACION
X ¢Como utilizar la matriz residual (sustrato residual) del cultivo del hongo
Pleurotus ostreatus para la biorremediacion de aguas contaminadas con metales?
X ¢Como hacer propicia la degradacion del colorante azoico utilizando el

efecto enzimatico del hongo de pudricién blanca?

5. PREGUNTAS PARTICULARES

Para metales:

1. ¢El hongo Pleurotus ostreatus podré tolerar diferentes concentraciones
metalicas en su crecimiento en medio solido?

2. ¢Cual es el efecto de la concentracion metalica en la morfologia o
estructuras miceliales de la cepa de P. ostreatus?

3. ¢Cual es la cinética de adsorcion de la cepa de P. ostreatus en medios
liquidos de plomo, cromo y cadmio respectivamente a una concentracion de 20 mg/L?

4. ;Qué eficiencia presentara un biofiltro construido con el sustrato residual
del cultivo de Pleurotus ostreatus?

5. ¢Cual es la cinética de retencion o adsorcion de las concentraciones

metalicas en dicho biofiltro?

Para colorantes:

6. ¢Cual sera la cinética de produccién de la enzima lacasa de la cepa de P.

ostreatus en medio liquido?
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7. ¢Cual es la cinética de decoloracion del colorante rojo 23 por el efecto

enzimatico?

6. OBJETIVOS GENERALES
< Disefiar una metodologia para demostrar la eficiencia del uso de la matriz
residual del cultivo del hongo Pleurotus ostreatus para la adsorcion de metales contenido
en aguas residuales
X2 Elaborar una propuesta metodoldgica, que propicie la degradaciéon de
colorantes azoicos utilizando el efecto enzimatico de hongos de pudricion blanca

especificamente Pleurotus ostreatus

7. OBJETIVOS PARTICULARES

Para la biosorcion de metales:

1. Valorar las concentraciones metalicas inhibitorias de crecimiento miceliar
de la cepa de Pleurotus ostreatus.

2. Evaluar el efecto de la concentracion metalica en su morfologia.

3. Evaluar la cinética de adsorcién de la cepa de Pleurotus ostreatus en medio
liquido a una concentracion metalica.

4. Disefar y valorar la retencion metalica en el biofiltro con el material residual
del cultivo de Pleurotus ostreatus

5. Calcular la cinética de retencion de las concentraciones metalicas con el

biofiltro propuesto.

Para la degradacion enzimatica de colorantes:
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6. Determinar la cinética de produccién de la enzima lacasa en la cepa de P.
ostreatus en medio liquido.
7. Determinar la cinética de decoloracion del colorante rojo 23 por el efecto

enzimatico.

8. JUSTIFICACION
El agua residual se ha convertido en un recurso hidrico necesario para la agricultura en toda
Latinoamérica y en México, se utiliza en una gran cantidad de hectareas sin un tratamiento previo
lo cual afecta la calidad de vida de la poblacién, dafiando su salud y degradando el ambiente (De

la Pefia et al., 2013).

8.1. Justificacion Teobrica

La contaminacion que sufren nuestros efluentes por metales y colorantes azoicos ha traido
gran preocupacién mundial y local ya que no solo se trata de una vista estética, sino que conlleva
a danos severos en la salud por la cantidad de sustancia toxicas causantes de diferentes tipos de
enfermedades por ello se tiene que recurrir a tratamientos alternativos que no suplan los ya
existentes sino como complementos de estos tratamientos una de estas opciones son los métodos
bioldgicos para la descontaminacién de aguas provenientes de las industrias textil, del papel, zonas

mineras.

Una alternativa biotecnoldgica es la del uso de hongos del género Pleurotus ostreatus de
pudricién blanca que tiene la capacidad de crecer en sustratos economicos como los residuos
agricolas, méas aun tener un complejo enzimatico extracelular como las oxidoreductasas que le da
la capacidad de degradar polimeros como la lignina y celulosa, asi como contaminantes
ambientales por lo que le proporciona una gran alternativa biotecnolégica como la decoloracion

de efluentes industriales. Las enzimas lacasas de baja especificidad reducen el oxigeno molecular
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a agua, ademas tienen la aptitud de oxidar los compuestos fenolicos (monofenoles, difenoles,
polifenoles, aminofenoles) y diaminas asi mismo los vinculados con la lignina (Manjarrés et al.,
2010). Otro aspecto importante que tienen los hongos es que su pared celular esta constituida
fundamentalmente por glucanos p 1-3 y B 1-6, mananos y quitina, también tienen una gran
capacidad de adsorcion de metales gracias a los grupos carboxilicos, amino, tiol, fosfatos e
hidroxido existentes en su pared celular. Se debe agregar que brinda una barrera primaria contra
dichos metales (Baldrian, 2003; Cafizares, 2000; Banfalvi, 2011) resultando un material
prometedor en la biosorcion de metales pesados presentes en aguas contaminadas incluso sin
necesidad de someter al Pleurotus ostreatus a condiciones de estrés, sino que puede utilizarse la

biomasa muerta.

8.2. Justificacion metodologica

Por todo esto se considera a los hongos de la pudricion blanca del género Pleurotus un
método eficaz de biorremediacidn de sustancias recalcitrantes aunque como lo indica la literatura
a nivel comercial son mas utilizados los métodos de biorremediacion con bacterias (Bou et al.,
2018) sin embargo los hongos tienen la capacidad de oxidar una mayor variedad de compuestos
como es el caso de hidrocarburos aromaticos policiclicos de un alto peso molecular con la ayuda
de sus enzimas modificadoras de lignina sin obtener una ganancia total de energia (Dominguez et

al., 2011).

8.3. Justificacion ambiental
La Comision Nacional del Agua (2018) expone que existen grandes problemas de
abastecimiento de agua a nivel mundial a pesar de que el planeta esta constituido por mas del 75%

del vital liquido solo el 3% se puede consumir esta agua también Ilamada dulce esta almacenada
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en los casquetes polares en un 75%, en aguas subterraneas en un 21% y en los lagos y los rios en

un 4%.

Por lo que se refiere a garantizar la salud publica, asi como conservar nuestro ambiente es
necesario que las aguas residuales que se reutilizan deben ser tratadas por medio de un método
bioldgico adecuado. En particular el caso de contaminacion del rio Atoyac Alseseca que recibe las
descargas de aguas residuales industriales como municipales sin un tratamiento previo, asi como
desechos sélidos afectando el equilibrio ecolégico ademas de provocar afectaciones a la salud de
las poblaciones que viven cerca de dicho rio por otro lado existe afectacion ya que el agua potable

no se distribuye equitativamente (Rivera, 2011; SEMARNAT-CONAGUA, 2018).

Asi por ejemplo Sénchez y Uribe (2018) refieren que la industria textil es la segunda
industria mas contaminante del medio ambiente ya que tiene altos consumos de agua y altas
descargas de contaminantes para ilustrar mejor este hecho, en el proceso de tincion de la fibra del
algoddn se ocupan de 30 a 150 L/Kg de material textil, por lo que un par de pantalones “jeans”

requiere un minimo de 42 litros en su proceso de tefiido.

9. MARCO TEORICO

9.1. El reino fungi

Los organismos pertenecientes al reino Fungi, son eucariotas y pueden ser microscopicos
y macroscopicos. Estos organismos tienen una distribucion muy amplia en la naturaleza y se
pueden localizar en el suelo, agua, aire y sobre superficies. Entre sus caracteristicas principales
destacan que poseen nucleos organizados, citoplasma, se reproducen de forma sexual y asexual no
sintetizan clorofila y no almacenan almidon como sustancia de reserva. Los hongos estan
clasificados como heterétrofos y pueden actuar como saprofitos y/o parasitos. Su nutricion la

Ilevan a cabo por el proceso de absorcidn de nutrientes y esta depende de la produccion de enzimas
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cuyo propdsito es degradar los substratos creando micro particulas internadas por proceso de
transporte activo y pasivo. Entre su demanda nutricional esta el nitrogeno que lo encuentra en
(sales de amonio, aminoacidos), el carbono (glucosa, celulosa), azufre (sulfatos) y el fosforo
(fosfato de potasio) asi como elementos esenciales son requeridos como el manganeso y el cobre.
Otro rasgo de los hongos es su pared celular que esta compuesta por quitina y B- glucanas, sus
componentes principales son hexosas y hexoaminas, que forman las mananas, glucanas y

galactomananas (Godoy, 2019).

Hibbett et al. (2007) mencionan una clasificacion taxondmica donde clasifican a los hongos
en el Reino Fungi con un subreino Dicarya (aqui aparecen las divisiones Ascomycota y

Basidiomycota) y siete divisiones (phyla); de donde derivan 35 clases, 12 subclases y 129 6rdenes.

Ademas, existen hongos que tienen la propiedad de degradar los polimeros de la madera
inclusive los componentes de la lignina con ayuda de sus enzimas extracelulares esta particularidad
induce tres tipos de degradacion del sustrato podredumbre blanda, podredumbre parda y
podredumbre blanca (Carbajo, 2015). Los hongos que se encuentran en la naturaleza sobre todo
en bosques de pino y encino son los de podredumbre blanca y son Basidiomycetes. Los
basidiomicetos tienen estructuras reproductivas llamadas basidios pertenecientes a la clase
Hymenomycetes asi por ejemplo tenemos a Trametes versicolor, Phanaerochaete chrysosporium,
Pleurotus pulmonarius, y Pleurotus ostreatus. Todavia cabe sefialar que el Género Pleurotus de
la especie ostreatus pertenece a la familia Corticiaceae (Montoya et al., 2010; Lutzoni y

Miadlikowske, 2009).

9.2. Micorremediacion
La micorremediacion es la capacidad metabdlica que tienen los hongos de transformar o

eliminar los contaminantes organicos e inorganicos a compuestos menos toxicos, asi tenemos a los
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hongos de podredumbre blanca (Figura 3) que son Basidiomycetes pertenecientes a la clase
Hymenomycetes comunes en bosque de pino y encino ejemplo de ellos tenemos a Lentinus hirtus,
Irpex lacteus, Phanerochaete chrysosporium, Bjerkardera adusta, Trametes versicolor y
Pleurotus ostreatus entre otros que ofrecen una herramienta multifuncional en los procesos de
detoxificacion gracias a sus propiedades como: hipertolerancia y acumulacion de metales en su
pared celular, presencia de diferentes sistemas enzimaticos para la degradacion de compuestos
xenobi6ticos y su activo crecimiento (Martinez et al., 2005), tienen la caracteristica de degradar
la lignina cuya estructura quimica es un polimero con gran cantidad de anillos aromaticos
(Martinez et al., 2009; Manavalan et al., 2015), esta propiedad de disminuir materiales
lignocelul6sicos se debe a su sistema enzimatico ya que dichos hongos tienen dos tipos de vias
enzimaticas extracelulares como describe Sanchez, (2009) el sistema hidrolitico, el cual produce
hidrolasa estas degradan polisacaridos y un sistema lignolitico oxidativo extracelular que degrada
la lignina y abre los anillos de fenilo. En cuanto a su complejo enzimatico esta constituido por
lignina per-oxidasa (E.C. 1.11.1.14) (LiP) proteinas extracelulares, hemo glicosiladas catalizan la
oxidacion dependiente de peroxido; manganeso per-oxidasa (E.C. 1.11.1.13) (MnP) son
hemoproteinas catalizan la oxidacion dependiente de peroxido y la lacasa (benceno-diol oxigeno
oxido-reductasa, E.C. 1.10.3.2), contienen cobre en su sitio activo, catalizan la reduccion de cuatro
electrones y no generan peroxido, se debe agregar que estos 3 tipos de enzimas son oxidativas no

especificas (Jurado et al., 2016).
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Figura 3. Hongo de la Podredumbre Blanca P. ostreatus (Marin, 2015)

9.3.Contaminacién del agua

La contaminacion del agua es el exceso de materia o energia (calor) que desencadena dafio
a los seres vivos y que afecta las actividades que se desarrollan dentro del agua (Figura 4). El
hablar de contaminacion de las aguas residuales (producto de la actividad humana) es un tema de
interés ya que este se ha convertido en un recurso hidrico para la agricultura debido al crecimiento
demografico y al aumento de la urbanizacion pero que afecta directamente a la salud, asi como al
ambiente ademas de que en. “América Latina el 70% de las aguas residuales no son tratadas y
estas son extraidas, usadas y devueltas contaminadas a los rios” como lo indica la autora Yee-
Batista (2013) de igual modo México no es la excepcion como lo reporta CONAGUA (2015) que
“Meéxico posee la mayor superficie agricola regada con aguas residuales sin tratar en el mundo 90

000 hectareas en un solo sistema de riego”.



23

Las aguas residuales ayudan a la agricultura por su alto contenido de nutrientes
disminuyendo asi el uso de fertilizantes, pero sin embargo en forma excesiva afecta la calidad de
los cultivos, del suelo y de la salud por la acumulacion de sustancias de alta toxicidad en el suelo,
plantas, animales ademas de su ingreso en la cadena alimentaria. A pesar de la instalacion de
plantas de tratamiento de aguas residuales en Ameérica Latina y México estas no han sido

suficientes para los campos y lo que grandes urbes requieren (Bouchez, 2016).

Hay que mencionar ademas que las composiciones de las aguas residuales provenientes de
las industrias textil, papelera, curtiembre, farmacéutica entre otras impiden los procesos de
fotosintesis que elaboran los microorganismos involucrados, estas sustancias son colorantes,
surfactantes, sales inorganicas ademas de distintos compuestos quimicos como fenoles, sulfuros,
cromo entre otros mas aun requieren una gran cantidad de agua en sus procesos productivos que
van de 100 a 200 L de agua para producir 1 Kilogramo de producto textil (Garay y Gémez, 2016;

Gilpavas et al., 2018).

Como lo refiere Vilanova y Pedret (2017) “Disponer de agua de calidad es esencial para la
salud humana, proteccion del medio ambiente y el desarrollo economico”. Para evaluar la
contaminacion de aguas residuales se usan los siguientes parametros: Contenido de materia
organica (Demanda Quimica de Oxigeno DQO y Demanda Bioldgica de Oxigeno DBO), s6lidos

en suspension, nitrégeno y fosforo total (Vilanova y Pedret, 2017).
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Figura 4. Contaminacion del Agua Industrial textil (Marin, 2015)

9.4.Metales pesados

Los metales pesados son aquellos que tienen una densidad mayor o igual a 5 g/cm® o como
los define Tiller (1989) metal pesado es todo aquel metal clasificado como contaminante
ambiental, ejemplo de ellos tenemos plomo, cobre, cadmio, niquel entre otros (Figura 5). Aunque
también son considerados esenciales en el metabolismo celular como el Na, K, Mg, Ca, V, Mn,
Fe, Co, Ni, Cu, Zn y Mo, pero en cantidades llamadas “traza”. Se debe agregar que los metales
pesados se pueden descubrir en su estado elemental o enlazados en complejos con sales. Conforme
a lo escrito por Cafliizares (2000). La contaminacion por metales pesados se manifiesta a partir del
progreso en la ciencia y la tecnologia especificamente por la industria (minera, del cemento,

colorantes, curtiduria, galvanoplastia, produccién de acero, material fotografico, pinturas
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corrosivas, produccién de energia, fabricacion de textiles, conservacion de la madera, anodizado
de aluminio, refrigeracion de agua entre otros), y por ciertas actividades antropogénicas como la
agricultura. La eliminacién de residuos coopera a la contaminacion de la atmésfera, ambientes
fluviales y terrestres. A causa de su movilidad y a su toxicidad se han convertido los metales
pesados en contaminantes inorganicos importantes, tiene la propiedad de no ser biodegradables,
ser bioacumulables llevan el proceso de biomagnificacion, persistir indefinidamente, ingresar a la
cadena trofica y desnaturalizacion de proteinas. En particular al cambiar las propiedades fisicas,
quimicas y bioldgicas y encontrarse en proporciones elevadas inducen a la turbidez, viscosidad,
incremento de DBO, Y DQB, cambios de pH en los cuerpos de agua. ES por esto que son
considerados nocivos a la salud humana, flora y fauna ocasionando dafios al humano como
erupciones cutaneas, Ulceras gastricas, problemas respiratorios, afeccion en los rifiones e higado,
alteraciones neuroldgicas, cancer e incluso la muerte, en el caso de las plantas necrosis en sus
hojas, inhibicion de crecimiento de raices hasta la muerte de las plantas (Tejada et al., 2015; Lara,
2008). Asi mismo entre los mecanismos moleculares que describen la toxicidad de los metales
pesados se encuentran: el desplazamiento de iones metalicos esenciales de biomoléculas y bloqueo
de sus grupos funcionales; la modificacion y ruptura de biomoléculas; modificacion de otros
agentes activos (Cafiizares, 2000). En consecuencia, la OMS establecio limites maximos
permisibles de iones de metales pesados en el agua y su concentracion maxima debe estar en un

rango no maximo de 0.01 a 1 ppm (Tejada et al., 2015).



Tabla 1

Industrias que Generan Metales Pesados

INDUSTRIA

Sustancias y Metales Pesados

Encontrados

Acumuladores y baterias

Refinerias

Curtidos

Galvanizados

Gasolineras

Textiles

Fundiciones

Plomo, cromo, niquel, cadmio y arsénico
Aceite, diésel, plomo

Disolventes, arsénico, cromo, cobre,
cadmio, zinc, estafio

Disolventes, cromo, cobre, cadmio, zinc,
arsenico, plomo y cianuro

Aceite, diésel, disolventes clorados

Cromo, cadmio, niquel, disolventes
clorados

Cadmio, cobre, cromo, niquel, plomo, zinc,

molibdeno

Fuente: (Montreal et al., 2006).
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Figura 5. Algunos metales Fuente: (recuperado de https://www.ecured.cu)

9.5.Colorantes azoicos
Los colorantes estan formados por un grupo croméforo (grupo encargado de la absorcion
de la luz otorgando la propiedad de color) y un grupo auxocromo (otorga la afinidad por la fibra e
intensifica el color), y un grupo solubilzador ( da la afinidad a solventes diversos dados por los

iones SOz, NH; Cl entre otros (Barrios et al., 2015).

Los colorantes azoicos abarcan una de las categorias mas grandes de los colorantes
sintéticos fundamentados en derivados de hidrocarburos se emplean considerablemente en la
industria textil, representando el 80% de los colorantes producidos en el mundo, con una

produccion anual de 7 x 10° toneladas métricas (Das y Mishra, 2016).

Asi mismo este tipo de colorantes se clasifican de acuerdo a su estructura, origen, color,

solubilidad y métodos de aplicacion.

En particular en base a su estructura quimica (grupo cromaforo) los colorantes se clasifican
en: grupo azo (-N=N-), etileno, metino, carbonilo y nitro. Otro rasgo notable es que el tipo de

colorante azo (Figura 6) tienen una gran variedad de colores. Conviene subrayar que los colorantes
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sintéticos tienen ciertas caracteristicas como su estructura de anillos aromaticos y grupos

funcionales (Singh et al., 2018; Zaharia, 2012; Hunger, 2007).

sal de diazonio fenol colorante azoico
r. de copulacion
Ph—GIQEN: + OOH —_— Ph—NZN—OOH
0°C . ) ,
r L
A C A C

Figura 6. Estructura Molecular del Colorante Azoico. Fuente: (McMurry, 2004)

Su clasificacion de acuerdo a su aplicacion a la fibra en &cidos, basicos, directos, dispersos,

mordientes, reactivos (Tabla 2) (Hunger, 2007).

Hay que mencionar ademas que los colorantes poseen color debido a que: absorben luz
(espectro visible 400-700 nm), tienen por lo menos un grupo cromoéforo, poseen un sistema
conjugado de enlaces dobles y simples y presentan resonancia de electrones (Zhao y Hardin, 2007;

Hossain, 2014).


http://www.eii.uva.es/organica/qoi/tema-11.php

Tabla 2

Clasificacion de los Colorantes por Uso y Método de Aplicacion
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Clase Sustratos Método de aplicacién Tipo de quimico
Acido Nylon, lana, seda, Bafios acidos a neutros Azo, antraquinona,
papel, tintas y cuero trifenilmetano, azina,
Xanteno, nitro y nitroso
Azoicos y Algodén, rayon, Fibra humedecida con Azo
componentes  acetato de celulosa y acoplamiento y solucion de
poliéster diazonio y sal
Bésicos Papel, Bafios de tintura &cida Cianina,  hemicianina,
poliacrilonitrilo, diazahemicina,
nylon  maodificado, difenilmetano,
poliéster y tintas triarilmetano, azo, azina
y antraquinona
Directos Algodon, rayon, Bafos alcalinos o neutros  Azo, ftalocianina,
papel, cuero y nylon estilbeno y oxazina
Dispersos Poliéster, poliamida, Dispersiones acuosas por Azo, antraquinona,
acetato, acrilico y alta temperatura/ presion o benzodifuranona
plastica temperaturas bajas
Mordantes Lana, cuero, Yy Con salesdecromo Azo y antraquinona

anodizado aluminio
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Clase Sustratos Metodo de aplicacion Tipo de quimico
Reactivos Algodon, lana, seda Sitio reactivo en colorante Azo, antraquinona,
y nylon reacciona  con  grupo oxazina

funcional en fibra y une

covalentemente al

colorante con calor y pH

alcalino
Solventes Plasticos, gasolina, Disolucién en el sustrato Azo, trifenilmetano,
Entre otros. barnices, lacas, antraquinona

tintas, aceites y ceras

Fuente: (Hunger, 2007)

Zaharia ( 2012 ) refiere que a nivel mundial las aguas residuales de la industria textil
comprenden 10, 000 tintes diferentes (Figura 7) con una produccion anual de 7, 105 toneladas y
que el 90% de los productos textiles son empleados a una escala de 100 toneladas por afio y que
del 2 al 20% se de tintes se pierden durante el proceso de tefiido y se descargan directamente a los
efluentes acuaticos sus productos de degradacion son tdxicos y carcindgenos para el ser humano
y si no tienen un tratamiento adecuado permanecen en el ambiente largo tiempo por otra parte este

tipo de industria consume grandes cantidades de agua potable.
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10. HIPOTESIS

I La matriz residual del cultivo del hongo Pleurotus ostreatus, retendra
concentraciones de metales disueltos en agua residual mayores a los maximos
permisibles por la norma de la Unién Europea y la mexicana NOM-CCA-031-
ECOL/1993.

Il. La enzima lacasa generada por la cepa de Pleurotus ostreatus tendré efecto

favorable en la degradacion del colorante azoico experimental.

11. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION
El disefio de investigacion fue experimental del tipo experimental puro ya que fue el
que se adaptd a las necesidades del estudio, este trabajo se desarrollé en el Laboratorio del
Departamento de Investigaciones en Ciencias Agricolas (DICA), del Instituto de Ciencias de
la BUAP (ICUAP). Donde se valor6 in vitro la capacidad del hongo para tolerar, crecer y
adsorber en presencia directa de metales pesados y esto permitié disefiar una metodologia

accesible y de bajo costo la cual favorecera la seleccion de cepas potencialmente Utiles y su


https://www.emaze.com/@ALCFTWIW/colorantes-azoicos
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evaluacion en la biorremediacion de aguas contaminadas con metales pesados y colorantes

azoicos.

El disefio experimental “realiza una manipulacion intencional de variables

(independientes), medicién de variables (dependientes, control de validez con dos 0 mas

grupos de comparacion” (Sampieri, 2018, pp121-136).

El presente trabajo se disefid bajo el planteamiento metodolégico del enfoque

cuantitativo dado que se busco comprobar la hipotesis previamente establecida, asi como los

objetivos trazados.

Enfoque cuantitativo “Usa la recoleccidn de datos para probar hipétesis, con base en la

medicion numérica y el analisis estadistico, para establecer patrones de comportamiento y probar

teorias” (Sampieri, 2018, p.4).

A continuacion, se describen los procesos experimentales para cada uno de ellos.

12. MATERIALES Y METODOS

Diagrama general de trabajo.

Crecimiento del micelio de P.
ostreatus en diferentes
concentraciones (20, 40, 60,
80y 100 mg/L) de Pb, Cry
Cd en medio sélido

—

colorante

Comprobacidn cualitativa en
medio solido, ensayo
cuantitativo en medio liquido
de la decoloracion del

Micelio de P. ostreatus en
medio liquido en 3 soluciones
diferentes de metales (Pb, Cry
Cd) a una concentracién de 20

mg/L

Elaboracidn de un biofiltro
para medir la eficiencia de
retencion metalica del
material residual del cultivo
de hongo de P. ostreatus

Generacion de la enzima
lacasa en medio liquido Kirk
para evaluar su maxima
produccion de dicha enzima

Purificacion la fraccion
enzimética por medio de
cromatografia de
intercambio iénico
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12.1. Material biologico

Cepa de Pleurotus ostreatus (Jacq. Ex Fr.) P. Kumm (Fungi: Agaricomycetes:
Pleurotaceae) obtenida del cepario del laboratorio de micologia del Departamento de
Investigacion en Ciencias Agricolas (DICA).
12.2. Reactivos

Micelio vegetativo, micelio activado y biomasa de P. ostreatus, medio de cultivo agar
papa-dextrosa (PDA) BD Bioxon®, soluciones estandar de Nitrato de plomo [Pb(NO3)2] CAT.
7731 Accustandard Inc lote: A8035019, estandar de nitrato de cromo [Cr(NO3)z*9H20] CAT.
7731 Hycel de México S.A de C.V lote: 298404 y estandar de nitrato de cadmio [Cd
(NO3)2+4H20)] CAT. 7801 Hycel de México S.A de C.V lote: 298399.

12.3. Obtencion del micelio vegetativo

En placas de Petri con medio de cultivo agar papa-dextrosa, fueron inoculadas con tejido
vegetativo de basidiocarpos frescos de P. ostreatus, se incubaron a 25°C durante 7 dias.
(Staments, 1983; Mumpuni et al., 2017).
12.4. Preparacion del micelio activado

Se coloco en un biorreactor con capacidad de 1 L, 1 kg de semilla de sorgo (Sorghum
spp.), previamente hidratada al 40% (p/v) se esterilizd a 121°C y 15 psi por 1 h (Sanchez y Roice
2004), posteriormente la semilla se inoculé con 3 circulos de 1 cm de diametro de agar con
micelio de P. ostreatus (0.01 mg en peso seco) y se incubd a una temperatura de 25 °C £ 2 por 5
dias (Staments,1983).
12.5. Obtencion de biomasa (adsorbente) en medio liquido

Se esterilizaron en autoclave a 121°C y 15 psi por 15 min, 12 matraces Erlenmeyer de

500 mL con 250 mL de medio Kirk modificado a pH 5.5 con 1 g de fibra natural de salvado de
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trigo y 0.01 g de CuSQg, se inocularon 3 discos de micelio de 1 cm de didmetro de agar con
micelio de P. ostreatus (0.01 mg en peso seco), se incubaron durante 10 dias a 25 °C + 2 (Diaz et

al., 2013).

12.6. Soluciones para evaluar la adsorcién de metales en medio liquido (adsorbato)

A partir de soluciones patron AccuStandard Inc. de 1000 mg/L, se prepararon 4
repeticiones de soluciones metélicas a concentraciones de 20 mg/L de Pb(NO3)2,
Cr(NO3)3*9H20, y Cd (NOz)2+4H-0, que se colocaron en biorreactores de 500 mL, se les agrego
1 g de glucosa, se ajusto el pH a 5.5 y se esterilizaron a 121°C por 15 minutos 15 psi.
Posteriormente se depositd la biomasa adsorbente generada en el medio liquido y se incubaron
por 10 dias a 25°C. Se extrajeron alicuotas de 2 mL cada 24 horas durante 10 dias para analizar
la concentracion metélica de cada solucion en un espectrofotometro de adsorcion atdbmica
modelo VARIAN 55B, longitud de onda para Pb 217.0 nm, Cr 425.4 nm y Cd 228.8 nm (Fleites,

2015; Kumar et al., 2011).

12.7. Medio de cultivo para evaluar la tolerancia e inhibicion del crecimiento miceliar

A partir de soluciones estandares de 1000 mg/L de Pb(NOz)2, Cr(NO3)3°9H20, y
Cd(NO3)2+4H20 se prepararon diferentes concentraciones (20, 40, 60, 80, y 100 mg/L) de
soluciones para usarlas en la preparacion de PDA (agar papa dextrosa), se ajusté el pH a 5.5, se
esterilizo 121°C por 15 minutos, 15 psi, se vertid en cajas Petri (Fleites, 2015) en cada una se
inoculd el micelio activado, se incubd a 25°C + 2y se cuantificd diariamente el crecimiento

radial en milimetros durante 8 dias (Morales et al., 2010).
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12.8. Descripcidn del efecto de las concentraciones metalicas sobre el micelio de P. ostreatus
por Microscopia Electrénica de Barrido (SEM).

El anlisis por microscopia electronica de barrido se realizé en un microscopio JECL
modelo JSM-6610LV, complementado con un equipo de microandlisis EDX Inca Energy-350,
Oxford Instruments, con detector de rayos X modelo X-Max 50, de 50 mm?, con resolucion
teodrica de 127 eV a la energia del pico K del Mn. Conjuntamente se realizo el analisis al micelio
de P. ostreatus por espectrometria de dispersion de energia de rayos X (EDX), para describir la
presencia de metales en su interior celular. Cada muestra del medio sélido de una concentracién
de 100 mg/L (Pb, Cry Cd), se deshidrat6 durante 3 dias en una estufa a 27 °C y posteriormente
la muestra deshidratada se cubri6 con polvo de oro en un equipo de recubrimiento marca Balzers
modelo SCD 004 (Lozano et al., 2014).

12.9. Construccion del biofiltro.

Para la construccion del biofiltro se utiliz6 como contenedor un tubo de material de PVC
de 70 cm x 0.11 cm que tuviera en cada extremo una entrada y una salida. Al biofiltro ya
construido se le colocé en el interior una malla de metal perforado (del tamarfio del didmetro del
biofiltro), con una capa de 700 g de tezontle (material inerte) de 10 cm de grosor, otra malla de
metal y una capa de 10 cm de grosor del sustrato residual de paja de trigo (previamente pesado),
asi hasta formar 2 capas tanto de material inerte como de sustrato residual (Morales et al., 2010)

(Canizares, 2000) (Bou et al., 2018) (Morgan et al., 2000) (Figura 8).
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SUSTRATO RESIDUAL
PAJA

BIOFILTRO

Figura 8. Esquematizacion del Biofiltro y Material Utilizado
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12.10. Eficiencia del biofiltro con el material residual del cultivo de Pleurotus ostreatus
y la cinética de retencion de las concentraciones metalicas.

Se recolecto el sustrato residual de la cosecha del hongo Pleurotus ostreatus obtenido del
cepario del laboratorio de micologia del Departamento de Investigacion en Ciencias Agricolas
(DICA), se prepararon las soluciones metalicas a una concentracion de 20 mg/L de nitrato de
plomo (Pb(NOg)2, nitrato de cromo (Cr(NOs)3*9H20) y nitrato de cadmio (Cd (NOgz)2+4H20)
respectivamente. Una vez preparado el contenido del biofiltro se le agreg6 la solucion problema
(solucion de plomo, cromo y cadmio) de forma independiente 2 L a un pH de (4 - 5) dependiendo
del metal se tomaron muestras a los 5, 10, 15, 20, 25 y 30 minutos, se leyeron las muestras por
medio de un espectrofotometro de absorcion atomica modelo VARIAN 55B, longitud de onda
para Pb 217.0 nm, Cr 425.4 nm y Cd 228.8 nm. (Morales et al., 2010) (Cafizares, 2000) (Bou et
al., 2018) (Morgan et al., 2000).

13. CINETICA DE DEGRADACION DEL COLORANTE AZOICO POR LA ENZIMA
LACASA DE LA CEPA DE P. ostreatus EN MEDIO LIQUIDO.

Etapa | Generacion, de la enzima lacasa por la cepa de Pleurotus ostreatus en medio
liquido.

Etapa Il Degradacion de colorantes azoicos por la enzima lacasa

Etapa Il Purificacion la enzima lacasa

El trabajo experimental se dividid en tres etapas, en la etapa | se comprobd
cualitativamente en medio solido y liquido, la generacion de la enzima lacasa por la cepa
experimental. En la etapa 11, se utilizé medio liquido de Kirk modificado para promover la

generacidn de lacasa y evaluar su maxima produccion mediante la determinacién de la actividad
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enzimatica en extractos crudos no purificados. En la etapa Il se purificé la fraccion enzimatica

de los extractos crudos por medio de cromatografia en columna.

13.1. Etapa | ensayos cualitativos en placa-agar de la decoloracién del rojo 23 por la
enzima lacasa
En esta etapa se hizo la comprobacion cualitativa en medio sélido, ensayo cuantitativo en

medio liquido de la decoloracion del colorante rojo 23.

13.1.1 Método cualitativo
Se realizaron pruebas por triplicado en cajas petri en medios de cultivo PDA; a los cuales
se les agrego el colorante rojo directo 23, a la concentracion de 50 mg/1000 L, para observar

halos de oxidacion por la actividad de lacasas (Krishnaveni y Kowsalya, 2011).

El medio de cultivo se vertid en placas de petri plasticas estériles de 5.1 cm de didmetro,
la siembra o inoculacion se realizo en campana de flujo laminar; se dejo solidificar y se
incubaron durante 24 horas para la prueba de esterilidad. Posteriormente, las placas fueron
inoculadas en la zona central con discos de agar, en los cuales habia crecido el micelio de P.
ostreatus las condiciones de incubacion en las que se mantuvo el ensayo fue a temperatura de
25°C. se hizo la medicion cada 24 horas de los radios de crecimiento, asi como los radios de
decoloracion formados de cada una de las placas de los ensayos. Las mediciones se realizaron

hasta alcanzar el cubrimiento total del micelio vegetativo (Salmones et al., 1997).

13.1.2. Evaluacion en medio liquido de la decoloracion del rojo 23 por la enzima lacasa
Se esterilizaron en autoclave a 121°C y psi por 15 min, 9 matraces Erlenmeyer de 500
mL con 250 mL de medio liquido modificado de Kirk a pH 5.5 con 1 g de fibra natural de

salvado de trigo y 0.01 de CuSOs, se inocularon 3 discos de micelio de 1 cm de diametro de agar
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con micelio de P. ostreatus (0.01 mg en peso seco), se incubaron durante 10 dias a 25 °C + 2
(Diaz et al., 2013) hasta obtener una capa de biomasa miceliar consistente, posteriormente se
prepararon matraces Erlenmeyer de 500 mL con 250 mlL de agua destilada coloreada con rojo

23 a 50 mg/L de concentracion.

13.1.3. Inoculacion de agua artificialmente coloreada con biomasa miceliar de Pleurotus
ostreatus

A partir de una concentraciéon de 50 mg/L del colorante rojo 23, previamente preparado,
se tomaron (por triplicado) 150 ml para cada matraz y se afiadié medio modificado de Kirk, Se
esterilizo en autoclave a 121°C/15 1b de presion por 15 minutos y se dejo reposar por 48 horas
prueba de esterilidad. Transcurrido ese tiempo, se inocul6 el micelio generado en el medio
liquido del paso anterior a los matraces con colorante mas medio, por el método de decantacion.
Posteriormente se incubaron por 24 horas a 24°C, y luego se realizé la medicion de la
concentracion durante 9 dias. De cada muestra se tomaron alicuotas para evaluar la decoloracion
en el tiempo de contacto por parte de la enzima lacasa tomada de los ensayos de decoloracion en
medio liquido se determind la absorbancia en un espectrofotometro a 550 nm y la concentracion
del colorante se obtuvo mediante una recta de calibrado; concentracién de colorante (mg/L) vs.

Absorbancia (550nm).

13.1.4. Curva de calibracion de colorante rojo 23

Para preparar el colorante se preparé la concentracion a 100 mg/L, por lo que se ocuparon
100 mg de colorante rojo 23 en 1 L de agua destilada y se realizo la curva de calibracion a 10,
20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100 mg/L en el espectrofotdmetro a una longitud de onda de

550nm.
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Se obtuvo la ecuacion de la recta de calibracidn para posteriormente determinar la

concentracion en los diferentes ensayos de decoloracion.

13.2 Etapa I1. Evaluacion de la Decoloracion del Colorante

En esta etapa se realizo la generacion de la enzima lacasa en medio liquido Kirk para
evaluar su actividad enzimatica y la decoloracion del colorante rojo 23 por la biomasa generada

en el medio kirk.

La caracterizacion enzimatica bien sea de extractos crudos o de fracciones purificadas de
una enzima permite determinar las condiciones Optimas tanto para la maxima produccion de la
enzima como de su propia estabilidad. La actividad enzimatica se llevo a cabo sobre extractos
crudos no purificados a partir de hacer crecer biomasa de P. ostreatus en el medio Kirk por
medio de la reaccién de oxidacién del ABTS [2,2"-Azino-Bis (3ethylbenzo thizoline) -6-

Sulphonate] con la enzima.

13.3 Etapa 111 Purificacion de la Enzima Lacasa

En esta etapa se realizé la purificacion de la fraccion enzimatica por medio de
cromatografia de intercambio idnico. Antes de iniciar la purificacion se colocaron 3 discos de
agar de los cultivos de 100 mm de diametro (equivalente a 0.08 mg en peso seco de la cepa) en
matraces Erlenmeyer conteniendo 125 mL de medio Kirk se ajust6 el pH a 5.5 se le agreg6 1 g
de fibra natural de salvado de trigo (allbran) y 0.01 mg sulfato de cobre, se esteriliza y se incub6
durante 15 dias a 25°C (Mdeller y Garzon,2003) (Diaz et al., 2013), para generar la biomasa que
genero la enzima lacasa, utilizada en la decoloracion del colorante experimental. El liquido

sobrenadante (extracto) obtenido del paso anterior se decanto y se separ6 el micelio, el extracto
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se centrifugo a 2, 500 rpm por 10 minutos, luego se condujo a un proceso de dialisis por medio
de una membrana de dialisis con poros de 10 mDa (micro Dalton) con buffer potasico con pH
7.4, el contenido se centrifugd nuevamente y se llevd a cabo la separacion a través del método de
cromatografia de intercambio idnico, el cual se fundamentado en las caracteristicas de carga

eléctrica permitiendo la separacion de moléculas

Asi mismo se colocaron 10 g de resina DE-S3 para una columna de 50 mL, la resina se
hidraté previamente 24 horas con agua destilada. se le adicion6 NaCl 1M se mezcld, se dejo
precipitar y se decantd. Se prepararon 200 mL de solucién (100 mL de agua destilada 19 mL de
buffer fosfato monobasico mas 81 mL de buffer dibasico) se mezclo, se vacio la resina en la
columna hasta empaquetar, se adiciono6 el extracto y se agregoé el eluyente (38 mL buffer de
fosfatos monobasico mas 162 mL de buffer dibasico y 11.7 mL de NaCl) para asi obtener las
fracciones enzimaticas recolectadas en tubos el cual se dividio en la parte inicial, media y final
ademas de confirmar la presencia de la enzima oxido-reductasa lacasa con la prueba de ABTS
(&cido 2,2" azino-bis-(3-etil benzatiazoline)-6-sulfonico). (Rodriguez et al., 2002) (Garcia et al.,

2013).

13.3.1 Determinacion de lacasa
La determinacién de esta enzima se realiz6 usando la metodologia de Buswell et al.,
(1995), en la que se hace reaccionar el extracto enzimatico con el reactivo ABTS, en presencia de
solucién buffer de acetato de sodio, dicha reaccion genera la coloracion azul de la solucién la cual
se analiza en el espectrofotometro (BECKMAN COULTER, DU 720) a través de la medida de la
absorbancia a una longitud de onda de 420 nm ejecutando lecturas al inicio de la reaccion y tres

minutos después, para obtener un delta de absorbancia valioso en los calculos, en donde se utilizo
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la (férmula 1) de la actividad lacasa. Una unidad de actividad lacasa fue definida como la

capacidad de la enzima en oxidar 1 pmol de ABTS min (Quevedo, 2011).

_ (DA — Ay
OG- t2)

Donde:

V = es el volumen del ensayo cm® 1 cm®

A, — A4, = es la diferencia de la absorbancia final con la inicial respecto al tiempo
(€) = Constante de oxidacion de 36 M-1cm-1 = 36000 Mt cm™
(6)=Pasodelaluz1lcm

(v) = volumen de la muestra 0.1 cm?®
t=1min

Figura 9. Medicion de la Actividad de la Enzima Lacasa.

13.3.2 Actividad enzimatica
La actividad de la enzima lacasa fue determinada mediante la oxidacion del ABTS [2,2"-
Azino-Bis (3ethylbenzo thizoline) -6- Sulphonate] al cation ABTS™ con un volumen de reaccion
de 1 mL que comprende 100 pL de ABTS a 1 mM, 300 pL de buffer de acetato de sodio 0.1 M,

pHS5 y 600 ul de extracto enzimatico (Buswell et al., 1995). Para ello por duplicado se utiliz6 un
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blanco general para ajustar el espectrofotdmetro y se analizd la muestra de extracto enzimatico, se

midié a una longitud de onda de 420 nm.

14. ANALISIS ESTADISTICO PARA EL ENSAYO DE RETENCION O BIOSORCION
DE METALES
Se utilizé un disefio completamente al azar (DCA) con tres repeticiones para evaluar el
efecto de las variables independientes: concentracion de los metales Pb, Cr y Cd, y los dias de
crecimiento micelio sobre las variables de respuesta: porcentaje de retencion o adsorcion. El
conjunto de datos experimentales se analiz0 a través de una prueba de varianza (ANOVA) y una

prueba de medias Tukey (P <0.05) con el software R-commander (Fox, J., 2005).

15. RESULTADOS Y DISCUSION

15.1. Evaluacién de la Adsorcion de Metales en Medio Liquido

En la Figura 10a se describe el comportamiento de la solucién de Pb a una concentracion
de 20 mg/L en funcion del tiempo de contacto con la biomasa de P. ostreatus. El primer dia, Pb
registré disminucién dréastica de la concentracion inicial de 20 mg/L a 5.065 mg/L, siendo el dia 5
la de mayor adsorcién de dicho metal (75 %); los demas dias se observaron procesos de desorcion
y adsorcion con diferencia significativa respecto al tiempo cero (Tabla 5), algo semejante ocurre
en los trabajos de Marin et al. (2015), quienes describen un proceso de adsorcion del 57.9 % en
las primeras 48 horas, con una concentracion inicial de 100 mg/L. De igual modo, Yang et al.

(2017) observaron la eliminacion de Pb de 99.9 -100 %, y que se transportaba a la pared celular
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fangica en relacion de 68.2 al 91.2 %. Esto indica que el metal ademés de ser adsorbido en la
superficie de la biomasa miceliar, ingreso al interior de las células interfiriendo con el metabolismo
causando alteraciones en la estructura y morfologia, este proceso fue favorecido por la variacion
del pH inicial de 5.5 a pH de 3.5, ya que de acuerdo a Javaid et al. (2011) este cambio propicio la
disociacién quimica tanto de grupos funcionales carboxilicos, amino, metilo, fosfato e hidroxidos
constituyentes de la pared celular y de los metales en solucién, aumentando su solubilidad y
favoreciendo la disponibilidad de biosorcion en la biomasa y la bioacumulacion intracelular de

acuerdo a Eliescu et al.(2020) y Huang et al.(2009).

El comportamiento del Cr en solucién se aprecia en la figura 10b, la concentracion inicial
(20 mg/L) disminuy6 a 13.150 mg/L (34.2 %) a pH de 5.5, la bioadsorcion no mostré diferencia
significativa hasta el dia 4 registrando 11.6 mg/L (41.9 %) lo que correspondio al maximo de
retencion, los siguientes dias se observaron desorciones del metal sin registrar mayor bioadsorcion
a pH final de 6.6. Por otra parte, Marin et al. (2015) evaluaron que el Cr en una concentracion de
100 mg/L tuvo una adsorcion ascendente a partir del cuarto dia de muestreo de 33.9 mg/L, hasta
59.8 mg/L a los 10 dias a pH 5.2, ademas, en los trabajos de da Rocha Ferreira et al. (2019) al
utilizar solucion de Cr (VI) 25 mg/L la adsorcion en 15 dias alcanzo el 100 %, también Vaseem et
al. (2017) observaron adsorcion del 89.2 % en 10 dias de exposicion.

Esto es indicativo de que el Cr interacciona parcialmente con el metabolismo celular en
funcidn del pH de la solucidn, en este caso el pH vari6 de 5.7 a 6.6 fue muy alto comparado con
los registrados en las referencias, lo que probablemente no favorecié la solubilidad del Cr y esto
se reflejo en el porcentaje de biosorcidn registrado en este trabajo, en el que de acuerdo con Corona
et al. (2010) las células fangicas pueden interaccionar con el Cr a diferentes niveles, desde las

estructuras quimicas presentes en la pared celular como grupos -NH2, -COOH y OH, reportados
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como aceptores del Cr (111) en funcion del intercambio i6nico generado por la fluctuacion optima
de pHs menores o cercanos a 3, lo que facilita al metal acceder al periplasma, a la membrana
plasmatica hasta el citoplasma y organelos celulares (Corona et al. 2010; Srivastava et al. 2006),
esto permite considerar que la retencion de Cr ocurrié en los primeros dias de contacto y
posteriormente el pH influyé en la desorcion del metal haciéndolo insoluble para la retencion por
el micelio.

En la figura 10c se describe la adsorcion de Cd la cual fue de 0.46 mg/L (2.25 %) del primer
dia de contacto a pH de 5.5,hasta el dia 7 de incubacidn, sin embargo estadisticamente, a partir
del dia 5 se registro diferencia significativa de bioadsorcion respecto al tiempo de contacto y en
los dias 9 y 10 la retencion del metal alcanzé 1.08 mg/L (5.5 %), a pH 2.8, conjuntamente con
inhibicion del crecimiento miceliar (Tabla 5), posiblemente debido a las caracteristicas toxicas
propias del metal y el cambio drastico del pH inicial de 5.5 a 2.8, esta tendencia de retencion
coincide con la descrita en los trabajos de Yang et al. (2017) quienes observaron disminucion del
45.9-61.1 % de una concentracion inicial de 40 mg/L a pH de 4.5; Ademas, en los trabajos de
Marin et al. (2015) se observo gue al dia 10 hubo una disminucion de 100 mg/L a 61.7 mg/L a pH
de 4.2, este comportamiento de adsorcion puede relacionarse al tipo de grupos funcionales como
carboxilos, fosfatos, amino y fosfodiésteres presentes en la pared celular de los hongos de
podredumbre blanca (Acosta et al. 2007), que de acuerdo con Baldrian (2003) se involucran en el
proceso de adsorcion de iones metélicos, siendo el pH factor principal para la retencion, los autores
referidos coinciden en que a pH superior a 3 se favorece la retencion de Cd al influir en la carga
eléctrica de los grupos funcionales mencionados, este comportamiento coincide con los resultados
de Favero et al. (1990) quienes indicaron que el Cd en concentraciones hasta de 150 pgr, inhibe

lentamente el desarrollo del micelio de P. ostreatus pero no lo bloquean por completo, efecto que
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se presento en este trabajo al iniciar la biosorcion con pH 5 y terminar con pH 2.8 (Favero et
al.,1990). Los valores de pH de una solucién deben considerarse como un factor importante que
influye en el proceso de biosorcion, también influye en la toxicidad y la quimica de la solucion de
los metales Frutos et al. (2016), asi como en las propiedades de hidrolisis y complejacion al
provocar cambios en la forma idnica Deng et al. (2009). Por lo tanto, la carga ionica de los grupos
funcionales y la especiacion del metal a diferentes valores de pH pueden afectar la biosorcion.
Otro aspecto importante es la especie del hongo utilizada debido a que de acuerdo con Javaid et
al. (2011); Ogbo y Okhuoya (2011) en cada especie la biosorcion puede variar con el tipo de metal,
su concentracion y composicion del medio de cultivo o sustrato, y el comportamiento de un
elemento depende de las especies particulares en la que esta presente debido a que la mayor
reactividad de una especie no siempre coincidira con la mayor concentracion inicial del metal en
esa forma quimica. Por lo tanto, el comportamiento de un elemento en el ambiente
(biodisponibilidad, toxicidad, distribucion, etc.) no puede predecirse basandose en su

concentracion.
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Figura 10. Describe la Cuantificacién de las Concentraciones Retenidas por la Biomasa de P.

ostreatus en Contacto con Soluciones de Plomo, Cromo y Cadmio en Funcién del Tiempo a una
Concentracion de 20 mg/L.
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Concentracion de Metales Pesados en un Medio Liquido.
DIA TESTIGO Plomo Cromo Cadmio
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
0 0.020 £0.0272% 20.000+0.00%  20.000 +0.000®  20.000 + 0.00 2
1 0.017 £0.009% 5.065+0.840¢ 13.150 + 1.643°¢  19.545 + 0.247 ®°
2 0.020 £0.016% 4.987+0.798¢ 11.565+0.867°¢  19.717 +0.120 2
3 0.017+0.017% 5592 +0.519 13.265+1.173¢  19.365 + 0.365 P«
4 0.022+0.018% 7.197 +£1.271" 11.632+0.938¢  19.400 + 0.249 P«
5 0.015+0.012% 2.897+05899 17.267+1.751% 19.202 + 0.077 “
6 0.040 £ 0.008% 3.900+0.787 % 16.562+1.778°  19.025+0.170 ¢
7 0.020 +0.008% 4.680 +1.213% 17.167 +0.805%°  19.100 + 0.081
8 0.057 £0.026% 5.047+0.903¢ 17.945+1.925% 18.925 + 0.095 ¢
9 0.037 £0.026% 4.297+0.878% 17.292+1.104%®  18.975+0.250 ¢
10 0.027 £0.009% 4.000+0.081¢ 17.000+1.061%® 18.972 +0.251 ¢
DMS 0.0614 1.9841 3.178 0.492

Los valores significan + desviacion estandar. La diferencia estadistica significativa
segun la prueba de Tukey es P> 0.05.
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15.2. Evaluacién de Concentraciones Metalicas Inhibitorias del Crecimiento Miceliar

El crecimiento radial del micelio de P. ostreatus se presenta en la Figura 11a en mm por
dia a diferentes concentraciones de soluciones de Pb (20, 40, 60,80 y 100 mg/L). Se observo el
desarrollo continuo en las 5 concentraciones sin presentar inhibicion, ni diferencia significativa
P<0.05 en los dias 1 y 2, en cambio, muestra diferencia a partir del dia 3. Asimismo, se puede
observar que el dia 8 alcanz6 el 73.24 % de crecimiento a la concentracion de 100 mg/L, resultado
que coincide con el trabajo de Yang et al. (2017) quienes observaron el mismo fenémeno de
resistencia. Mientras tanto Morales-Fonseca et al. (2010) trabajaron con pruebas de tolerancia a
bajas (0.02 — 1.5 mg/L) y altas concentraciones (15 — 11,000 mg/L) de acetato de plomo,
cuantificando el crecimiento radial con bajas concentraciones, observaron un crecimiento de
micelio de P. ostreatus de 50 mm a los 10 dias de incubacién sin alteracion en la morfologia
macroscépica y microscépica. Con altas concentraciones, describieron que el metal mas tolerado
por P. ostreatus fue el Pb en concentracion de 2000 a 5000 mg/L, se debe mencionar ademas que
Marin et al. (2015) al examinar el crecimiento miceliar de P. ostreatus en concentracion de 50
mg/L de solucién de Pb observaron que no fue inhibido sino abundante y permanecié viable
después de 20 dias de exposicion en medio solido. Se infiere que P. ostreatus tiene una gran
capacidad para tolerar y eliminar Pb a través de procesos consecutivos de adsorcién y
bioacumulacion debido a que este metal puede fijarse en los grupos funcionales aminas (NH,) e
hidroxilos (OH) de la estructura quimica de la pared celular, logrando penetrar hasta la célula
depositandose en el citosol de la estructura celular del micelio (Wang et al., 2019; Eliescu et

al.,2020; Huang et al., 2009)
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El crecimiento radial del micelio del hongo P. ostreatus en mm por dia a diferentes
concentraciones de soluciones de Cr (20, 40, 60, 80, y 100 mg/L), se representa en la figura 11b,
su desarrollo fue continuo, sin presentar inhibicion en las 5 concentraciones de solucion de Cr, sin
diferencia significativa. Asimismo, en los dias 7 y 8 se observé el 86.03 % de desarrollo a una
concentracion de 100 mg/L, este resultado es semejante al obtenido por Yang et al. (2017) quienes
trabajaron con soluciones de Cr en concentraciones de 50-300 mg/L y observaron que el
micelio crecia bien hasta 150 mg/L, pero a partir de 200 mg/L presentaba una inhibicién parcial y
una total en 300 mg/L. EI mismo comportamiento lo registraron da Rocha Ferreira et al. (2019)
quienes midieron el incremento radial del micelio de P. ostreatus en el rango de (10-150 mg/L) de
Cr (VI) durante 10 dias de incubacién, sin inhibicion de crecimiento, lo que implica que altas
concentraciones de soluciones metalicas de Cr inhiben el crecimiento del hongo por el posible
dafio a la membrana celular, la induccién de la peroxidacion lipidica, la formacion de especies
reactivas de oxigeno, asi como dafio a las estructuras de ADN y proteinas (Sazanova et al., 2015;

Eliescu et al.,2020; Huang et al., 2009).

En la Figura 11c se observa el crecimiento radial de micelio de P. ostreatus en mm por dia
a diferentes concentraciones de soluciones de Cd, cabe sefialar que existio inhibicién a partir de la
concentracion de 60 mg/L, pero en la concentracion de 100 mg/L el dia 8 se cuantific6 un
crecimiento de 48.92 %, sin avance posterior. Este comportamiento coincide con lo reportado por
Yang et al. (2017) quienes trabajaron con concentraciones de Cd de 10-50 mg/L y reportaron
inhibicion del crecimiento miceliar en P. ostreatus a partir de la concentracion de 40 mg/L,
paralelamente, Miaomiao et al. (2018) descubrieron 2 cepas de P. ostreatus JINONG21 y SUYING
tolerantes al Cd, observaron que al utilizar concentraciones de solucion de Cd de 5-40 mg/L,

detectaron una inhibicién de crecimiento a partir del dia 7 de inoculacion a la concentracion de 40
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mg/L, en este caso se puede considerar como en los metales anteriores que el comportamiento y
el efecto de Cd sobre el crecimiento y la viabilidad del micelio de P. ostreatus, varian de acuerdo

a las concentraciones y el tipo de elemento (Yang et al., 2017., Baldrian, 2003).
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Figura 11. Representa el crecimiento del micelio radial del micelio del hongo P.
ostreatus en (mm) por dia durante 8 dias en 5 diferentes concentraciones (20, 40, 60, 80 y 100
mg/L) de soluciones de plomo, cromo y cadmio.
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15.3. Descripcion del Efecto de la Concentracion Metélica en la Morfologia de Estructuras

Miceliales por Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

La morfologia microscopica estructural interna del micelio de P. ostreatus antes y después
de hacer contacto con las diferentes concentraciones metélicas experimentales de Pb, Cr, y Cd se
analiz6 por microscopia electronica de barrido y espectrometria de rayos X.

En la Figura 12a se aprecian las estructuras microscopicas del micelio de P. ostreatus, las
cuales se presentan desarrolladas en el medio sélido libre de metales (control) y se aprecian hifas
alargadas, hialinas, hidratadas, cilindricas, septadas, y las estructuras esféricas o blastoconidios
turgentes (Bowman et al., 2006).

En la Figura 12b se presentan los cambios ocurridos en la morfologia del micelio por el
efecto de la solucion metalica de Pb, se observan las hifas deformadas, deshidratadas, aplanadas y
rotas, no se advierten estructuras de reproduccion, esto indica que el metal ademas de ser adsorbido
en la superficie de la biomasa miceliar ingreso al interior de las células interfiriendo con el
metabolismo causando alteraciones en la estructura y morfologia celular, La Figura 12c presenta
al micelio que estuvo en contacto con solucion metalica de Cr, se advierten las estructuras sin
turgencia, con ruptura de hifas y ausencia de los blastoconidios, esto es indicativo de la interaccion
del Cr con grupos funcionales OH- , -NH, pertenecientes a proteinas y carbohidratos de la pared
celular, pero los dafios celulares estructurales pueden estar relacionados con la interaccién del
cromo con grupos —CHz y =CH> de &cidos grasos asociados a fosfolipidos constituyentes de la
membrana celular, esto implica la interaccién del metal con el metabolismo celular y su

bioacumulacion en el interior del micelio. (Corona et al., 2010; Cervantes et al., 2006).
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La Figura 12d muestra el micelio desarrollado en medio sélido con Cd, el cual muestra
mayor deshidratacion y deformacién de las hifas, mayor ruptura y minima presencia de estructuras

conidiales.

SEI 20kV WD11mm x5,000 Spm wDi1z2mm

—

4

T

 —

SEI 20KV WD10mm = $S55 x5,000  Spm - BES 20kV WD11mm Ssas x5,000  Sum
¥ ;

Figura 12. Efecto de los Metales sobre la Morfologl’aMiceIiar del Hongo: (a) sin solucién
metélica (control);(b) con solucion de Pb; (c) con solucion de Cr; (d) con solucion de Cd a una
concentracion de 100 mg/L observado con un microscopio electronico de barrido JSM-6610LV a
una resolucién de 5000 x.

En las secciones b, ¢, y d de la figura 12 también se aprecia el aumento del tamafio o
engrosamiento de las estructuras dafadas, lo cual puede ser debido a la elevada tolerancia del
micelio a ciertos metales, por lo que se inicia la activacion de mecanismos de defensa como el
engrosamiento de la pared, la sintesis de melaninas y la produccion de acidos organicos (Arango
et al., 2009), ya que de acuerdo con Banerjee y Nayak (2007); Javaid et al. (2011) estos hongos

de podredumbre blanca y en particular P. ostreatus poseen una pared celular constituida por 3 1-3

y B 1-6 glucanos, igualmente por grupos carboxilicos, amino, tiol, fosfato e hidroxido, asi que la
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pared celular ayuda en la biosorcion de iones metalicos ademas de brindar una barrera primaria
contra el metal (Baldrian, 2003; Cafiizares,2000; Banfalvi,2011) (Fig. 12).

La Figura 13 muestra el analisis de espectrometria de dispersion de energia de rayos X
(EDX) al micelio de P. ostreatus, Pb alcanzo mayor retencién en el interior del micelio. En la
figura 13a se presenta el analisis EDX a la muestra testigo del micelio de P. ostreatus, en la Figura
13b se puede apreciar la presencia de Pb en el micelio, esto corrobora que hubo bioacumulacion
en el interior de las células y la pared celular (Morales-Fonseca et al., 2010), y en las figuras 13c
y 13d se puede observar la presencia de Cr y Cd respectivamente en la prueba de microanalisis de

energia de rayos X de las muestras de micelio de P. ostreatus.
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Figura 13. Microandlisis de Energia de Rayos X de las muestras de micelio de P. ostreatus:(a)
Muestra control donde se observa el contenido cuantitativo del micelio;(b) Presencia de Pb en
tejido en el tejido fangico; (c) existencia de Cr;(d) Se observa la presencia de Cd.
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Figura 14. Espectro del Micelio Experimental. Describe el espectro que comprueba la presencia
de Pb retenido por el micelio experimental.

15.4. Resultados del Biofiltro con el Material Residual de P. ostreatus

Tabla 4. Describe el comportamiento del sustrato residual de P. ostreatus en el biofiltro
propuesto con las soluciones de Plomo, cromo y cadmio a una concentracion de 20 mg/L en funcion
del tiempo de contacto. Los resultados registran una disminucion de la concentracién de solucion de
plomo a los 30 minutos de contacto con el sustrato residual de una concentracion de 20 mg/L a 5.84
mg/L, asi mismo se aprecia que a partir de los 15 minutos se alcanza el maximo de retencion de plomo;
con solucion de cromo se observa una disminucion en concentracion de 7.11 mg/L y una mayor

retencion desde los 5 minutos de contacto con el sustrato residual y en la solucién de cadmio una
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disminucion de la concentracion a los 30 minutos de contacto de 5.45 mg/L y una méaxima retencion a

los 5 minutos de expuesto al sustrato residual. La composicion del sustrato residual con material

lignocelulosicos ayuda a la biosorcion de metales en solucion.

Tabla 4. Efecto del Sustrato Residual de P. ostreatus en la Solucién de Plomo, Cromo y Cadmio
en el Biofiltro propuesto.

Solucion de Solucion de Solucién de
Plomo Cromo Cadmio
Tiempo  Control Pb Concentracion  Control Cr Concentracion  Control Cd Concentracion
(minutos)  paja (mg/L) paja (mg/L) paja (mg/L)
0 20+0.0 20+0.0 20£0.0 20£0.0 20£0.0 20£0.0
5 19.98+0.01 7.14+0.02 19.97%0.02 8.14+0.05 19.96+0.02 8.72+0.03
10 19.98+0.01 7.13+0.03 19.98+0.00 7.34+0.06 19.98+0.01 7.68+0.05
15 19.98+0.01 6.81+0.10 19.97%0.02 7.32£0.06 19.98+0.01 6.61+0.03
20 19.98+0.01 6.12+0.02 19.97+0.01 7.28+0.02 19.96+0.01 5.57+0.10
25 19.96+0.05 6.0+0.1 19.96+0.02 7.26+0.03 19.95+0.00 5.45+0.03
30 19.97+0.02 5.84+0.01 19.98+0.01 7.11+0.01 19.97+0.01 5.45+0.03

Solucioén de plomo, cromo y cadmio a 20 mg/L.

15.5. Resultados degradacion del colorante azoico por la enzima lacasa de la cepa de

Pleurotus ostreatus.

En la tabla 5 Representa la absorbancia y la concentracion del colorante rojo 23 por el

micelio de P. ostreatus. por tiempo observando una clara disminucién de la concentracion inicial

de 50 mg/L a 2.8 mg/L obteniéndose un 94 % de decoloracién en el dia 14. Comprobando que el

hongo tiene un poder de decolorar al colorante azoico. En la figura 15 se puede observar la

degradacion del colorante.



Tabla 5

Degradacion de la Concentracion del Colorante Rojo 23 por la Cepa de P. ostreatus

Tiempo . Concentracion
(dias) Absorbancia (mg/L)
0 0.179 50.00
2 0.066 18.43
5 0.047 13.13
7 0.035 9.78
9 0.022 6.15
12 0.017 4.75
14 0.01 2.8
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Figura 15. Degradacién del Colorante Rojo Directo 23 por el Micelio de P.ostreatus.
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15.6. Resultados de la actividad enzimatica de la enzima lacasa.
La tabla 6. Representa los valores de la actividad enzimética de la enzima lacasa
determinada por la oxidacion del ABTS durante 25 dias. Observado una mayor actividad a los 20

dias

Tabla 6.

Actividad Enzimatica de la Enzima Lacasa

Dias (umollL*min)

0 0
5 0.311+0.04
10 0.442+0.13
15 0.448+0.003
20 0.508+0.01

25 0.440+0.02
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Figura 16. Determinacion de la Actividad Enzimatica de la enzima Lacasa

16. CONCLUSIONES

En cuanto al primer objetivo especifico la evaluacion de la tolerancia del micelio a las
diferentes concentraciones de los metales experimentales se puede concluir que ninguna
concentracion (20, 40, 60, 80 y 100 mg/L) de Pb y Cr inhibi6 el crecimiento del micelio en medio
de cultivo (PDA). Se infiere que P. ostreatus tiene una gran capacidad para tolerar y eliminar
estos metales incluso si logran penetrar hasta la membrana celular y el citosol de la célula fingica
el hongo los puede retener sin inhibir su crecimiento. En el caso de Cd los resultados indican que

el metal en el medio solido puede ser adsorbido por el micelio y resulta toxico para esta cepa por
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lo que su desarrollo se ve detenido, pero no blogueado por completo. En este aspecto también se

debe considerar la especie del hongo utilizada.

En relaciéon a los efectos causados por cada metal en la estructura del micelio de P.
ostreatus ( que corresponde al segundo objetivo especifico) se puede concluir que mediante el
analisis por microscopia electronica que Pb y Cr causaron dafios estructurales a las células del
micelio, debido a que lograron penetrar la pared y membrana celulares manifestando
transformaciones en el tamafio y grosor del micelio y la disminucion de blastoconidios, pero sin
inhibir totalmente el crecimiento miceliar y su reproduccion en medio de cultivo, lo que indica la

tolerancia de la cepa a estos metales.

En relacidn al tercer objetivo especifico (Calcular la cinética de adsorcion de la cepa de
Pleurotus ostreatus en medio liquido a una concentracion metélica) Como indican los resultados
de biosorcién de los metales experimentales por la biomasa miceliar viva de P. ostreatus, la
retencién de Pb fue la més eficiente alcanzando el 75 %, seguida por la retencion de Cr con 42 %
y finalmente Cd que registro 2.25, esta diferencia implica considerar la influencia de los factores
que la regulan, como son la temperatura, la biomasa adsorbente, las concentraciones iniciales de
iones metalicos y el tiempo de contacto fueron iguales para cada metal pero el factor pH fue muy
diferente en cada caso, en cuanto a Pb este factor se mantuvo en el rango dptimo reportado para
favorecer la bioadsorcion por la masa fangica, lo que sustenta los resultados obtenidos de 74 %,
en cuanto a Cr, se puede decir que la retencion de 41.9 % fue influenciada por la variacion del pH
final que se mantuvo en 6.6, lo que de acuerdo a las referencias bibliograficas puede propiciar la
precipitacion extracelular y no registrar mayor retencion por parte de la biomasa del hongo, ademas

de que el pH optimo reportado para este proceso es menor o cercano a 3.
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En el caso de Cd su retencion de 5.15 % también el pH fue el factor que impidi6 su
interaccion con la biomasa de P. ostreatus de acuerdo a las referencias consultadas para que el Cd
interaccione con las estructuras quimicas de la pared y membranas celulares de la biomasa fungica

se requiere un rango de pH superior a 3, en este experimento el pH final fue de 2.8.

Se puede considerar que la biosorcion inicial en caso de Cr y Cd, se pudo realizar debido
a que la superficie de la biomasa presento sitios activos o grupos funcionales de la pared celular

inducidos por el pH 5.5 inicial de las soluciones metalicas experimentales.

En conclusidn, la biosorcion, tolerancia y los efectos de los metales pesados sobre la
biomasa y micelio del hongo P. ostreatus variaron con respecto al factor pH y al tipo de elemento,
siendo Cr el mas tolerado, seguido de Pb, el crecimiento del micelio con cada uno presentd una
serie de dafios morfoldgicos en su estructura fisica pero no fue inhibido totalmente. Por otro lado,
entre los tres metales estudiados en solucion, Pb fue bioadsorbido por el hongo, lo que implicd la
transformacion de sus caracteristicas por medio de diferentes mecanismos de respuesta usando 2
vias el transporte celular y la acumulacion intracelular, lo que involucr6 tanto procesos de
quimisorcion como el intercambio i6nico considerados como los mecanismos involucrados en la
biosorcion de metales. En general, el hongo tuvo una capacidad sobresaliente de biosorcion de Pb
y Cr. Por lo tanto, se puede proponer la utilizacion del micelio de esta cepa de P. ostreatus para

generar un modelo de biorremediacion especifico para aguas residuales contaminadas con Pb.

En lo que respecta a los objetivos 4 y 5 se concluye que es factible la retencion de los

metales con los que se experimento en esta tesis.

Teniendo en cuenta los aspectos econdmicos, es necesario producir adsorbentes de bajo

costo, efectivos y reciclables para su uso generalizado. El potencial de biosorcién de diferentes
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especies debe evaluarse de forma comparativa. Observando los resultados obtenidos por la cepa
de P. ostreatus, puede considerarse que la especie tiene potencial para ser utilizada como
biosorbente de metales pesados sin perder de vista que el grado de tolerancia es diferente para cada

especie y para diferentes metales pesados.

En cuanto a los objetivos 5 Analizar la cinética de produccion de la enzima lacasa en la
cepa de P. ostreatus en medio liquido y 6 Determinar la cinética de decoloracion del colorante
rojo 23 por el efecto enziméatico concluimos que existen diferentes tecnologias para el
tratamiento de aguas residuales procedentes de la industria textil para la eliminacion o
degradacion de los colorantes sintéticos ya que estos compuestos son estables y dificil de
degradar por sus estructuras moleculares aromaticas complejas, pero es necesario combinar
dichas metodologias con bioldgicas para lograr la eliminacion total y degradacion de estos
contaminantes. Como resultado se pudo comprobar que el hongo Pleurotus ostreatus tiene la
capacidad de mineralizacion del colorante azoico rojo 23 hasta en 94.4% en 14 dias de contacto
con la biomasa del hongo y se ensay6 la metodologia para generar las enzimas lacasa mediante la
utilizacion del medio liquido modificado de Kirk. Se puede proponer el cultivo de la biomasa de

P. ostreatus en un biorreactor para generar en volumen esta enzima.

En cuanto a la propuesta de la construccion del biofiltro se concluye que es factible la

retencién de los metales con los que se experiment6 en esta tesis.
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ANEXO 1

Tabla

Medio de Cultivo PDA para Prueba Cualitativa de Lacasa Medio Solido

Composicion Cantidad
Agar papa dextrosa 390
Agua destilada (rojo 23) 1L
ANEXO 2.

El medio Kirk (Kirk et al., 1986) es un medio especifico, limitado en nitrdgeno, el cual contiene
(Tabla 4).

Tabla
Medios de Cultivo Experimental medio Liquido.

Composicién Cantidad
Glucosa 1g
Sulfato de magnesio 0.05¢g
Papa en polvo 30g
Dextrosa 29
Agua destilada 100 mL
Solucion de elementos traza 1mL

Solucién de elementos traza aforara 1l L

Composicién Cantidad

Sulfato ferroso 0.10¢g
Sulfato clprico 0.01g
Acido bérico 0.01g
Cloruro de sodio 10g

Sulfato de amonio 0.01lg
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ANEXO 3

Solucion Buffer de Acetato de Sodioa0.1 My pH 5

Se pesaron 6.804 g de acetato de sodio y se mezclaron en 480 mL de agua destilada; el
pH se ajust6 a 5.0 con HCI concentrado y se aforé a 500 mL con agua destilada. La solucion
preparada se guardod en un frasco ambar y se mantuvo en refrigeracion para evitar la exposicion a

la luz y la temperatura ambiente.

Solucion de ABTS a 1mM

Se pesaron 0.54868g de ABTS [2,2"-Azino-Bis (3ethylbenzo thizoline) -6- Sulphonate]
(MEYER) y se mezclaron en 850 mL de agua destilada y se aforé a 1000 mL con agua destilada.
La solucion preparada se almacen6 en un frasco &mbar forrada con aluminio, y se mantuvo en

refrigeracion.

ANEXO 4

Preparacion de la muestra: por duplicado se utilizé un blanco general para ajustar el
espectrofotometro y se analizé la muestra con extracto enzimatico, se midié a una longitud de

onda de 420nm.
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Actividad lacasa. Blanco

Muestra: Realizar por

duplicad -
uplicado 100 pL sustrato ABTS
Agitar
gita 900 pL buffer de acetato
Medir al espectrofotometro a desodio0.1MapH5
una A 420 nm

Preparacion del blanco general a 1 mL de reaccién.

Actividad lacasa. Extracto enzimatico

Muestra: Realizar por > 100 pL sustrato ABTS
. —»>
duplicado 300 pl buffer de acetato
- _’ -
Agitar de sodio 0.1 MapH5
Medir al espectrofotometro a 600 pL extracto
una A 420 nm enzimatico

Preparacion de muestra a 1 mL de reaccion.



ANEXO 5

Tabla de ANOVA. Medias, Coeficientes de Variacion y Cuadrados Medios de Inhibicién de

Cadmio, Cromo, y Plomo por el Micelio de P. ostreatus.

Cuadrados medios

Variable Media CV (%) Dia Concentracion Error
Cadmio 10.287 8.948 931.437*** 99.112*** 0.847
Cromo 16.452 14.745 3065.403*** 44.307*** 5.885
Plomo 13.764 17.130 2394.034*** 10.786** 5.560

*=P<0.05 **=P<0.001 ***=P<0.0001

Tabla Crecimiento del Micelio (mm) en soluciones de Plomo

Dias Testigo 20 40 60 80 100

(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)

1 2.3 1.5 2.0 2.0 2.2 2.0
2 5.2 3.9 4.0 5.0 5.2 4.6
3 9.9 6.5 6.6 9.8 9.2 7.1
4 135 9.8 10.5 13.3 12.3 10.6
5 16.8 13.2 155 16.7 16.2 15.3
6 21.8 16.1 185 21.7 19.2 19.3
7 24.9 21.0 23.5 24.8 22.2 23.3
8 28.5 25.5 28.2 27.8 25.7 28.3

Crecimiento radial de micelio de Pleurotus ostreatus por dia en milimetros a diferentes
concentraciones de soluciones de plomo (mg/L)



Tabla Crecimiento del Micelio en Soluciones de Cromo

Dias Testigp 20mg/L 40 mg/L 60 mg/L 80 mg/L 100 mg/L
1 3.89 2.7 2.5 3.0 2.5 3.8
2 7.13 5.7 5.3 6.3 5.0 7.0
3 12.22 10.3 10.2 9.5 9.5 12.0
4 1751 14.8 13.7 12.2 12.8 17.0
5 22.80 19.2 17.7 15.2 15.2 22.0
6 27.44 23.8 22.7 18.2 18.7 27.0
7 33.20 29.2 26.7 23.2 22.7 32.0
8 37.21 34.2 32.2 28.2 27.7 37.0

Crecimiento radial de micelio de Pleurotus ostreatus por dia en milimetros a diferentes
concentraciones en solucion de cromo mg/L.

Tabla Crecimiento del Micelio (mm) en solucién de Cadmio

Dias Testigo 20 (mg/L) 40 (mg/L) 60 (mg/L) 80 (mg/L) 100 (mg/L)
1 2.3 1.7 1.0 2.0 2.0 1.7
2 9.25 2.7 2.0 7.8 6.5 8.0
3 11.35 4.3 3.0 9.7 8.8 9.8
4 12.67 6.0 4.2 11.5 11.0 11.7
5 15.89 8.9 5.6 14.7 12.7 14.8
6 19.89 12.3 6.7 18.0 14.8 17.8
7 25.90 14.2 7.8 19.7 18.0 20.0
8 28.98 15.1 8.8 23.0 20.7 22.8

Crecimiento radial de micelio de Pleurotus ostreatus por dia en milimetros a diferentes
concentraciones en solucion de cadmio (mg/L)
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ANEXO 6
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Figura. Retencidn del Biofiltro con Solucién de Plomo: Resultado de la retencion del biofiltro

con solucién de plomo a una concentracion inicial de 20 mg/L
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Figura. Retencidn del Biofiltro con Solucion de Cromo:Resultados del biofiltro con solucion de
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ANEXO
Curva de Calibracion del Colorante Rojo 23
Tabla 7

Curva de Calibracién

Concentracion
ppm Absorbancia (mg/L)
0 0

10 0.19 10.382

20 0.37 20.218

30 0.55 30.054

40 0.74 40.437

50 0.92 50.273

60 1.1 60.109

70 1.28 69.945

80 1.47 80.327

90 1.65 90.163

100 1.83 100.00
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Figura. Grafica de la Curva de Calibracion



