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ABSTRACT.

This work was focused to evaluate the biodegrative capacity of industrial dyes through selected
cepas of Pleorotus ostreatus, Oxijporus latemarginatus, class Basidyiomicetes, against RAizomucor
variabilis and Regularior sp. class Zygomicetes, in two different solid media, one enriched with
carbone sources and other limited in carbone source (discoloration tests); In both media the
selected cepas were capable to grow in the presences of the dyes but only two fungus P. ostreatus
and O. /atemarginatus showed more significantly degrading of red remazol, blue remazol and black
RDT; it was also evaluated only for the two Basidiomycetes cepas the enzymatic activity of lacasa,
manganese peroxidasa and alcohol veratril oxidasa generated in liquid fermentation with bleu
remazol, dianix red, and indigo dyes. A. ostreatus and O. latemarginatus was capable to degrade
largely all of the dyes being the best results with the indigo dye; with a final concentration of
2.85% for both strains, P. ostreatus register its maximum laccase activity of 1700 U/L, in presence
of blue remazol dye, and O. /atemarginatus the maximum value was for the enzyme (MnP) in the
presence of bleu remazol dye 2800 U/L. O. /latemarginatus was highlighted in degradation of dianix
red with 23.91% which was reported in the 2700 U/L of (MnP) at 100 h of fermentation, these
values show that the fungal organisms are served by different unspecific extracellular enzymes that
together may be responsible for the degradation of dyes although "atypical" evidence and even
subsequent discharge as a new enzyme (AVO) can be evidence of other cometabolics processes
may be involved in the digestion of dyes as cytochromes P450, and biosorption processes.

KEY WORDS: white rot fungi, lignine, industrial dyes, enzymes, decolorization.
RESUMEN.

Este trabajo se enfocd en evaluar la capacidad biodegradadora de colorantes industriales mediante
cepas seleccionadas de Pleurotus ostreatusy Oxyporus latemarginatus, clase basidiomicetes, contra
Rhizomucor variabilis 'y Regularior sp. clase Zygomicetes, en dos diferentes medios sdlidos, uno
adicionado y otro limitado en fuentes de carbono (ensayos de decoloracion); En ambos medios las
cepas seleccionadas fueron capaces de crecer en presencia de los colorantes pero solo dos cepas ~.
ostreatus 'y O. latemarginatus mostraron degradar de manera mas significativa los colorantes rojo
remazol, azul remazol y negro RDT; también se evalud solo para las dos cepas de Basidiomycetos
la actividad enzimatica de lacasa, manganeso peroxidasa y alcohol veratril oxidasa generada en
fermentacion liquida con colorante azul remazol, rojo dianix e indigo. P. ostreatus. Y O.
latemarginatus fueron capaces de degradar en buena medida todos los colorantes siendo el de
mejores resultados el colorante indigo con 2.85% de concentracion final para las dos cepas, P.
ostreatus registrd para lacasa su maxima actividad siendo de 1700 U/L en presencia del colorante
azul remazol; para O. latemarginatus el valor maximo fue para la enzima MnP en presencia del
colorante azul remazol con 2800 U/L. O. latemarginatus se destacé en la degradacion del colorante
rojo dianix con 23.91% en el cual se reportd 2700 U/Lde MnP a las 100 hrs de fermentacion; estos
valores demuestran que los organismos fungicos presentan distintas enzimas extracelulares
inespecificas que en conjunto pudieran ser las responsables de la degradacion de los colorantes
aungue las evidencias “atipicas” e incluso secreciones posteriores de una nueva enzima como la
AVO, puede ser evidencia de que otros procesos cometabolicos pueden estar implicados en la
digestion de colorantes como citocromos reductores P450, y procesos de biosorcion.

PALABRAS CLAVE: Hongos de pudricion blanca, lignina, colorantes industriales, enzimas,
decoloracion.
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1. INTRODUCCION.

La contaminacion es la introduccion de una sustancia o forma de energia con
potencial para provocar dafios, irreversibles o no en un medio inicial cualquiera
(Nebel y Wrigth 1999). Los problemas medioambientales relacionados a aguas
residuales se han hecho mas complejos con el aumento de productos industriales
(Chun y Yizhong 1991). En la industria textil los residuos colorantes son los mas
dificiles de tratar debido a que la gran mayoria de los colorantes son de origen
sintético y poseen estructuras moleculares aromaticas complejas las cuales
brindan resistencia a agentes oxidantes, la accion de sustancias quimicas y a
algunos procesos fisicos, ademas de que son altamente solubles en agua; estos
se consideran compuestos xenobidticos ya que no se encuentran de forma natural
en la biosfera y en buen numero algunos son muy resistentes ante factores como
la luz, temperatura, y a la degradacion microbiana (Pagga y Brown 1986; Moeller y
Garzon 2003). Existen mas de 100,000 tipos de colorantes disponibles en el
mercado, con una producciéon de mas de 7 x 10° toneladas métricas de residuos
colorantes producidos anualmente donde al menos del 10 al 15% es perdido y
liberado en efluentes industriales (Zollinger 1991; Meyer 1981; Ruiz 2010). Se
estima que el 90 % de los reactivos colorantes entran activos a los sedimentos de
plantas de tratamiento, estos pasan sin cambios a través y se descargan en los
rios (Pierce 1994; Meyer 1981; O" Neil et al., 1999). Los colorantes usados
industrialmente poseen una compleja estructura quimica encontrandose asi
aguellos que contienen grupos azo, diazo, antraquinonas, y complejos metalicos,
los cuales generalmente se aplican como mezclas. Segun sus propiedades
pueden ser clasificados como acidos, basicos, dispersos, reactivos y directos
(Moeller y Garzon 2003; Rodriguez y Toca 2006).

Se ha reportado que estos colorantes pueden contener sustancias como acido
benzoico y acido acetilsalicilico, las cuales pueden inducir alergias y reacciones
asintomaticas en personas sensibles (Pereira y Regina 2001). Estos efluentes
contienen altas concentraciones de sélidos disueltos, sodio, cloro, sulfatos, tintes

recalcitrantes y cancerigenos, estos ultimos pueden alcanzar valores de hasta 400
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mg/Lt (Mc Mullan et al., 2001; Bochert y Libra 2001). El color esta generalmente

asociado a la presencia de compuestos téxicos con grupos croméforos o

polimeros de alto peso molecular, los desechos industriales con un alto grado de

color, tienen un gran poder de bio-acumulacion y una baja velocidad de

despolimerizacion, esto supone su acumulacion a largo plazo en lagos y bahias,

provocando una disminucion del poder absorbente del agua y en consecuencia

una disminucién en la actividad fotosintética de los organismos presentes en

dichos ecosistemas acuaticos, reduciendo el contenido de oxigeno disuelto y

favoreciendo procesos de eutrofizacion por el aumento de carga organica

(Rodriguez y Toca 2006; Robinson et al.,, 2001; Feijoo y Lema. 1999; Verma

1976). Pese a que las concentraciones de metales no son tan altas, las

concentraciones involucradas pueden producir acumulacién en los tejidos de los

organismos acuaticos, que a largo plazo llegan a ser toxicos. Las descargas

también pueden aumentar la poblacion de algunos peces y algas debido a su alto

contenido de nitrégeno, contribuyendo asi al agotamiento del oxigeno disuelto
(Mancilla et al., 2012).

Recientemente han surgido aplicaciones biotecnolégicas con potencial aplicacion

contra fuentes de contaminacion de una manera mas eficiente, que incluyen el uso

de bacterias y hongos, a menudo en combinacion con procesos fisicoquimicos (Mc
Mullan et al., 2001).

Se han reportado numerosas enzimas oxidativas presentes en bacterias, hongos,

y plantas que juegan un destacado rol en numerosos tratamientos aplicados a

desechos (Duran 1997). Los hongos pertenecientes a la clase Basidiomycetes

(Fig. 7) conocidos como de pudricion blanca son un grupo heterogéneo de

microorganismos pero tienen en comun la capacidad de degradar lignina asi como

otros compuestos de la madera como celulosa y hemicelulosa (Kirk y Farrel 1987;

Wesenberg et al., 2003; Shah y Nerud 2002), esta propiedad esta basada en la

capacidad de producir enzimas extracelulares con baja especificidad de sustrato,

capaces de degradar un amplio rango de componentes xenobiéticos (Lund y

Ragauskas 2001). Las enzimas mas importantes son Lacasa (Lac), Manganeso
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peroxidasa (MnP) y Lignina peroxidasa (LiP) (Wesenberg et al., 2003), estas son
secretadas durante el metabolismo secundario (idiofase) cuando el nitrdgeno,
carbono o azufre es limitado (Kirk y Farrel, 1987). Las técnicas de oxidacion
enzimatica tienen potencial dentro de una gran variedad de campos industriales
como la del papel, pulpa, textiles y de alimentos (Cordi et al., 2012; Gianfreda y Xu
1999).
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2. MARCO TEORICO.
2.1 Colorantes textiles.

Una gran variedad de colorantes sintéticos son usados para la tincion textil, y otras
aplicaciones industriales, la diversa estructura de los colorantes deriva de la
presencia de alguan grupo cromoforo, por ejemplo azo, antraquinona, triarilmetano,
y los grupos de ftalocianina, asi como la aplicacion de diferentes tecnologias
(reactivos, directos, dispersos, y de tefiido) (Zollinger 1991).

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

sensible el ojo humano (Christie 2001).

2.1.1 Clasificacion de colorantes.

Su clasificacion se hace con base en el grupo cromoforo principal que constituye
el colorante: Nitroso, nitro, azo, azoico, estibileno, diariimetano, triariimetano,
santefio, quinoleina, metino, acridina, azufre, tiazol, tiamina, indamina, azina,

oxacina, lactona, antraquinona, indigoide, y ftalocianina (Fig.1).
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Fig. 1. Ejemplos estructurales de compuestos textiles (Mancilla et al., 2012).

Con base a su estructura quimica y el método de aplicacion los colorantes se

pueden clasificar también en acidos, basicos, directos y dispersos como se

muestra en la tabla 1.
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Tabla 1. Clasificacion de los colorantes por sus
y aplicacion. (Trutman y Edward 1990)

propiedades

TIPO PROPIEDADES APLICACIONES

Acido. Anidnico y solubles en Tincion de lana, nylon,
agua debido a la piel y acrilanes
presencia de grupos modificados. Usados
hidroxilo. Grupo en menor proporcion
cromoforo carcateristico  en cosméticos y en
-SO3H-, incluye alimentos.
colorantes de tipo azo.

Basico. Cationicos y solubles en Tinciébn de acrilicos,
agua. Poseen grupos nylon y poliéster
amino que les dan un mpggificado, se usa
carac'tfer ,C"J!“O”'CO. _en poco en la industria
solucion éacida diluida. .

Incluyen derivados de Xt
difenilmetano y
trifenilmetano

principalmente.

Directo. Anidnicos e hidrosolubles Tincion de algodon,
debido a la presencia de celulosa, papel, piel y
grupos sulfonicos. Casi fibras como lino,
todos son del tipo azo. cafiamo, seda, lana.

Disperso Cationicos e insolubles Tincibn de poliéster,
en aguas. Incluyen nylon, acetato de
derivados de atraquinona celulosa, fibras
y de tipo azo. acrilicas.
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2.2 Sistemas de Tratamiento de agua.

El desarrollo tecnoldgico adecuado para el tratamiento de efluentes textiles ha sido

objeto de gran interés en los ultimos tiempos, debido a un incremento en la

reglamentacion ambiental. Los constituyentes presentes en el agua residual se

remueven por mecanismos de tipo fisico, quimico y biolégico (Robinson et al.,
2001; Forgacs et al., 2004).

Los métodos se clasifican por lo general en operaciones fisicas unitarias, procesos

guimicos unitarios y procesos biolégicos unitarios. En los sistemas de tratamiento

se realizan combinaciones de estas operaciones y procesos; los métodos de

tratamiento en los cuales predominan la aplicacion de fuerzas fisicas se conocen

como operaciones fisicas unitarias. Se cuentan como ejemplos de operaciones

fisicas unitarias la floculacién, sedimentacién, flotacion, filtracidn, tamizado,

mezcla y transferencia de gases. Los métodos de tratamiento en los cuales la

remocion o transformacion de contaminantes se produce por adicion de insumos

guimicos o por reacciones quimicas se conocen como procesos quimicos unitarios

asi también la precipitacion, adsorcion y desinfeccion se catalogan como procesos

quimicos. Los métodos de tratamiento donde la remocion de contaminantes se

lleva a cabo gracias a la actividad biologica se denominan procesos biologicos

unitarios. La principal aplicacion de los procesos bioldgicos unitarios es en la

remocién de contaminantes organicos como los de las aguas residuales. Estas

sustancias se transforman en gases que escapan a la atmosfera, y en tejido

celular bioldgico -biomasa- (X), que puede ser removido por sedimentacion.

Ademas existen otros tratamientos biologicos empleados para remover nutrientes

como nitrogeno y fosforo, de aguas residuales (Crites y Tchobanoglous 2000).

2.2.1 Tratamientos Fisicos.

Adsorcion:

La eficacia del proceso de adsorcion esta influenciada por una gran

variedad de parametros, entre ellos la interaccién entre el tinte y el soporte,

superficie especifica, tamafio de la particula, temperatura, pH o tiempo de
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contacto (Kumar et al.,1998). La eficacia del método depende en gran medida del

tipo de soporte elegido. Se emplean tanto soportes inorganicos como organicos.

Los primeros tienen una gran estabilidad mecanica y quimica, alta superficie

especifica y alta resistencia a la degradacion microbiana. Los soportes organicos

se generan a partir de fuentes renovables o son residuos industriales. Los

procesos de adsorcion generan efluentes de alta calidad, pero tienen una serie de

desventajas que los hace ineficaces para el tratamiento de efluentes coloreados:

son procesos lentos; no selectivos, de manera que hay una competicion entre las

moléculas de tinte y otros compuestos presentes en el efluente, no destructivos

generandose asi un residuo que debe ser eliminado; la desorcidn es un proceso

muy dificil y costoso; los adsorbentes suelen ser caros y en ocasiones requieren

un proceso de activacion previo (Forgacs et al. 2004).

Membranas de filtracién: Los métodos de tratamiento basados en el empleo de

membranas permiten una separacion efectiva de las moléculas de colorante y

otros compuestos de tamafio mayor al del poro de la membrana seleccionada.

Principalmente se emplean las técnicas de 6smosis inversa y nano filtracion (Reife

y Freeman 1996). Se logra tratar grandes volimenes de efluente en continuo, de

un modo rapido y satisfactorio. La generacion de un residuo con una alta

concentracion de contaminante, la dificultad y coste de substitucion de las

membranas son las principales desventajas de estas técnicas (Robinson et al.,

Coagulacién-floculacién: Los métodos de coagulacion-floculacién se basan en la

adicion de polielectrolitos o floculantes inorganicos (sales de hierro o aluminio),

que forman fléculos con las moléculas de colorante facilitando su eliminacion por

sedimentaciéon. Las eficacias de eliminacion son altas, pero en el proceso se

generan lodos que deben ser eliminados. Ademas los mejores rendimientos se

logran al aplicar un exceso de coagulante, que aumenta la concentracion de

contaminante en el efluente (Gahr et al., 1994).

Intercambio ionico: El efluente pasa a través de las membranas de intercambio

ionico hasta su saturacion. La principal ventaja de esta técnica es que no hay
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pérdida de adsorbente durante su regeneracion. Sin embargo, el coste es elevado,

los disolventes necesarios para la limpieza son caros y es un método no apto para
todo tipo de tintes (Slokar y Le, 1997).

2.2.2 Tratamientos Quimicos.

Oxidacion fotoquimica: Este método se basa en la combinacion de la radiacion

UV con otros compuestos, tales como H20:2 6 catalizadores como TiO2 de manera

gue los rayos UV activan dichos compuestos y los hacen capaces de oxidar los

tintes. Este método presenta una elevada eficacia y no genera lodos ni olores. Sin

embargo las necesidades de una fuente de radiacion, el coste, la lentitud del

proceso y las dificultades de implementacion a gran escala hacen que este

meétodo sea poco efectivo a nivel industrial (Kunz et al., 2002).

Oxidacién electroquimica: Los procesos electroquimicos se basan en la

hidrdlisis del colorante mediante un potencial o corriente controlada o a través de

agentes secundarios generados electroliticamente. Los procesos son limpios,

operan a baja temperatura y en muchos casos no requieren la adicion de

productos quimicos a las aguas residuales (Ochoa, 1995). El alto consumo de

energia y la generacion de compuestos secundarios por reacciones paralelas

disminuyen la potencialidad del método (Guaratini y Zanoni, 2000).

Oxidacion por ozonacion:  El ozono (Os) es un oxidante en extremo fuerte que ha

sido utilizado para la desinfeccion de aguas residuales. Debido a que el ozono es

guimicamente inestable, se descompone en oxigeno con mucha rapidez después

de su generacion. Como resultado, el ozono debe ser generado en el sitio 0 muy

cerca del punto donde se va a usar.

El ozono es generado a partir del aire o del oxigeno puro mediante la aplicacion de

alto voltaje a lo largo del estrecho espaciamiento de los electrodos. La corona de

alta energia creada por este arreglo disocia una molécula de oxigeno, la cual

reacciona con otras dos moléculas de oxigeno para crear otras dos moléculas de

ozono. Cuando el ozono se agrega al agua los radicales libres formados HO:z y
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HO, tienen grandes poderes oxidantes y son probablemente las formas activas del
proceso de desinfeccion, estos radicales libres también poseen poder oxidante
para reaccionar con otras impurezas de soluciones acuosas (Crites vy
Tchobanoglous, 2000).

2.2.3 Tratamientos Biologicos.

El uso de tratamientos bioldgicos tuvo en un principio como objetivo principal la
eliminaciéon de la materia organica del agua residual. Posteriormente se les ha ido
dando otros usos como son: la oxidacién de nitrégeno amoniacal (nitrificacion), la
eliminacion del nitrogeno de las aguas residuales mediante la conversion de las

formas oxidadas en N2 (desnitrificacion) o la eliminacion del fosforo.

En todos estos tipos de procesos se utilizan reacciones asociadas a los
organismos vivos, Los microorganismos crecen utilizando los contaminantes del
agua como fuente de carbono y/o como fuente de energia, convirtiéndolos en
nuevos microorganismos (biomasa), diéxido de carbono, y otros compuestos
inocuos. La fuente de carbono y/o energia se denomina sustrato, por lo que en
estos tratamientos la eliminacion de contaminantes se conoce como “consumo de
sustrato”. Los procesos de crecimiento de biomasa y de consumo de sustrato
estan totalmente relacionados, denominandose rendimiento a la cantidad de

biomasa generada por unidad de sustrato eliminado.

Los tratamientos biol6gicos se prestan a diversas clasificaciones, cabe distinguir

entre dos tipos claramente diferenciados.

1.-Procesos biolégicos de cultivo en suspension.

2.-Procesos bioldgicos de soporte sélido.

En los de cultivos de suspension se suele recurrir a una decantacion y
recirculacion de la biomasa, mientras que en los de soporte solido la retencion de

la misma queda asegurada por las caracteristicas del propio proceso.

ESCUELA DE BIOLOGIA B.U.A.P



EVALUACION DE HONGOS CON CAPACIDAD BIODEGRADADORA DE COLORANTES INDUSTRIALES.

Los sistemas mas caracteristicos de los primeros son los fangos activados, las

lagunas aireadas y el lagunaje. Entre los segundos se encuentran los filtros

percoladores, los biodiscos y los lechos de turba (Ferrer y Seco, 2008).

Tratamiento bacteriano anaerobio: La eficacia de los tratamientos anaerobios

en la degradacion de tintes ha sido ampliamente estudiada y demostrada, tanto

con cultivos mixtos como con cepas aisladas. Los cultivos mixtos de

microorganismos presentan la ventaja de que las distintas cepas presentes en el

consorcio atacan a las moléculas de tinte en diferentes posiciones e incluso

ayudan a la descomposicion de los productos generados por las otras cepas. Sin

embargo los consorcios generalmente varian en el transcurso del proceso de

descomposicion, de manera que sobreviven las cepas que mejor se adaptan al

medio, dificultando los procesos de control (Banat et al.,, 1996; Forgacs et al.,

Tratamiento bacteriano aerobio: Por lo general, los tratamientos aerobios

basados en consorcios de bacterias en sistemas convencionales no son capaces

de degradar tintes procedentes de efluentes textiles (Robinson et al., 2001). En

estos procesos la eliminacién de tintes es debido frecuentemente a la adsorcién

sobre los lodos. Sin embargo se ha conseguido aislar cepas de bacterias que si

son capaces de degradar algunas clases de tintes (Mc Mullan et al., 2001). El

mecanismo por el cual bacterias aerobias podrian degradar los tintes sintéticos

seria mediante la secrecion de azo reductasas aerobias (Russ et al., 2000).

Tratamiento fangico: los hongos exhiben una versatilidad suficiente para ser

capaces de degradar una variedad de compuestos xenobidticos como

hidrocarburos aromaticos, pesticidas organoclorados, explosivos y colorantes, de

manera eficaz estos han sido degradados a dioxido de carbono (Barr y Aust 1997;

Young y Yu 1997). En asociacién con el crecimiento miceliar algunas enzimas

estan involucradas en la degradacién de desechos de lignino-celulosa, debido a

que las enzimas son moléculas protéicas que no metabolizan colorantes pero

catalizan un tipo especifico de transformacion con ellos, la mineralizaciéon nunca

debe esperarse de estas enzimas, sin embargo la modificacion enzimatica de
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colorantes a menudo puede ser suficiente para ciertos estados en el sentido de
destruir enlaces y reducir la toxicidad. Adicionalmente la modificacion enzimatica
puede hacer a los colorantes mas susceptibles a una subsecuente degradacion en
plantas de tratamiento donde tomara lugar la completa eliminacion. Aunque las
moléculas de los colorantes muestran una elevada variedad estructural, estos son

degradados solo por unas pocas enzimas diferentes (Cavaco y Gubitz, 2000).

En sintesis por tres razones los procesos de degradacion empleando enzimas

difieren de la catalisis quimica.

l.-Las reacciones catdlisis-enzima, son al menos en bastantes ordenes de
magnitud méas rapidas, que la reacciones catalizadas quimicamente, cuando se
compara con la reacciones no catalizadas correspondientes, las enzimas

tipicamente incrementan los rangos de 10° a 10%2 veces la reaccion.

2.-Las enzimas tienen mayor especificidad en sus reacciones que la catélisis

guimica y estas raramente forman sub-productos.

3.-Las enzimas catalizan reacciones bajo condiciones comparativamente medias,
tales como temperaturas debajo de los 100°C, presion atmosférica y pH
generalmente neutros, inversamente a la catalisis quimica que frecuentemente

necesita de altas temperaturas, presion y pH extremos (Cavaco y Gubitz, 2000).

Ademas la remocion de colorantes via biosorcion es usualmente alcanzada por
micelios fungicos, las células fungicas pueden ser usadas en crecimiento o en
biomasa muerta; esta decoloracion toma lugar con o sin una biodegradacion
concominante. Aungue la degradacion con biomasa activa es mas efectiva debido

a una digestion paralela (Artexaga et al., 2000).

2.3 Hongos de pudricion.

Los hongos como agentes patdgenos y de biodegradacion tienen a su disposicion

toda la gama de compuestos producidos por los organismos vivos, estos los
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pueden utilizar como fuentes de carbono y energia. Su capacidad para usar estos

compuestos depende de la digestibn de materiales poliméricos y oligoméricos, el

transporte de los monémeros a través del plasmalema y la fosforilacion de

carbohidratos o gluconeogenesis de materiales no carbonados (Griffin, 1994).

Los materiales lignocelulésicos incluyendo los productos de origen agricola y

estdn constituidos por tres polimeros estructurales: -celulosa,

hemicelulosa y lignina- ademéas de una serie de compuestos de bajo peso

molecular solubles en agua o en solventes organicos. La celulosa es el

componente mayoritario (alrededor de un 50%), seguida de la lignina (alrededor

de un 20%) y de la hemicelulosa (15%) (Fengel y Wegener, 1984); La lignina es la

forma méas abundante de carbonos aromaticos, y es el segundo carb6n organico

mas abundante en la tierra rebasada solo por celulosa (Robbinson y Hervey,

1960). Es uno de los compuestos organicos mas resistentes a la biodegradacion,

a diferencia de la celulosa o las hemicelulosas, en la lignina no existen cadenas

gue contengan subunidades repetidas, lo cual hace la hidrdlisis enziméatica de este

polimero extremadamente dificil (Malherbe y Cloete, 2002). Esta molécula

contiene C, Hy O, pero la estructura es aromatica a diferencia de los polisacaridos

(Stevenson et al., 1965). Cuando las plantas mueren, su biomasa se incorpora al

suelo, y este material debe ser biodegradado y reciclado por los microorganismos,

para mantener el ciclo natural del carbono (Crawford, 1981; Eriksson et al., 1990;
Kirk y Cullen., 1998; Pérez et al., 2002; Martinez et al., 2005; Goodell et al., 2006).

La lignina es un polimero aromatico tridimensional, de estructura compleja y

amorfa, con un porcentaje elevado de ramificaciones. Estd compuesta por

subunidades fenilpropanoicas unidas por enlaces C-C y C-O no hidrolizables,

sintetizadas a partir de la fenilanalina a través de la ruta de los acidos cinamicos

(Reddy y Fommey, 1978; Higuchi, 1997; Boerjan et al., 2003). De esta forma se

sintetizan los alcoholes, p-cumarilico (4-hidroxicinamilico), coniferilico (4-hidroxi-3-

metoxicinamilico) y sinapilico (4-hidroxi-3,5 dimetoxicinamilico), que actian como

precursores de la lignina (Fig. 2). La copolimerizacion por radicales libres de estos

alcoholes, iniciada por peroxidasas vegetales, da lugar al polimero de lignina.
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Quimicamente este polimero es heterogéneo, amorfo, Opticamente inactivo, y

altamente ramificado. (Kirk y Farrel 1987; Fritsche y Hofrichter 1999).

CH=CH-CH,0H CH=CH-CH,0H CH=CH-CH,OH
CH,0 CH,0 OCH,
OH OH OH
Alcohol p-cumarilico Alcohol coniferilico Alcohol sinapilico

Fig. 2. Alcoholes p-hidroxicinamilicos (Molina S, 2006).

La degradacion de lignina es especialmente importante, ya que es un material

impregnado en la madera que protege los componentes polisacaridos del ataque

enzimatico y actua para conferir fuerza mecanica ademas de resistencia al ataque

microbiano. La descomposicion de la madera y la utilizacion de los carbohidratos

para el desarrollo de hongos pueden ocurrir solo con la degradacion coordinada
de lignina (Griffin, 1994).

Tres aspectos en la descomposicion de lignina, le apartan de otros procesos

biodegradativos.

1. la capacidad para catabolizar la celulosa y hemicelulosa es una caracteristica

comun para diversos hongos y otros microorganismos. Por el contrario, al ser la

lignina un heteropolimero muy recalcitrante, solamente es mineralizado

(transformado hasta dioxido de carbono y agua) en forma limitada por algunas

bacterias y extensivamente por un grupo de hongos.

2. La degradacion de lignina se produce predominantemente por oxidacion mas

que por una catalisis hidrolitica; en la oxidacibn no se liberan compuestos

monoméricos dentro de la solucion, al igual que en la digestién de polisacaridos,

proteinas y 4cidos nucleicos.
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3. La degradacion de lignina no provee una fuente primaria de carbono y energia

para el crecimiento fungico, pero es probablemente un paso necesario para la

utilizacion de polisacaridos en la pared celular de plantas (Kirk y Farrel, 1987).

Estos hongos ligninoliticos, denominados hongos de la pudricion blanca de la

madera, comprenden un grupo de organismos cuya caracteristica es su capacidad

para mineralizar eficientemente la lignina. Presumiblemente, esta degradacion

selectiva les permite tener acceso a la celulosa y hemicelulosa, las cuales

finalmente representan su fuente de carbono y energia (Bruswell, 1991; Have y
Teunissen, 2001).

Los términos pudricién blanca, pudricién parda, y pudricién blanda son usados

frecuentemente para entender diferentes tipos de mecanismos de degradacion de

celulosa, hemicelulosa y lignina (Zabel y Morrel, 1992).

Hongos de pudricion blanca . Basidiomicetes y unos pocos Ascomicetos, son los

mejores estudiados, pareciendo ser los Unicos organismos capaces de mineralizar

completamente lignina, el nombre de pudricion blanca se deriva de la apariencia

blanquecina en la madera al remover lignina, celulosa y hemicelulosa. Estos son

aerobios obligados, su nutricion es por medio de la combustion biologica de la

madera usando oxigeno molecular como aceptor terminal de electrones, los

hongos de pudricidon blanca rompen la lignina mediante un proceso oxidativo por

medio de fenoloxidasas que son formadas y liberadas por la hifa, tales como

Manganeso Peroxidasas, Lignina peroxidasas, Tirosinasas Yy

Peroxidasas,

simultdneamente la descomposicibn remueve todos los

componentes bajo casi el mismo tiempo, y selectivamente la descomposicién

remueve lignina y polisacaridos no celulésicos, (hemicelulosa) mas rapido que

celulosa (Deverall, 1965). La via metabdlica de produccion de energia interna es a

partir de la glucdlisis en el citoplasma y ciclo de Krebs en la mitocondria que es la

misma que la mayoria de los organismos aerdbicos (Kirk y Cullens, 1998). Los

hongos de pudricidon blanca son conocidos por ser capaces de degradar lignina

aunqgue no pueden crecer en ella como unica fuente de carbono incluso aunque se

ESCUELA DE BIOLOGIA B.U.A.P



EVALUACION DE HONGOS CON CAPACIDAD BIODEGRADADORA DE COLORANTES INDUSTRIALES.

pensara que la lignina es potencialmente capaz de proveer energia para el

crecimiento (Bruswell, 1991).

Hongos de pudricidn parda. _ Esta pudricion es usada por hongos Basidiomicetes

principalmente, se presenta principalmente en madera de coniferas, la cual
adquiere un aspecto cuarteado (cubico). Atacan los polisacéaridos de la madera
degradan celulosa y hemicelulosa preferentemente con una limitada degradacion
de lignina. La madera toma una coloracion marrén debido a la presencia de lignina
oxidada (Schwarze et al., 2000).

Hongos de pudricion blanda . Efectuada principalmente por Ascomicetes y

Deuteromicetos, el nombre hace referencia a la consistencia suave que adquiere
la madera después de su degradacion, la destruccion de la pared celular siempre
ocurre en lugares cercanos a la hifa, lo que ocasiona la formacion de cavidades

sin la pared celular (Deverall, 1965).
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2.4 Enzimas.

Los enzimas, catalizadores de los sistemas bioldgicos, son moléculas de gran
interés que determinan la pauta de las transformaciones quimicas. También
intervienen en la transformacion de un tipo de energia a otro. Las caracteristicas
mas sobresalientes de los enzimas son su poder catalitico y especificidad. La
catalisis tiene lugar en un centro especifico del enzima llamado centro activo. Casi
todos los enzimas conocidos son proteinas. Sin embargo, las proteinas no tienen
el monopolio absoluto de la catdlisis; el descubrimiento de moléculas de RNA
cataliticamente activas proporciona una evidencia concluyente de que el RNA fue

un biocatalizador primitivo (Stryer et al., 2003).

Los enzimas son altamente especificos, tanto en la reaccién que catalizan como
en la seleccion de las sustancias reaccionantes, denominadas sustratos. Una
enzima cataliza normalmente una sola reacciéon quimica o un grupo de reacciones
estrechamente relacionadas. En contraposicién con las reacciones no catalizadas,
en las reacciones catalizadas por enzimas son raras las reacciones colaterales
que conducen a la produccion de productos secundarios. La especificidad de la
enzima se debe a la interaccion precisa del sustrato con la enzima. Esta precision
es el resultado de la compleja estructura tridimensional de la proteina enziméatica
(Stryer et al., 2003).

Fig. 3. Estructura cristalina de Lacasa activa, a 1.90 A de resolucion, con sus 4 cobres cataliticos
(Martinez et al., 2005).
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La actividad catalitica de muchas enzimas depende de la presencia de pequefas
moléculas llamadas cofactores, aunque su papel concreto varia con el cofactor y
el enzima. Asi, una enzima sin su cofactor se denomina apoenzima; el enzima
completo activo cataliticamente se llama holoenzima. Los cofactores se subdividen

en dos grupos: metales y moléculas organicas pequenfas (Stryer et al., 2003).

Tabla 2. Enzimas que contienen o requieren elemento s inorganicos como
cofactores (Stryer et al. 2003).

COFACTORES ENZIMAS
Fe 2t 6 Fe 3 Citocromo oxidasa, Catalaza,
Peroxidasa.
Cu? Citocromo oxidasa
Zn% Carbobnico anhidrasa, Alcohol

deshidrogenasa.

Mg?* Hexoquinasa, Glucosa 6-fosfatasa,
Piruvato quinasa.

Mn?2* Arginasa, Ribonucleotido reductasa
K* Piruvato quinasa
Ni2* Ureasa
Mo Dinitrogenasa
Se Glutation peroxidasa

Para dar consistencia a la clasificacion de los enzimas, en 1964 la I1UB
(“Internacional Union of Biochemistry”) establecié una Comisién de Enzimas con el
fin de establecer una nomenclatura para la clasificacion de enzimas y se les
asignd un codigo numérico, basado en la reaccion catalizada. Las reacciones se

dividieron en seis clases principales numeradas del 1 al 6 (Tabla 3). Estas clases
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se subdividieron para poder identificar con precision mediante un codigo de cuatro

digitos precedido por las letras EC (“Enzime Comision”).

Ej. Lacasa. (E.C.1.10.3.2.)
Una de las seis divisiones (Oxidorreductasa). La sub-subclase.

La subclase. Numero serial de la subclase del enzima.

Tabla 3. LAS SEIS CLASES PRINC IPALES DE ENZIMAS (Stryer et al., 2003).

CLASE TIPO DE REACCION EJEMPLO

1.Oxidorreductasas Oxidacion-reduccién Manganeso peroxidasa, lactato
deshidrogenasa

2.Tranferasas Transferencia de grupo Nucledsido monofosfato quinasa
(NMP quinasa)

3.Hidrolasas Reacciones de hidrdlisis (transferencia Quimotripsina
de grupos funcionales al agua)

4.liasas Adicién o separacion de grupos para Fumarasa
formar dobles enlaces

5.lsomerasas Isomerizacién (transferencia Triosa fosfato isomerasa
intramolecular de grupo)

6. Ligasas Unién de dos sustratos a expensas de Aminoacil-tRNA sinteasa
la hidrélisis del ATP.
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2.5 Enzimas ligninoliticas de hongos.

Las unidades fundamentales del metabolismo son las enzimas, las cuales

catalizan pasos individuales en la compleja red de reacciones quimicas; Una gran

variedad de enzimas son secretadas por hongos y la particular bateria de enzimas

secretadas depende de su patrimonio evolutivo adaptado a su particular nicho

ecologico y a las condiciones ambientales del momento en que pueden inducir o

reprimir la sintesis de las enzimas (Griffin, 1994).

El desarrollo de la habilidad de degradar cultivos de lignina ha demostrado

demandar varios nutrientes y condiciones del medio. Incluyendo un substrato co-

metabolico, altos niveles de oxigeno, limitacion de nitrégeno, y otras varias

condiciones del cultivo (Kirk y Farrel. 1987, Bruswell, 1991).

El contenido en nitrégeno juega un papel importante en la descomposicion de los

restos vegetales (Mc Claugherty et al., 1985; Aber et al., 1990). Un alto contenido

en nitrdgeno regula las primeras fases de la descomposicién ya que, ademas de

mejorar el crecimiento de los microorganismos de crecimiento rapido que

degradan los compuestos labiles de la hojarasca, inhibe la produccion de enzimas

ligninoliticas (Keyser et al., 1978). A pesar de que normalmente el nitrégeno

favorece la descomposicion en las fases tempranas, a veces en las fases tardias

va a ejercer un efecto retardante (Fog, 1988).

La descomposicion de lignina es un proceso bioquimico complejo y a diferencia de

la mayoria de los procesos fungicos de descomposicion y de digestion llevados a

estos no se basan en enzimas hidroliticas, por el contrario la

descomposicion de lignina es realizada por enzimas oxidativas: las cuales incluyen

la lignina peroxidasa (LIP), manganeso peroxidasa (MnP), y en algunos hongos

Lacasa (Eriksson, 1990). En algunos casos, la transformacion de compuestos

xenobidticos en los cultivos no es mediada por las enzimas ligninoliticas

extracelulares. Por ejemplo, el fenantreno y el 1,1,1- tricloro-2, 2-bis (4-clorofenil)

etano; no son sustratos para las peroxidasas extracelulares (Fernando, 1990), sin

embargo estos son degradados por cultivos de Phanerochaete chrysosporium, un
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sistema enzimatico intracelular, la monoxigenasa citocromo P450, que esta
presente en todos los hongos, parece estar involucrado en la degradacion de
algunos compuestos como el fenantreno, el benzo(a)pireno y DDT (Hammel et al.
1992).

A partir de los estudios realizados con hongos ligninoliticos en los afios setenta, se
comprobd que la degradacion de la lignina daba lugar a productos que provenian
de la ruptura oxidativa de anillos aromaticos. Por lo que se pensé que las
oxigenasas extracelulares podian estar involucradas en la transformacién de la
lignina (Kirk y Chang, 1975). Algunos afos después, se reportd el descubrimiento
de una ligninasa capaz de oxidar y despolimerizar la lignina y compuestos modelo
(Glen J. 1983; Shimada y Higuchi, 1983) y cuya actividad enzimatica depende del
peréxido de hidrégeno (H202). Se calcularon pesos moleculares de entre 41-42
kDa y se encontré que contenia un grupo prostético hemo (Tien y Kirk, 1984).
Estudios espectroscopicos mostraron que esta ligninasa era distinta de las
oxigenasas P450, compartia algunas caracteristicas con las hemoproteinas
transportadoras de oxigeno y que era en realidad una peroxidasa (Kirk y Farrel,

1987). A esta enzima se le denomina ahora como lignino peroxidasa (LiP).

2.5.1 Lignino peroxidasa.

La lignina peroxidasa es una hemo proteina perteneciente a la familia de las
peroxidasas, (LiP) (E.C.1.11.12.14); son capaces de oxidar una variedad de
compuestos usando un solo mecanismo, denominado la oxidacion de un solo
electron de nucleos aromaticos (Cullen y Kersten, 2004). Esta enzima tiene
semejanza con las otras peroxidasas en que tiene un grupo hemo-férrico y
funciona siguiendo la via catalitica en que la LiP es oxidada por el peréxido de
hidrogeno, generando un intermediario deficiente de electrones el cual es
conocido como compuesto |; dicho componente puede ser reducido ya sea por un

donador de electrones o por sustratos fendlicos, generando el compuesto Il el cual
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regresara a su estado de reposo inicial por medio de una reduccion posterior, que

dard como resultado un compuesto fenolico oxidado y agua.

Las peroxidasas lignoliticas difieren en los sustratos reductores (AH) en que son
oxidados por la transferencia de un electron a los compuestos | y Il. La LiP es
relativamente inespecifica en sus sustratos reductores. Puede oxidar compuestos
aromaticos de alto potencial redox tales como el alcohol Vveratrilico,

metoxibencenos y modelos diméricos no fendlicos de lignina.

El amplio rango de sustratos para la LiP, que incluye moléculas aromaticas
pequefias y de mayor peso, sugiere que debe haber al menos un sitio de unién
localizado en la superficie de la enzima (Davila y Vazquez, 2006).

2.5.2 Manganeso peroxidasa.

La enzima manganeso peroxidasa (MnP) (E.C.1.11.1.13), es una hemoproteina
que cataliza la oxidacion de Mn*? a Mn*3, la cual es dependiente de H202; El Mn*3,
es quelado por diferentes acidos organicos como glicolato u oxalacetato, y puede
oxidar a una amplia variedad de compuestos fendlicos, entre ellos a los anillos
aromaticos de los colorantes azo. El centro activo de la enzima es oxidado por el
peroxido de hidrogeno, para generar un intermediario deficiente de un par de
electrones, conocidos como el componente I; Dicho componente puede ser
reducido ya sea por Mn*2 o por sustratos fenélicos, generando el componente Il. El
ciclo es completado cuando el componente Il gana un electrén, produciendo que la
enzima detenga su actividad. La MnP es especifica en sus sustratos reductores y
solamente el Mn*? puede completar eficientemente su ciclo catalitico. Estudios
cinéticos han mostrado que el compuesto | de la MnP puede ser reducido tanto
por Mn*2 como por compuestos fenolicos, mientras que solamente Mn*?P reduce

el compuesto Il (Davila y Vazquez, 2006).
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2.5.3 Alcohol Veratril Oxidasa. (AVO)

La AVO (E.C.1.1.3.7), es una flavoproteina extra celular, su peso molecular se

sitla alrededor de 68 y 78 kDa, estas variaciones son debidas fundamentalmente

a distintos grados de glicosilaciéon (Ferreira et al. 2002), estas oxidasas catalizan

la oxidacion de alcoholes aromaticos primarios a sus correspondientes aldehidos

con produccion de H202, se caracteriza por poseer una baja especificidad de

sustrato oxidando una amplia gama de alcoholes aroméaticos con diferentes

sustituyentes. Ademas de ser el co—sustrato de las peroxidasas lignoliticas, el

H202, Podria participar en la degradacion de la lignina a través de la generacion de

otras especies activas de oxigeno. Entre estas se encuentran el OH, el cual es un

fuerte oxidante que podria estar implicado en el ataque inicial de la lignina, cuando

las enzimas ligninoliticas no pueden penetrar en la pared celular debido a su

compacta arquitectura molecular (Guillen et al 2000., Evans et al., 1994). Por otra

parte también se ha descrito que la AVO evita la repolimerizacion de los productos

liberados durante la biodegradacion de la lignina. (Marzullo et al., 1995).

2.5.4 Lacasa.

Las enzimas lacasas (p-difenol: oxigeno oxido-reductasas E.C.1.10.3.2), son

fenol-oxidasas y al igual que todas las enzimas “azules” portadoras de cobre es

una glicoporteina (Thurston, 1994), estas enzimas requieren cobre y oxigeno para

oxidar fenoles, polifenoles, aminas aromaticas y diferentes sustratos no fendlicos

mediante la transferencia de un electrén del sustrato y se acopla a la reduccion de

cuatro electrones de oxigeno, resultando en la formacién de radicales libres y

agua, (Claus, 2003) lo que permite que se lleve a cabo la polimerizacion,

depolimerizacion, metilacion y/o dimetilacion de compuestos fendlicos (Edens et

al., 1999). Se encuentran ampliamente distribuidas en plantas superiores, diversas

clases de hongos, algunas bacterias e insectos donde desarrollan una gran

variedad de funciones, incluyendo la sintesis de pigmentos, la morfogénesis de la

fruta y la detoxificacion (Galhaup y Haltrich, 2001; Mayer y Staples, 2002). Su

presencia constituye una caracteristica tipica de los hongos de podredumbre
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blanca (Kaarik, 1965). Presentan un bajo potencial rédox, que permite solo la

oxidacion directa de las unidades fendlicas de la lignina, que constituyen menos

del 10% del polimero, el producto inicial es inestable y puede sufrir una segunda

oxidacion enzimatica o de lo contrario una reaccidn no enzimatica tal como la

hidratacion o polimerizacion. La via metabolica de produccion de energia interna

es a partir de la glucdlisis en el citoplasma y ciclo de Krebs en la mitocondria que

es la misma en la mayoria de los organismos aeroébicos (Kirk y Cullens, 1998). El

interés por las aplicaciones biotecnolégicas de lacasas aumenta, cuando se

descubre su capacidad de oxidar sustratos de alto potencial redox en presencia de

mediadores

como el ABTS (2,2-azino-bis [3—etilbenztiazolina—6—acido

sulfénico]), asi como iones metalicos como Cu*? (Galhaup y Haltrich 2001); Estos

intermediarios de la degradacion de la lignina entre los que se encuentra el

alcohol veratrilico se comportan como transportadores de electrones difusibles

entre la lignina y la enzima y permite la degradacion de compuestos xenobibticos

llegando incluso a polimerizarlos, provocando asi su precipitacién y eliminacion de

efluentes contaminados por la industria petroquimica en la oxidacion de

hidrocarburos polinucleoaromaticos (Rodriguez et al., 1998; Bohmer et al., 1998),

textileras, de colorantes, pinturas y para el blanqueo de la pulpa de papel (Mayer y

Staples. 2002) entre otras como son: clarificacion del vino (remueve compuestos

fendlicos), andlisis de drogas para distinguir morfina de codeina. (Bourbonnais y
Paice, 1990; Davila y Vazquez, 2006; Gianfreda y Xu, 1999, Moreira et al., 1999).

2.6 Genero Pleurotus.

Los hongos de este género conocidos como seta, oreja blanca, hongo ostra, etc.;

En su mayoria son de color blanquecino, amarillento o rosado y a veces de color

grisaceo o azul oscuro. Pleurotus. osteratus presenta un sombrero en forma de

repisa, de 4-14 cm de diametro, blanquecino, gris o de color café grisaceo; Las

laminillas son lisas, decurrentes, blanquecinas, prolongadas inferiormente, por

debajo del punto de insercion sobre la base del estipite, con frecuencia unidas

repetitivamente al nivel de la insercién del pie. Las esporas son de color blanco,
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crema o lila palido, presentan una forma cilindrica (raramente elipsoides); presenta
un pie lateral corto, que en ocasiones puede ser excéntrico; la carne de los
cuerpos fructiferos es blanca o blanquecina, con sabor y olor agradables, crecen
en forma gregaria y por lo general imbricados, Es un hongo saprofito, el cual crece
en diversos restos vegetales, sobre troncos caidos o en pie, algunas veces se

encuentra en el suelo sobre raices podridas (Fig. 4) (Guzman et al., 1993).

Fig.4. Pleurotus ostreatrus. (Kuo, M., 2005).

El género es cosmopolita esta distribuido en Europa, Asia, Africa, Australia,
Estados Unidos, Canada y Latino América (Guinberteau, 1990). La temperatura
optima de desarrollo de las especies de este género es variable. Pleurotus
ostreatus se desarrolla en climas templados con una temperatura 6ptima de
crecimiento de 25°C, mientras que Pleurotus pulmonarius se desarrolla en climas

semitropicales y temperaturas entre 15 — 28 °C.

2.7 Genero Oxiporus.

Pertenecientes a la clase Basidiomycetes; Poseen cuerpos fructiferos anuales, de
forma resupinada, adheridos al sustrato, pileado—sésil, de consistencia corchosa
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(Fig. 5 y 6). Pileo de color anaranjado palido a naranja brillante. Poros de tamafio

y forma variables, de 0,3 - 2 mm de diametro.

Fig. 5. Oxiporus latemarginatus. (Durieu y Mont 1996).

Hongos parasitos de Phoenix canariensis (Fig. 6). Oxiporus populinus crece
sobre Quercus en bosque de Quercus—Pinus, ocasionando pudricion blanca. Esta
especie se caracteriza por presentar basidiomas de color crema a anaranjado y
por el tamafio y forma de las esporas, aunque los especimenes mexicanos solo
presentan una capa de tubos, el resto de los caracteres concuerda con la
descripcién de Gilbertson y Ryvarden (1987). Una especie parecida es Oxyporus
nobilissimus, que presenta basidiomas muy grandes, himendéforo con poros mas
grandes y cistidios con paredes engrosadas; ademas, sb6lo se ha encontrado

creciendo sobre coniferas.

Fig. 6. Oxiporus latemarginatus (M. P. Martin, 2004).
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Fig. 7. Ciclo de vida de la clase Basidiomycetes. En la parte superior izquierda basidiésporas que
germinan y producen micelios monocaridticos primarios (n), la fusién de hifas monocariéticas (n +
n) forman micelios secundarios dicariéticos, El micelio secundario crece y se diferencia para formar
estructuras reproductivas (basidios). El estadio 2n es muy breve; casi inmediatamente ocurre la
meiosis, que da como resultado la formacion de cuatro nucleos; de cada uno de ellos se desarrolla
una basidiéspora (n). (Tomado de Curtis, 2006). La diversidad de la vida capitulo 29.
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Fig. 8. Ciclo de vida de Rizophus stolonifer, Clase Zygomicetes. La reproduccién sexual ocurre
cuando 2 progametangios (+ y -), se fusionan por medio de dos células apicales (los gametangios).
Una de las células contiene numerosos nucleos (+) y la otra (-), produciendo nucleos diploides. La
célula multinucleada resultante forma una pared dura, pigmentada y verrugosa, y se transforma en
un zigosporangio latente que contiene una Unica zigospora (b). Cuando las condiciones
ambientales son favorables, justo antes de la germinacion, los nucleos diploides sufren meiosis.
Luego ocurre la germinacién, se rompe la pared del zigosporangio y emerge el esporangiéforo a
partir de la zigospora. a) (Fase asexual). En su extremo, el esporangi6éforo porta un esporangio que
daré origen a esporas (esporangiosporas) las que al germinar forman un nuevo micelio (+) 6 ().
(Tomado de Curtis, 2006). La diversidad de la vida capitulo 29.
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3. ANTECEDENTES.

A partir de la década del 80 se propuso el empleo de hongos de pudricidon blanca,

como alternativa para realizar la decoloraciébn de efluentes, asi como para la

degradacion de compuestos xenobidticos y recalcitrantes (Eggen T., 2000; Higson

F., 1991; Rodriguez et al., 1998). Los hongos de pudricion blanca se conocen bien

por su sobresaliente habilidad para producir enzimas oxidativas extracelulares, las

cuales estan involucradas en la degradacion de sus sustratos ligninoceluldsicos

naturales. La aceptacidn creciente de estos organismos en procesos de

tratamiento y biorremediacion se debe a que los hongos de pudricion blanca

poseen un sistema enzimatico extracelular de caracter no especifico (Kirk y Farrel.

1987). Debido a su baja especificidad y a la fuerte habilidad oxidativa de los

sistemas de degradacion ligninolitica, los hongos de pudricién blanca degradan un

amplio espectro de quimicos organicos y contaminantes que contienen esqueletos

similares a aquellos encontrados en la lignina, tales como hidrocarburos

aromaticos policiclicos (Collins y Dobson, 1999; Bogan, 1996; Hammel et al.,
1992; Lewandowski et al., 1990), TNT (Thorn et al., 1996), PCB (Ruckeintein y
Wang, 1994; Yadav et al., 1995), dioxinas (Takada et al., 1996; Bumpus et al.,
1985), pesticidas (Kullman y Matzumura, 1996; Kenedy, 1990), explosivos

(Gorontzy et al., 1994, Spiker et al., 1992), dicloroanilina (Arjmand y Sandermann,
1985, Morgan et al., 1991) y colorantes (Field et al., 1993; Glen, 1983; Kirby et al.,

El requerimiento de una fuente primaria de carbono y energia para degradar otro

compuesto es llamado co-metabolismo, Kirk y Farrel en 1987 exponen que la

conversion de lignina a CO2 por Phanerochaete chrysosporium es proporcional a

la cantidad de sustratos de soporte para el crecimiento por ejemplo de glucosa,;

menciona también que la adicion de lignina a cultivos limitados en fuentes de

carbono no causa aumento de la produccion de peso seco y que una de la

implicaciones para activar enzimas lignoliticas es la disminucion de ciertos

nutrimentos como lo es (N). Phanerochaete chrysosporium en medio limitado de

nitrégeno, produce actividad de ligninasa, metabolitos secunadarios, y alcohol
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veratrilico, durante la fase estacionaria de crecimiento. Lentinus edodes vy

Pleurotus ostreatus no mostraron efectos represivos por la disminucion de

nitrdgeno en este estudio indicando que este fendmeno no es general.

Téllez y Fernandez en el 2008 registraron el crecimiento y la actividad enzimatica

de Pleurotus ostreatus demostraron que la actividad enziméatica de Lacasa tiene

un comportamiento “atipico”, esto fue determinado después de comparar su

crecimiento en dos variables de fermentacion la primera en estado sélido donde

de manera inmediata el organismo carece de agua libre dentro del medio; contra

los resultados de una fermentacion sumergida, el ensayo en soporte soélido fue

llevado a cabo en cubos de espuma de poliuretano de baja densidad (17 Kg m3),

con dimensiones de aproximadamente (0.5 x 0.5 x 0.5); este medio inerte fue

impregnado con 30 ml de medio de cultivo estéril el cual contenia en g/L (10 g
glucosa; Extracto de levadura 5 g; KH2PO,0.6g; MgS04-7H20, 0.5 g; K2HPOa4,
0.4g; CuS04-5H20, 0.25 g; FeSos-7H20, 0.05g; MnSO4-H20, 0.05g; ZnSO4-7H20,
0.001q,) el pH fue ajustado con NaOH a 0.1M; Las dos variables del cultivo fueron

inoculadas con 3 pelletes de micelio en crecimiento estéril sobre medio PDA a 25

°C por 7 dias. Los cultivos fueron incubados por 25 dias en un agitador rotatorio a

120 rpm. El cultivo sumergido fue en matraces de 250 ml con solo 30 ml del

mismo medio de cultivo descrito. En las lecturas de actividad enzimatica se

encontré que los niveles de produccion de enzima Lacasa en fermentacion liquida

superaba por mucho a lo encontrado en la fermentacién de estado sélido en el

cual la cepa generé una actividad enzimatica de 2,430 U/L, alcanzando 4.5 g L?

de peso seco, ademas de 3 isoformas de lacasa que fueron identificadas; mientras

que en la fermentaciéon en estado liquido se registraron 13,000 U/L! de valor

maximo para la misma enzima y un peso seco generando de 4.5 g L%, con 4

isoformas de la enzima lacasa identificadas demostrando asi que la produccion de

enzimas para la degradacion depende del tipo de substrato y condiciones de

cultivo. La fermentacidbn sumergida es posible que favorezca la sintesis de

enzimas gracias al intercambio de oxigeno propio de la fermentacion en estado
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Ivana y colaboradores en el 2005 evaluaron en placas de agar la habilidad de

decolorar ocho diferentes tipos quimicos de colorantes (Naranja G, Amaranto,
Naranja I, Azul R brillante Remazol (RBBR), Ftalocianina Cu, Poly R-478, Verde

malquita y cristal violeta.) por el hongo de pudricién blanca Dicothomus squalens;

El hongo mostro una alta capacidad degradativa de todos los colorantes probados,

pero no tan extensa fue la degradacion para todos los colorantes algunos de estos

mostraron tener un efecto negativo en el crecimiento miceliar demostrando asi una

correlacion positiva entre el rango de crecimiento y la habilidad de decoloracion.

Incluso la cepa fue viable en concentraciones de 2 g/L de colorante; El

experimento de decoloracion también fue evaluado en cultivo liquido con los

colorantes naranja G, y RBBR, se evidencié un incremento de enzima lignolitica y

en la produccion total de peroxido de hidrégeno, acompafiado de una disminucién

de la produccion de la biomasa. RBBR fue removido de manera mas eficaz del

medio liquido que el colorante naranja G.

Rodriguez et al. en 1998 examinaron 16 cepas de hongos lignoliticos en la

degradacion de 23 colorantes industriales con un rango de ph 3-11; asi determiné

en extractos crudos de medios en estado solido la actividad enzimatica de lacasa,

manganeso peroxidasa, lignino peroxidasa y aryl alcohol oxidasa. Demostré que

P. ostreatus es capaz de degradar 12 de los 23 colorantes, exhibiendo actividad

elevada de lacasa y manganeso peroxidasa aunque los niveles mas altos de

actividad volumétrica fueron encontrados en Trametes hispida en medio solido,

esta capacidad decolorativa se asoci6 a enzimas extracelulares, sin embargo los

extractos crudos de P. ostreatus fueron viables para degradar solo 5 colorantes;

mostrando que otros mecanismos enziméaticos bien pueden estar involucrados en

procesos degradativos de colorantes como citocromos P450 o peroxidasas.

Ambos hongos exhibieron altas actividades enziméaticas de lacasa y manganeso

peroxidasa; aunque la mas alta actividad volumétrica fue encontrada en Trametes

hispida. En cultivo sdélido de avena se evidencio una actividad mas alta de lacasa y

manganeso peroxidasa comparada con la obtenida en el medio liqguido complejo.

Solo la actividad de lacasa fue relacionada con la decoloracidon de los extractos

crudos. Dos isoenzimas de lacasa de Trametes hispida fueron purificadas y su
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actividad de decoloracion fue caracterizada y evidenciada en 11 colorantes de los

23 usados.

Cardona et al. en el 2009 evaluaron siete cepas de hongos ligninoliticos en funcién

de su capacidad para degradar el colorante Orange Il y también los colorantes

industriales Rojo Cibacron®, Rojo Erionyl®, Azul Terasil® y Turquesa Erionyl® en

medio semisolido y liquido. Phanerochaete chrysosporium y Phanerochaete

mostraron buena capacidad degradativa, alcanzando 98% de

decoloracion en medio liquido para Orange Il y entre 82% y 86% para los otros

colorantes industriales después de ocho dias de tratamiento. En medio semisolido

todos los colorantes se eliminaron completamente, durante el tratamiento en

medio liquido se observé que los hongos crecieron con un comportamiento

diauxico presentando adsorcion parcial del Orange Il durante la primera etapa de

crecimiento exponencial, en la fase estacionaria el colorante fue finalmente

degradado.

Knappy y Newby (1998) probaron una gran cantidad de cepas en un efluente que

contenia colorantes pertenecientes al grupo di azo y croméforo, seleccionaron 5

cepas con

las mejores caracteristicas para la decoloracion, todas ellas

presentaban rangos de 70 a 80 % de decoloracion en medio Sabouraud Dextrosa

Agar; Posteriormente se evalud su potencial de degradacion en un nuevo medio

de cultivo nitrdgeno-limitado. Se destac6 la cepa Coriolus versicolor, aunque

todas las deméas cepas mostraron una decoloracién de entre 5 a 40%; La mejor

decoloracion se llevé a cabo en la concentracion mas baja del efluente pero el

rango inicial y final de decoloracion fue de 40%. v/v. La mejor reduccion de color

mostré una absorbancia de 119 y 147 unidades (en max), registrados en el 3°y 7°

dia respectivamente.

Lee et al. (1998); Nsereko et al. (2000); y Park et al. (2002) mencionaron que el

tipo y actividad de las enzimas producidas puede variar dependiendo del

microorganismo, del sustrato de crecimiento y de las condiciones de cultivo, asi

como del tiempo empleado para la producciéon de las enzimas. Adicionalmente se

ha observado en diversos estudios, que gracias a la composicion de la pared
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celular de estos hongos, y a la afinidad de algunos compuestos de estas con los

colorantes, se puede dar un proceso de biosorcion a través del micelio ya sea de

manera de biomasa viva o0 muerta (Robinson et al., 2001); Sumathi y Manju en el

2000 demostraron que Aspergillus niger es capaz de remover hasta en un 95%

colorantes de tipo azo; un cultivo estacionario también de Aspergillus niger fue

usado para decolorar un complejo de agua residual de una industria textil por

medio de un biorreactor “airlift”, sobre una amplio rango de pH (pH 3 - 7) la

decoloracion fue de un 100%, con un pH 12 se obtuvo aun un valor del 60% de

decoloracion, este proceso demuestra una alta tolerancia a través de cambios

bruscos de pH, ademas de que no esta limitado a este tipo de colorantes tipo azo;

también acidos, basicos, directos, dispersos y reactivos han sido removidos de

una solucion dentro de una pocas horas. (Assadi y Jahangiri, 2001).

Tlecuitl et al. (2008) estudiaron la produccién de lacasa durante las fases lag,

exponencial y estacionaria de crecimiento de Pleurotus ostreatus en fermentacién

sumergida. La actividad de lacasa fue correlacionada positivamente con el

crecimiento del hongo. El rango especifico de crecimiento fue de 0.02 hl y el

monto maximo de biomasa seca alcanzado (7.8 g/L!) fue obtenido después de

480 h. de crecimiento, cuatro isoformas de lacasa fueron secretadas por el hongo,

llamadas, L1, Li2, L3y Li4. Li2, L3 y L4 y producidas en la fase estacionaria

(entre las 408 y 456 h aproximadamente). Mientras Li1 se produjo durante la fase

lag, exponencial y estacionaria de crecimiento. La actividad méaxima de lacasa (12

200 UL™?) fue observada al inicio de la fase estacionaria (a 432 h de crecimiento).

Palmieri en el 2003 investigd la habilidad de P. ostreatus para degradar el

colorante Remazol Brilliant Blue R (RBBR) en placas de agar, la decoloracion fue

medida visualmente directo de las placas y en los cultivos liquidos, esto fue

medido usando un espectrofotometro marca Jasco V530 con un rango de longitud

de onda 200-800 nm, y la absorbancia a 592 nm, la cual corresponde a la maxima

longitud de onda visible de absorbancia. Cuando el organismo crecido en medio

liquido fue suplementado con alcohol veratrilico, el hongo degrado completamente

RBBR en 3 dias. En estas condiciones P. ostreatus produce entre otras enzimas,
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lacasas, Alcohol Veratril Oxidasa, y peroxidasas. Pero solo lacasa parece
responsable de la transformacién de RBBR. Dos lacasas purificadas (POXC y
POXA3), y reconocidas viables, para degradar in vitro el colorante, esto en
ausencia de algun mediador redox. Estas lacasas difirieron significativamente en
la eficiencia de decoloracion del colorante probado, sugerido por la comparacion
de sus eficiencias cataliticas (Km). Ademas usando una mezcla de ambas lacasas
POXC y POXA3 fue observada una remarcable mejora en la reaccion y en el nivel
final de decoloracion. El alcance de la decoloracion de RBBR depende también de
la temperatura de incubacién y concentracion enzimatica, esto bajo condiciones

acidas. El tratamiento con la mezcla de enzimas redujo la toxicidad en un 95%.

ESCUELA DE BIOLOGIA B.U.A.P



EVALUACION DE HONGOS CON CAPACIDAD BIODEGRADADORA DE COLORANTES INDUSTRIALES.

4. JUSTIFICACION.

Uno de los contaminantes de mayor impacto en el medio ambiente son los
colorantes producidos en diversas industrias, principalmente textiles. Se estima
gue entre el 10-15% de los colorantes usados en industrias son arrojados a aguas
residuales. Muchos de estos compuestos son estables al ataque de la luz, la

temperatura y a procesos fisicoquimicos convencionales.

Actualmente no existen métodos estandarizados para el tratamiento de efluentes
contaminados con colorantes industriales, esto debido a la complejidad de los
procesos empleados y a las muy diversas estructuras quimicas de estos
compuestos recalcitrantes. En paises con mayor desarrollo utilizan métodos
fisicoquimicos para la remocion de los contaminantes, pero estos usualmente son
de elevado costo, haciéndose asi aun mas dificil de implementarse en paises

como México.

Es importante por esta razén implementar el uso de nuevas tecnologias amigables
con el medio ambiente, como son los procesos biolégicos de degradacion;
Algunos micromicetes y macromicetos como los hongos de pudricion blanca,
tienen la capacidad de degradar estos contaminantes, gracias a la produccion de
enzimas extracelulares de baja especificidad de sustrato y a la capacidad aparente
que tienen los organismos flngicos de bioabsorber los componentes
recalcitrantes, siendo asi esta una alternativa viable en tecnologias de

biorremediacion.
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5. HIPOTESIS.

Los micromcetos y macromicetos capaces de crecer en efluentes contaminados
con colorantes industriales son competentes para biodegradar un rango variable
de colorantes.
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6. OBJETIVO GENERAL .

Evaluar y comparar la capacidad de degradacion de colorantes industriales
usando cepas seleccionadas de Pleurotus ostreatus y Oxyporus latemarginatus
(MP3) del orden Basidiomicetos, contra cepas de Rhizomucor variabilis var.

(MP1) y Regularior (MP2) del orden Zygomicetos.

6.1 OBJETIVOS PARTICULARES.

» Evaluar el potencial de cepas seleccionadas para degradar colorantes
industriales y registrar la velocidad especifica de crecimiento en medio

sélido suplementado y limitado en fuentes de carbono.

* Analizar los procesos de degradacion de colorantes a través de cepas
seleccionadas sometidas a fermentaciones en medio liquido limitando la

fuente de carbono.

e Evaluar la actividad enzimatica de Lacasa, Manganeso peroxidasa y
Alcohol veratril oxidasa; ademas de la biomasa generada en fermentacion

liquida en presencia de colorantes industriales.
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7. MATERIAL Y METODOS.
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Fig. 9. Diagrama de flujo, de las actividades principales que se desarrollaron para la investigacion.
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7.1 CEPAS BAJO ESTUDIO.

Una de la cepas utilizadas para el presente estudio fue Pleurotus ostreatus ATCC

32783, (American Type Culture Collection, Maryland USA). Este hongo se propago

en agar, papa, dextrosa (PDA) a 25°C por 7 dias y se mantuvo a una temperatura

de 4°C, resembrandose periédicamente.

Las tres cepas restantes de hongos denominadas MAPO1 (Rhizomucor variabilis

var.), MAPO2 (Regularior sp.) y MAPO3 (Oxyporus latemarginatus), (M= muestra;

A= agua; P= Puebla; 01, 02, 03, = numero de aislamiento) fueron aisladas de una

zona contaminada con efluentes textiles. En estudios previos se reportd que estas

cepas poseen la capacidad de degradar colorantes textiles sintéticos de los grupos

azo, indigo y sulfonico, los colorantes mas empleados en la industria textil. Las

tres cepas aisladas seleccionadas se conservaron y propagaron en cajas petri con

PDA (Agar papa-dextrosa) y fueron almacenadas a 4°C.

Se realizaron examenes macroscopicos y micro cultivos que corroboraron la

pureza e identificacidon esto consistid en el montaje de una camara estéril de

incubacion. Se us6 una varilla de vidrio en forma de V, que se coloc6 dentro de la

base de una caja Petri y sobre esta se sitio un porta objetos. En

aproximadamente 10 mm de largo con un espesor de 5mm; a los lados del cubo

se inocularon muestras del hongo a examinar, finalmente encima se coloco el

cubre objetos. La camara se hidraté con 10 ml de agua destilada estéril; el ensayo

se incubd a 30 °C por 72 h. en ausencia de luz.

7.2 ENSAYOS DE DECOLORACION EN MEDIO SOLIDO ADICION ADO Y
LIMITADO EN FUENTE DE CARBONO.

Las cepas se sometieron a dos variables de medio soélido, el primero limitado en

fuente de carbono (MSLFC) siendo la proporcion de colorante 150 mg por L, (500

ppm) adicionado sélo con 20 g de agar. El segundo medio adicionado con fuente

de carbono (MSAFC), se elaboré con 20 g de agar, 3.5 g de extracto de malta, 10

g de almidén, y 150 mg de colorante por L (500 ppm). Se tomé una muestra de
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aproximadamente 0.78 cm/e (didmetro), por medio de un horadador, esta muestra

se inoculo en las dos variables del medio incubando a 29° C; Para evaluar la

velocidad de crecimiento y degradacion se midio el crecimiento miceliar con halos

de decoloracién usando un vernier marca Pretful.

Los colorantes industriales usados para el ensayo fueron: indigo clarient 94

(NDIGO), negro RDT (NEGRO RDT), (proporcionado por la empresa parras),

negro dianix (N DNX), rojo dianix (R DNX), amarillo dianix (A DNX), rojo remazol
(R RMZ), amarillo remazol (A RMZ) y azul remazol (AZ RMZ), (donados por la
empresa BASF).

El colorante indigo clarient 94 es un colorante de naturaleza insoluble el cual se

sometié a un proceso de solubilizacién. El volumen obtenido fue de un litro en la

siguiente proporcion: 750 ml de agua, 1 g de setamol WS previamente disuelto en

agua caliente, se disperso a la solucion 80 g de aiiil, tras agregar 130 g NaOH al

50 %, posteriormente se agreg0d hidrosulfito de sodio hasta disolverse, evitando

gue penetrara en demasia aire al colorante “madre” al agitar. Posteriormente se

aforo a 1 litro y se agito nuevamente. El proceso de reduccion del aiil termina al

cabo de 2 a 3 h. Esta informacion fue proporcionada por la empresa BASF.

7.3 DEGRADACION DE COLORANTES INDUSTRIALES EN FERME NTACION
LIQUIDA CON MEDIO LIMITADO EN FUENTE DE CARBONO.

Las cuatro cepas demostraron la habilidad de crecer en el medio sélido limitado en

fuente de carbono (MSLFC) y en el medio sélido adicionado con fuente de

carbono (MSAFC) con los ocho distintos colorantes industriales, sin embargo

Pleurotus ostreatus y Oxiporus latemarginatus, se destacaron en la degradacion

de los distintos colorantes. Es asi que estas dos cepas con el mejor desempeiio

se evaluaron en su capacidad para degradar colorantes industriales en un medio

liquido limitado en fuente de carbono (MLLFC) este contenia por litro, d- glucosa 3
g; tartrato di amonio, 0.66 g; MgSO4. 7H20, 0.15g; CaCl.. 2H20, 30 mg;
FeS04.7H20, 5.55 mg; H3sPO4 (2N), 3.27 ml; y en ensayos separados se adiciono
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150 mg/L de los colorantes, azul remazol (AZ RMZ), indigo clarien 94 (INDIGO) y

rojo dianix (R DNX), el pH se ajusté a 4.5. Estd metodologia se adapté de
Janshekar y Fiechter 1988.

Bajo condiciones de esterilidad por medio de un horadador se cortaron pelletes de

la periferia de las cepas puras propagadas en medio PDA de aproximadamente

0.78 cm/e (didametro), y posteriormente por duplicado se inocularon 3 muestras en

matraces Erlenmeyer de 250 ml que contenian 50 ml del (MLLFC) y en ensayos

separados los 3 distintos colorantes.

Las muestras se incubaron a 29 °C con agitacion orbital de 190 rpm, durante un

periodo de 22 dias. Se muestrearon 6 puntos de la fermentacion con intervalos de

48 y 120 h, filtrdndose las muestras a través de un papel filtro Watman No. 4

mantenido en peso seco constante mediante una estufa a 40°C, de estas

muestras se obtuvo el caldo enzimético o de fermentacion y la biomasa generada

(micelio); las muestras en el papel filtro fueron desecadas en estufa a 40°C

durante 24 h, para obtener el peso seco.

La decoloracion en medio liquido fue medida por medio de espectrofotometria

usando un espectrofotdmetro marca Jasco, con un rango de longitud de onda de

200-900 nm. EIl porcentaje de decoloracion para una mezcla de colorantes puede

ser calculado por medio de las mediciones de las absorbancias en la region visible

(350 nm - 650 nm) tanto para la muestra original como para la tratada; la

diferencia entre estos dos espectros brinda la informacién acerca de la reduccién

del colorante. Se determind el porcentaje de decoloracion por medio de la

siguiente ecuacion:

Aa-Y Ab
% Decoloracién = u %100
Z Aa

Donde: Aa: absorbancia de la muestra original Ab: absorbancia de la muestra
tratada (Londofio et al., 2001).
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8. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA.

Los sobrenadantes del cultivo fueron obtenidos por la filtracion del medio, el cual
se vertid a un vaso bridado sujeto con unas pinzas a un embudo de vidrio con
membrana milliporo (0.45 um), el medio de cultivo fue succionado por una bomba
de vacio hasta depositarse en un matraz kitasato de 250 ml. Se realiz6 la
determinacion de la actividad enzimatica de Lacasa, (E.C.1.10.3.2); Manganeso
peroxidasa, (MnP) (E.C.1.11.1.13), y Alcohol Veratril Oxidasa, (AVO) (E.C.1.1.3.7);
a partir de los sobrenadantes obtenidos por filtracién del (MLLFC). Para lacasa la
determinacién se bas6 en el cambio de absorbancia del sustrato DMP (2,6—
dimetoxifenol) 2mM, adicionado a cada muestra por triplicado; para manganeso
peroxidasa se us6 100 pL de colorante rojo fenol al 0.01% como sustrato, y para la
enzima (AVO), se usaron 125 uL de alcohol veratrilico, en estos se evidencio la
actividad enzimatica mediante la utilizacion de un equipo de espectrofotometria
UV/Vis Jenway 6405 a una longitud de onda de 240 nm; Una unidad (U) de
actividad de Lac., MnP., y AVO; se consider6 como la cantidad de enzima

necesaria que provoca un incremento de una unidad de absorbancia por minuto.

8.1 DETERMINACION DE ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LACASA

La actividad enzimatica de lacasa (E), se determiné con el sobrenadante del
extracto extracelular (EE) obtenido en diferentes tiempos de la fermentacién
utilizando DMP como sustrato. La mezcla de reaccion se preparé con 900 ml de
DMP 2mM en buffer de fosfatos a pH 6.5 a 0.1 My 100 ml de EE. La absorbancia
se leyo en un espetrofotometro Jenway 6405 UV/Vis a una longitud de onda de
468 nm después de 1 minuto de incubacién a 40 °C en una celda Peltier. Una
unidad de actividad de lacasa (U) se considera como la cantidad de enzima que

provoque un incremento de una unidad de absorbancia por minuto.
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8.2 DETERMINACION DE ACTIVIDAD ENZIMATICA DE MANGAN ESO
PEROXIDASA.

Se midié la actividad enzimatica de MnP usando la metodologia descrita por
Kuwahara et al.,, 2004. La mezcla de reaccion contenia 100 pL de rojo fenol al
0.01%, 100 pl de lactato de sodio 250 mM, 200 yL de albumina sérica bovina al
0.5%, 50 pl de MgS0O4. 7 H20 2mM, 50 pl de peréxido de hidrégeno preparado en
buffer de succinato de sodio 20 mM (pH 4.0) y 100 ul de muestra. La reaccion se
mantuvo en incubacion a 30 °C durante 5 minutos y posteriormente se leyd a una

longitud de onda de 610 nm.

8.3 DETERMINACION DE ACTIVIDAD ENZIMATICA DE ALCOHO L VERATRIL
OXIDASA.

La actividad enzimatica de Alcohol Veratrii Oxidasa (AVO) se determino
agregando 375 pL de buffer de tartrato de sodio 0.33 M a pH 3, 125 pL de alcohol
veratrilico 70 mM, 50 uL de perdxido de hidrégeno a 10 mM, 400 pL de agua 'y 100
uL de muestra. La absorbancia se ley6 en un equipo de espectrofotometria UV/Vis
Jenway 6405 a una longitud de onda de 240 nm después de 30 minutos de

incubacion a 40 °C.
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8.4 PARAMETROS CINETICOS.

Para determinar los parametros de crecimiento se considero que la produccién de
biomasa X = X (t) por la ecuacion logistica (1), y la minimizacion del error
cuadréatico con la herramienta solver de la hoja electonica de Microsoft Excel.
(Diaz et al. 2001., Tleuitl et al., 2003).

La solucién de la ecuacion logistica es (2):

o X max
X = ey 2)

Donde p es la velocidad especifica de crecimiento Xmax €s el valor de biomasa

méaxima o de equilibrio y:

X_—X

(‘1 — max o

X, Con X=Xo
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9. RESULTADOS.

Para P. Ostreatus se observd un crecimiento rapido, después de 8 dias de

inoculado el medio sélido (PDA), se observé macroscopicamente en él, un micelio

aéreo algodonoso de color blanco y denso (Fig. 10 a), también por medio de

microscopia se pudieron apreciar micelios semitabicados y ramificados (Fig. 9 b y

Fig. 10. (a) Se muestra morfologia macroscépica de Pleurotus ostreatus, (b y ¢); micelios tefiidos

con colorante azul algodén que evidencian micelios semitabicados caracteristicos de hongos
basidiomicetos (40 x).

Para la cepa O. latemarginatus se obtuvo un crecimiento en placa relativamente

rapido después de 8 dias de inoculado el hongo; se observé macroscopicamente

un micelio aéreo cremoso, de apariencia algodonosa (Fig. 11 a). El ensayo de

microscopia revelo la presencia de micelios semitabicados y ramificados (Fig. 11 b

Fig. 11. (a) Oxyporus latemarginatus im

agen macroscopica, (b y c) micelio tefiido con colorante

azul algodén, observados con aumento (40 x), evidenciando micelios semitabicados.
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De la cepa Rhizomucor variabilis se otuvd un crecimiento un tanto lento despues
de 10 dias de inoculado el hongo en placas con medio PDA, se observé el
desarrollo de un micelio semiaereo de coloracion marrén, con esporas grisaseas
(Fig. 12 a), del ensayo microscopico se puede observar hifas delgadas sin septos,
ademas de estructuras reproductivas como esporangios y conidios (Fig. 12bycy
Fig. 13).

Fig. 12. (a) Se muestra morfilogia macroscopica de cepa Rhizomucor variabilis (b) hifas cenociticas
y un esporangio diseminado, (c) esporangio globoso de esporas elipticas (40 x).

Fig. 13 (a) De Rhizomucor variabilis, se muestra una hifa ramificada desde su base finalizando en
su parte apical con un esporangio globoso; (b) se muestran hifas cenociticas y un esporangio
globoso, (c) conidios diseminados microscopia (40 x).

Respecto a la cepa Regularior sp. La morfologia observada macroscopicamente
revela un micelio poco denso de coloracién marrén y esporas blanquecinas. Fig.
14 (a); microscopicamente se observaron hifas delgadas sin septos, ademas de
estructuras reproductivas como esporangios, columnelas y conidios. (Fig. 14 by c;
y Fig. 15.)
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(@) e (b) (©)

Fig. 14. (a) Se muestra morfologia macroscépica de cepa Regularior sp. (b), morfologia
microscopica (40 x) muestra 3 hifas cenociticas, (c) esporangio globoso de esporas elipticas y
columnela esférica.

(c)

Fig. 15. Se muestra morfologia microscépica (40 x) de cepa Regularior sp. (a) conidios elipticos, (b)
y (¢) hifas cenociticas.

9.1 ENSAYOS DE DECOLORACION EN PLACA CON MEDIO SOLI DO
LIMITADO DE FUENTE DE CARBONO.

Para probar la capacidad de las cepas seleccionadas de biodegradar los
colorantes industriales se evalu6 el crecimiento miceliar con halos de decoloracion
formados en un medio de cultivo solido el cual tenia como Unica posible fuente de

carbono el colorante.

Aungue las cuatro cepas crecieron en el Medio Soélido Limitado en Fuente de
Carbono (MSLFC) solo Pleurotus ostreatus y Oxiporus latemarginatus presentaron
de manera mas evidente un proceso de degradacion de los distintos colorantes.
Estos resultados se obtuvieron mediante la valoraciébn y comparacién ante un

ensayo control, que consistia en el MSLFC, sin inocular y de manera
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independiente con las 8 variantes de colorante industrial, es asi que se calificaron
los resultados como: +++ Decoloracion total, ++ Decoloracion media, +

Decoloracion minima, X inhibicion de crecimiento (Tabla 4).

Tabla 4. Decoloracion de colorantes en medio soélido
limitado en fuente de carbono.

CEPA COLORANTE INTESIDAD DE
DECOLORACION
P. Ostreatus. NEGRO DIANIX +
ROJO DIANIX +
AMARILLO DIANIX +
ROJO REMAZOL ++
AMARILLO REMAZOL +
AZUL REMAZOL +++
INDIGO +
NEGRO RDT +++
O. Latemarginatus. NEGRO DIANIX +
ROJO DIANIX +
AMARILLO DIANIX +

ROJO REMAZOL ++
AMARILLO REMAZOL
AZUL REMAZOL
INDIGO

NEGRO RDT

++ + +

R. variabilis. NEGRO DIANIX
ROJO DIANIX
AMARILLO DIANIX
ROJO REMAZOL
AMARILLO REMAZOL
AZUL REMAZOL
INDIGO
NEGRO RDT

T+x+++4++

Regularior sp. NEGRO DIANIX
ROJO DIANIX
AMARILLO DIANIX
ROJO REMAZOL
AMARILLO REMAZOL
AZUL REMAZOL
INDIGO
NEGRO RDT

X X + + + + + +

+++ Decoloracion total, ++ Decoloracién media, + Decoloracién minima, X inhibicion.
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De la cepa de P. ostreatus se valord el crecimiento miceliar radial observado en
placa, de este ensayo se destaco el crecimiento en tres distintos colorantes siendo
A DNX y AZ RMZ donde alcanzé en el dia 8 su Maximo Crecimiento Radial
(MCR), y en el dia 10 para el colorante N RDT (Tabla 5).

Tabla 5. Velocidad de crecimiento de cepa  Pleurotus ostreatus en medio

MSLFC y colorantes.
0.44 0.65 0.7 0.92 1.22 1.28 1.57 1.77 2.65 2.65
0.51 0.59 0.74 1.61 1.78 1.82 2.1 2.38 3.16 3.16

0.57 0.66 0.78 131 1.68 2.04 2.54 2.54 MCR MCR

0.42 0.48 0.56 0.75 1.02 1.19 1.35 15 1.62 1.62
0.53 0.82 0.59 1.02 1.31 1.58 1.69 1.77 2.1 2.1

0.45 0.57 0.67 0.98 1.2 15 1.9 1.9 MCR MCR
0.51 0.59 0.73 1.02 1.4 1.43 1.49 1.64 1.64 1.64
0.47 0.55 0.63 0.9 1.19 1.38 1.65 1.65 1.65 MCR

Los colorantes fueron afadidos a una concentracion de 500 ppm antes de esterilizar el medio
sélido. (MCR) Maximo Crecimiento Radial, unidades en (cm).

Del ensayo en MSLFC, con la cepa P. ostreatus, pese a que no en todos los
colorantes se obtuvo una decoloracion significativa si se observo en algunos
ensayos como en el ensayo con colorante R RMZ la presencia de halos de
decoloracién, esto puede ser una evidencia de la capacidad de utilizar el colorante
como Uunica fuente de carbono, aunque bien puede no ser una fuente suficiente
para sustentar su crecimiento y por ende permitirle la utilizacion de todo el
colorante dispuesto en la placa (Fig. 16 b y ¢); Se muestra también en la Fig. 17 (b
y c)y 18 (b y c), los procesos de degradacion del colorante AZ RMZ Y NEGRO
RDT respectivamente, donde se puede observar que el crecimiento miceliar puede

bien estar acompafado de la decoloracion del compuesto xenobibtico.
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Fig. 16. Decoloracion de colorante R RMZ en MSLFC. (a) control rojo remazol, (b y ¢ ) crecimiento
de P ostreatus y proceso de degradacién de colorante R RMZ despues de 10 dias.

.

Fig. 17. Decoloracién de colorante AZ RMZ en MSLFC. (a) control azul remazol, (b y ¢ )
crecimiento de P ostreatus y proceso de degradacion de colorante AZ RMZ despues de 10 dias.

Fig. 18. Decoloracion de colorante NEGRO RDT ‘en MSLFC. (a) control NEGRO RDT, (b y c)
crecimiento de P. ostreatus y proceso de degradacion del colorante NEGRO RDT despues de 10
dias de inoculado el medio.

El crecimiento miceliar observado en el MSLFC por la cepa O. latemarginatus fue
relativamente rapido ya que este alcanzé su MCR en 4 distintos colorantes, siendo
el mas rapido el ensayo en presencia de el colorante NEGRO RDT al alcanzar en
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el dia 7 su MCR, seguido por los colorantes AZ RMZ, A RMZ, e INDIGO el dia 8
del ensayo (Tabla 6).

Tabla 6. Velocidad de crecimiento de cepa  Oxiporus latemarginatus en
MSLFC y colorante.

0.66 1.61 2.46 3.06 3.75 4.21 4.21 421
0.81 1.68 2.53 2.93 3.65 4.1 4.1 4.1

0.77 1.46 2.25 2.74 3.06 3.8 3.8 3.8

0.84 1.74 2.66 3.43 3.75 4.31 4.31 4.31
0.79 1.58 241 3.49 3.49 3.49 3.49 MCR
0.72 1.52 2.16 3.27 3.81 3.81 3.81 MCR
0.64 0.97 15 1.88 2.36 2.36 2.36 MCR
0.65 1.69 2.6 3.85 3.85 3.85 MCR MCR

Los colorantes fueron afiadidos a una concentracion de 500 ppm antes de esterilizar el medio
sélido. (MCR) Maximo Crecimiento Radial unidades (cm).

Aunque la cepa O. latemarginatus fue capaz de crecer en el MSLFC, solo en

presencia de el colorante R RMZ, se observo un halo de decoloracion, prueba de

que la cepa es capaz de utilizar el colorante como Unica fuente de carbono. (Fig.
19 c).

Fig. 19. Decoloracion de colorante R RMZ en MSLFC. (a) control R RMZ, (b y c) crecimiento de O.
latemarginatus y proceso de degradacién de colorante R RMZ después de 8 dias de inoculado el
medio.
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La cepa Rhizomucor variabilis de igual manera fue capaz de crecer en el MSLFC

con los distintos colorantes, solo en el colorante AZ RMZ aparentemente al dia 7

del ensayo detuvo su crecimiento, en ninguno de los ensayos para esta cepa se

observo halos de decoloracion (Tabla 7).

Tabla 7. Velocidad de crecimiento de cepa Rhizomucor variabilis en MSLFC y

colorante.

0.7 1.57 2.04 2.43 2.75 3.23 3.23 3.23
0.99 1.58 2.39 3.13 3.59 3.95 3.95 3.95
1.34 2.22 3.11 3.39 3.95 3.95 3.95 MCR
0.87 1.63 2.58 3.07 3.56 3.56 3.56 MCR
1.25 1.71 2.57 3.17 3.69 4.25 4.25 4.25
1.04 1.6 2.51 3.01 3.82 3.82 3.82 X

0.68 1.1 1.61 1.87 1.83 2.18 2.18 2.18
1.01 1.68 2.50 3.19 3.59 3.89 3.89 3.89

Los colorantes fueron afadidos a una concentracion de 500 ppm antes de esterilizar el medio
sélido. (MCR) Maximo Crecimiento Radial, (X) inhibicién de crecimiento, unidades en (cm).

La cepa Regularior sp. Fue capaz de crecer en todos los ensayos con los distintos

colorantes industriales, aunque al parecer los colorantes INDIGO y N RDT,

tuvieron un efecto negativo en el desarrollo de esta cepa inhibiendo su crecimiento

en el dia 4 y 5 respectivamente (Tabla 8).
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Tabla 8. Velocidad de crecimiento de cepa  Regularior sp. En MSLFC vy

colorante.
0.86 1.54 2.27 2.31 2.45 2.69 3.26 3.26
0.91 1.6 2.26 2.97 3.57 3.92 3.915 X
1.09 1.85 2.62 2.85 2.965 2.97 MCR MCR
1.43 1.87 2.39 3.11 3.64 3.64 MCR MCR
0.92 1.6 2.23 3.2 3.53 3.78 3.78 MCR
0.85 1.47 2.57 3.17 3.65 3.82 3.82 MCR
0.68 1.13 1.48 1.48 X X X X
1.09 1.67 1.67 X X X X X

Los colorantes fueron afiadidos a una concentracion de 500 ppm antes de esterilizar el medio
sélido. (MCR) maximo crecimiento radial, (X) inhibicién de crecimiento, unidades en (cm).

9.2 ENSAYOS DE DECOLORACION EN PLACA CON MEDIO SOLI DO
ADICIONADO EN FUENTES DE CARBONO.

Se ha reportado que existe en la degradacion fungica procesos de co-

metabolizacion en presencia de compuestos xenobidticos como los colorantes

sintéticos y otras fuentes de carbono. El ensayo en placa con medio sélido se

enriquecié con almidon, extracto de malta y colorante. Las cuatro cepas

seleccionadas presentaron un mayor crecimiento miceliar aunque nuevamente los

mejores resultados de decoloracién fueron presentados por Pleurotus ostreatus y

Oxiporus latemarginatus; para Rhizomucor variablis y Regularior sp. se evidencio

solo un mejor crecimiento en presencia de los 8 distintos colorantes sintéticos

(Tabla 9).
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Tabla 9. Decoloracion de colorantes en medio soélido
limitado en fuente de carbono.

CEPA COLORANTE INTESIDAD DE
DECOLORACION
P. Ostreatus. NEGRO DIANIX +
ROJO DIANIX ++
AMARILLO DIANIX +
ROJO REMAZOL +++
AMARILLO REMAZOL ++
AZUL REMAZOL +++
INDIGO ++
NEGRO RDT +++
O. Latemarginatus. NEGRO DIANIX +
ROJO DIANIX ++
AMARILLO DIANIX +
ROJO REMAZOL +++
AMARILLO REMAZOL ++
AZUL REMAZOL +++
INDIGO ++
NEGRO RDT +++
R. variabilis. NEGRO DIANIX +
ROJO DIANIX ++
AMARILLO DIANIX +
ROJO REMAZOL +
AMARILLO REMAZOL +
AZUL REMAZOL +
INDIGO +
NEGRO RDT ++
Regularior sp. NEGRO DIANIX +
ROJO DIANIX +
AMARILLO DIANIX +
ROJO REMAZOL +
AMARILLO REMAZOL +
AZUL REMAZOL ++
INDIGO +
NEGRO RDT ++

+++ Decoloracion total, ++ Decoloracién media, + Decoloracién minima.

ESCUELA DE BIOLOGIA B.U.A.P



EVALUACION DE HONGOS CON CAPACIDAD BIODEGRADADORA DE COLORANTES INDUSTRIALES.

En el MSAFC P. ostreatus mostré una mayor capacidad de decoloracion y
crecimiento, alcanzando un MCR en el dia 10 para los colorantes A RMZ, AZ
RMZ, INDIGO Y NEGRO RDT (Tabla 10). En general el crecimiento miceliar se
presentaba mas denso, y los procesos de decoloracion se vieron mas acentuados
de manera particular en los colorante R RMZ, A RMZ, y NEGRO RDT (Fig. 20 b y
c; Fig. 21 b yc; y Fig. 22 b y c respectivamente).

Tabla 10. Velocidad de crecimiento de cepa Pleurotus ostreatus en MSAFC y

colorante.

N DNX oK% 0.61 1.14 1.6 1.7 1.76 2.37 2.56 3.64 3.64
PSS 0.43 0.75 1.24 1.71 2.47 2.84 3.6 4.09 4.09 4.09
A DNX MRsis 0.64 1 1.96 2.58 2.99 3.33 3.75 3.75 3.75

SR 043 0.62 0.94 1.87 2.53 2.99 3.35 3.69 3.69 3.69

YA 0.41 0.53 1.2 2.07 2.81 3.26 3.91 3.91 3.91 MCR
VAR 0.55 0.72 0.76 11 1.64 221 2.81 3.67 3.67 MCR
\plleior 0.44 0.75 1.1 1.62 2.19 2.73 3.22 3.22 3.22 MCR
NERERE 049 0.65 1.76 1.9 2.2 3.07 3.91 3.91 3.91 MCR

Los colorantes fueron afiadidos a una concentracion de 500 ppm antes de esterilizar el medio
sélido. (MCR) maximo crecimiento radial. Unidades en (cm).

Fig. 20. Decoloracion de colorante R RMZ en MSAFC. (a) control R RMZ, (b y c) crecimiento de P.
ostreatus y proceso de degradacion de colorante R RMZ después de 10 dias.
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Fig. 21. Decoloracion de colorante AZ RMZ en MSAFC. (a) control AZ RMZ, (b y c) crecimiento de
P. ostreatus y proceso de degradacién de colorante AZ RMZ después de 10 dias.

Fig. 22. Decoloracién de colorant

I:'u') 4 4

e NEGRO RDT en MSAFC. (a) control NEGRO RDT, (b y c)

crecimiento de P ostreatus y proceso de degradacion de colorante NEGRO RDT después de 10

Para la cepa Oxiporus latemarginatus se observa en la tabla 11 el crecimiento

radial desarrollado en el MSAFC en este ensayo O. latemarginatus alcanzé el

MCR en presencia de todos los colorantes destacandose en presencia del
colorante R DNX, AZ RMZ Y NEGRO RDT, en los cuales se desarroll6 un micelio
algodonoso y aéreo que degradaron de mejor manera los colorantes industriales.
(Fig. 23, 24, 25 b y c).

Tabla 11. Velocidad de crecimiento de cepa  Oxiporus latemarginatus en
MSAFC y colorante.
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DIAS

N DNX 0.71 1.6 2.99 3.16 3.76 4.04 4.04 4.04
R DNX 0.71 1.96 3.18 3.41 3.99 4.09 4.09 4.09
A DNX 0.76 1.61 2.93 3.25 3.88 3.88 3.88 MCR
R RMZ 0.64 1.66 2.85 3.3 3.94 3.94 3.94 MCR
A RMZ 0.65 1.8 2.81 3.69 3.69 3.69 MCR MCR
AZRINZES R (N 1.78 2.87 3.53 4.1 4.1 4.1 MCR
INDIGO 0.47 1.14 1.83 2.34 3.6 3.6 3.6 MCR
N RDT 0.67 1.68 2.96 3.91 3.91 3.91 MCR MCR

Los colorantes fueron afiadidos a una concentracion de 500 ppm antes de esterilizar el medio
sélido. (MCR) maximo crecimiento radial, unidades (cm).

- - e

Fig. 23. Decoloracion de colorante R DNX en MSAFC. (a) control R DNX, (b y ¢) crecimiento de O.
latemarginatus y biodegradacion de colorante rojo dianix después de 8 dias.

Fig. 24. Decoloracién de colorante AZ RMZ en MSAFC. (a) control azul remazol, (b y c) cecimiento
de O. latemarginatus y biodegradacion de colorante azul remazol después de 8 dias.
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Fig. 25. Decoloracién de colorante NEGRO RDT en MSAFC. (a) control NEGRO RDT, (b y c)
crecimiento de O. latemarginatus y proceso de degradacién de colorante NEGRO RDT después de
10 dias.

Para le cepa Rhizomucor variabilis se registr6é también la velocidad de crecimiento
en MSAFC, en la tabla 12 se muestran los valores alcanzados con los ocho
distintos colorantes industriales. R. variabilis demostré que en el MSAFC es capaz
de degradar medianamente el colorante R DNX y NEGRO RDT. (Fig. 26 y 27 by

C).
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Tabla 12. Velocidad de crecimiento de cepa Rhizomucor variabilis en MSAFC

y colorante.

DIAS. 3 4 5 6 7 8

N DNX . . 2.54 3.56 3.92 3.92 3.92 MCR
R DNX . . 2.54 3.26 3.80 3.80 3.80 MCR
A DNX . . 2.88 3.24 4.06 4.06 4.06 MCR
R RMZ . . 2.49 3.18 3.61 3.61 3.61 MCR
A RMZ . . 2.51 3.58 3.96 4.24 4.24 4.24

AZ RMZ . . 2.94 3.51 3.97 3.97 3.97 MCR

INDIGO . . 2.41 3.19 3.52 4.02 4.02 4.02

N RDT . . 2.45 2.89 3.40 3.73 3.73 3.73

Los colorantes fueron afiadidos a una concentracion de 500 ppm antes de esterilizar el medio
sdlido. (MCR) méximo crecimiento radial, unidades (cm).

Fig. 26. e R DNX en MSAFC. (a) control R DNX, (b y c¢) crecimiento de R.
variabilis y proceso de biodegradacién de colorante R DNX después de 8 dias.
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k.

Fig. 27. Decoloracién de colorante NEGRO RDT en MSAFC. (a) control NEGRO RDT, (b y c)
crecimiento de R. variabilis y proceso de degradacion de colorante NEGRO RDT después de 8
dias.

La cepa Regularior sp. Obtuvo mayores valores de crecimiento en el MSAFC, en
la tabla 13 se muestra la velocidad de crecimiento en presencia de los ocho
distintos colorantes industriales. Ademas de los valores alcanzados que fueron
mayores a los del ensayo con MSLFC, la cepa Regularior sp. demostro ser capaz
de degradar en cierta medida los colorantes AZ RMZ y NEGRO RDT, ya que
como se observa en la Fig. 28 y 29 b y c, la tonalidad de estos se ve disminuida

durante el ensayo adicionado en fuentes de carbono.

Tabla 13. Velocidad de crecimiento de cepa  Regualrior sp. en MSAFC vy

colorante.
1.29 1.95 2.49 2.81 3.42 3.83 4.03 4.03
1.62 2.56 2.85 3.20 3.81 4.04 4.04 MCR
1.44 2.69 3.28 3.33 3.90 3.90 MCR MCR
1.13 2.41 2.83 3.41 3.83 4.01 4.01 MCR
1.18 2.33 3.23 3.77 3.88 3.88 MCR MCR
1.37 2.29 3.15 3.43 3.91 3.91 MCR MCR
1.30 2.44 2.78 3.30 3.61 4.05 4.05 MCR
1.24 1.85 2.00 2.45 3.01 3.01 MCR MCR

Los colorantes fueron afadidos a una concentracion de 500 ppm antes de esterilizar el medio
sélido. (MCR) maximo crecimiento radial, unidades en (cm).

ESCUELA DE BIOLOGIA B.U.A.P



EVALUACION DE HONGOS CON CAPACIDAD BIODEGRADADORA DE COLORANTES INDUSTRIALES.

"‘

Fig. 28. iEnsayo de degradacién de colorante AZ RMZ en MSAFC (a) control AZ RMZ, (b y ¢)
crecimiento de Regualrior sp. y biodegradacién de colorante AZ RMZ después de 8 dias.

A

Fig. 29. Decoloracion de coIorante-NEGRO RDT en MSAFC (a) control NEGRO RDT, (b y ¢)
crecimiento de Regualrior sp. y proceso de degradacion de colorante NEGRO RDT después de 8

9.3 DEGRADACION DE COLORANTE EN MEDIO LIQUIDO LIMIT ADO DE
FUENTE DE CARBONO.

Los ensayos en (MLLFC) se llevaron a cabo para conocer los posibles procesos

de degradacion enzimatica y registrar el perfil de crecimiento de las cepas

Pleurotus ostreatus y Oxiporus latemarginatus ambas pertenecientes a la clase

basidiomicetes; siendo estas cepas las que demostraron ser mas capaces para la

degradacion de los colorantes industriales en los ensayos con medio solido. En

este ensayo se escogieron 3 tipos diferentes de colorantes sintéticos: rojo dianix
(R DNX), azul remazol (AZ RMZ) e indigo clarient 94 (INDIGO) cada uno

representando una clase diferente de colorante.
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Pleurotus ostreatus demostré ser capaz de crecer en presencia de los tres
colorantes sintéticos, este se inoculd en el (MLLFC) en forma de pelletes
cilindricos usando un horadador, bajo condiciones de esterilidad; se encontrd que
la degradacion mas significativa fue en el ensayo con colorante INDIGO, el cual
segun los datos de absorbancia alcanz6 una concentracion final del 0% a las 160
h. de iniciado el ensayo, para los dos colorantes restantes alrededor de las 552 h.
de la fermentacion se alcanzaron las menores concentraciones de los colorantes,
en presencia de AZ RMZ este organismo alcanz6 como lectura final una
absorbancia de 16.6%; El colorante R DNX fue el de mas bajo porcentaje con una
concentracion final de 26.3% (Fig. 30). Durante este ensayo se observé una buena
capacidad de la cepa P. ostreatus para degradar los colorantes sintéticos esta
logré6 de manera satisfactoria disminuir del medio inicial los colorantes sintéticos,
de izquierda a derecha se observa en la Fig. 31 la remocién de los colorantes
sintéticos R DNX, AZ RMZ e INDIGO, comparados con el ensayo control, el cual
consiste el (MLLFC) y el colorante. Se observan en estos ensayos los tres pellets
que sobre ellos se ha desarrollado de manera uniforme un micelio esférico que
aparentemente absorbio parte de los colorantes que se encontraban disueltos en
el medio; De manera particular en el ensayo con colorante AZ RMZ a lo largo de la
fermentacién este vird a una tonalidad rojiza (Fig. 31 - b), debido probablemente al
desdoblamiento de los anillos aroméaticos propios de la estructura quimica del
colorante, modificandose asi la tonalidad y posiblemente la toxicidad de este.
(Cavaco y Gubitz. 2000). Bajo este mismo proceso el colorante INDIGO muestra
ademas de micelios coloreados, agregados del colorante debido quizd a la

agitacion orbital o a que este es insoluble en agua (Fig. 31 — c).
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Porcentajes de dececloracién de cepa P. ostreatus.
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Fig. 30. Porcentaje de decoloracién de colorantes industriales obtenidos en el ensayo de
fermentacion de la cepa P. ostreatus donde se observa que alrededor de las 550 h. el colorante R
DNX alcanza un 26.3% de concentracion final y de un 16.6% para AZ RMZ, en el caso del
colorante INDIGO se observa que se a alcanzado una concentracion del colorante casi de 0%. Los
matraces se incubaron en agitacion orbital a 27°C.

Fig. 31. Fermentacion en (MLLFC) con Pleurotus ostreatus, de izquierda a derecha: colorante R
DNX, AZ RMZ e INDIGO todos en contraste con ensayo control del colorante sin inocular
(izquierda) y ensayo (derecha), se aprecia en los ensayos la formacién de tres “pellets” esféricos

“coloreados” debido a los procesos de biosorcién del organismo, esto alrededor de las 550 h. del
experimento.
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La cepa Oxiporus latemarginatus mostré también tener buena capacidad para
degradar los colorantes sintéticos en la fermentacion con (MLLFC), siendo el de
mejores resultados el colorante INDIGO con un porcentaje de concentracion final
de 2.85 % a las 550 h. de iniciado el ensayo, seguido del colorante AZ RMZ con
un 20% de concentracion final, y para el colorante R DNX se alcanzé una
concentracion final del 23.91 % (Fig. 32). En este ensayo el colorante R DNX
aunque fue el que en proporcion tuvo una menor degradacion se observa que el
medio liquido aparentemente se ha aclarado de manera mas eficiente, este
colorante al igual que el colorante INDIGO formé agregados que bien pudieran
estar siendo degradados por la enzimas extracelulares de este organismo (Fig. 33
ay c). El colorante AZ RMZ también sufri6 un cambio en su tonalidad virando a un
color rojizo debido probablemente a la modificacion de los anillos aromaticos
durante la digestion oxidativa (Fig. 33 - a); de manera similar los pellets con
micelio de este organismo se encuentran “coloreados” por el colorante sintético de
su medio, sugiriendo nuevamente que los procesos de biosorcién juegan un papel
importante, en la degradacion fungica. En este ensayo se puede corroborar un
poco la premisia de que la cepa O. latemarginatus, la cual fue aislada de un
efluente contaminado con colorantes entre otros mas compuestos xenobidticos,

pudiera ser mas adecuada para procesos biotecnolégicos posteriores (Fig. 33).
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Fig. 32. Porcentajes de decoloracion obetenidos en el ensayo de fermentacion para la cepa O.
Latemarginatus, donde se observa que alrededor de las 550 h. el colorante R DNX alcanza un
23.91 % de decoloracion final y de un 20% para AZ RMZ, en el caso del colorante INDIGO se
observa que se a alcanzado una concentracién del colorante casi de 2.8 %. Los matraces se
incubaron en agitacion orbital a 27°C.

Fig. 33. Ensayo de fermentacion en (MLLFC) para la cepa Oxiporus latemarginatus de izquierda a
derecha: colorante R DNX, AZ RMZ e INDIGO todos en contraste con ensayo control del colorante
sin inocular (izquierda) y ensayo (derecha), se aprecia en los ensayos la formacion de tres “pellets”
esféricos que muestran la aparente biosorcién de los colorantes sintéticos alrededor de las 550 h.

del experimento.
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9.4 ENSAYO DE MICROSCOPIA COMPROBATORIO DE LA BIOSO RCION DE
COLORANTES INDUSTRIALES.

De los ensayos de fermentacion para Pleurotus ostreatus y Oxiporus
latemarginatus se tomaron muestras de micelio para verificar por medio de
microscopia la evidencia de los colorantes R DNX, AZ RMZ e INDIGO,
demostrando asi posibles procesos de biosorcion.

De la cepa O. latemarginatus se obtuvo evidencia clara de los colorantes AZ RMZ
(Fig. 34) y R DNX (Fig. 35), mientras que para el colorante INDIGO no fue posible
encontrar particulas u otra evidencia de dicho colorante en el interior del micelio,

sugiriéndose asi otro mecanismo de biodegradacion.

Fig. 34. Evidencia de la presencia del colorante AZ RMZ encontrado en el interior del micelio de O.
latemarginatus, el colorante se observa en tonalidades rojizas debido a la probable modificaciéon
del anillo aromatico del colorante; microscopia (100x).
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Fig. 35. Evidencia de la presencia del colorante R DNX encontrado en el interior del micelio de O.
latemarginatus, se observan agregados del colorante fuera y dentro del micelio (microscopia 100x).

Referente a la cepa P. ostreatus se corroboré también un posible proceso de
biosorcion, ya que de manera concluyente se encontrd evidencia de los colorantes
AZ RMZ (Fig. 36) y R DNX (Fig. 37) dentro del micelio de esta cepa. De manera
similar a la cepa O. latemarginatus no se encontr0 evidencia clara del colorante
INDIGO en el interior del micelio de P. ostreatus; probablemente a que estas dos
cepas llevan a cabo procesos similares para la degradacion del colorante INDIGO

como la digestion enzimatica extracelular.

Fig. 36. Evidencia de la presencia del colorante AZ RMZ encontrado en el interior del micelio de P.
ostreatus, se observa el aparente transporte de las particulas del colorante por el micelio;
microscopia (100x).
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Fig. 37. Evidencia de la presencia del colorante R DNX encontrado en el interior del micelio de P.
ostreatus, se observan agregados dentro y fuera del micelio (microscopia 100x).

9.5 CINETICA DE CRECIMIENTO DE P. OSTREATUS Y O. LATEMARGINATUS
DURANTE FERMENTACION LIQUIDA EN AUSENCIA Y PRESENCIA DE
COLORANTES INDUSTRIALES.

Para la obtencion del peso seco generado como biomasa (X), durante la
fermentacién en el (MLLFC), y los colorantes industriales, se muestrearon 6
puntos con intervalos de 48 y 120 h de la fermentacion, con ayuda de una bomba
de vacio se filtré el medio liquido o extracto enzimético (EE) a través de un vaso
de vidrio con un disco de papel filtro Watman No. 4 mantenido en peso seco
constante. Las muestras finalmente fueron desecadas en una estufa a 40°C
durante 24 h. En el ensayo con P. ostreatus este alcanz6 su maxima biomasa
generada en presencia del colorante INDIGO con una Xmax de 0.89 g/L a las 552
h. aproximadamente de iniciar el ensayo y una p de 0.011 h''; En presencia del
colorante AZ RMZ P. ostreatus generd una Xmax minima de 0.3 g/L. a las 384 h.
del experimento y una py de 0.01 h'; En el caso del colorante R DNX este
organismo alcanzé una Xmaxde 0.71 g/L y una p de 0.012 h1, aunque no se hayan
alcanzado niveles de biomasa mayores, ninguno de los colorantes influencié de
manera negativa el desarrollo del organismo (Fig. 38). A manera de control se
elabor6 también una fermentacion paralela con las mismas cepas evaluadas, pero

sin adicionar el colorante industrial; en este experimento se evalud la biomasa
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generada en (MLLFC) sin colorante. Tellez 2008 expone que los organismos

fungicos pueden tener un crecimiento “atipico” debido a los muchos

requerimientos, que parecieran necesitar para su desarrollo, en el ensayo control

P. ostreatus, alcanz6 un valor madximo de Xmax 2 g/L a las 550 h. del ensayo (Fig.

37). Siendo este el valor mas alto obtenido, comparado con la biomasa maxima

generada en presencia del colorante INDIGO de aproximadamente 0.89 g/L, la

diferencia de este desarrollo de biomasa bien puede obedecer al estrés que

representa el colorante en (MLLFC) (Fig. 37).
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Fig. 38. Biomasa generada por P. ostreatus durante fermentacion en (MLLFC) y colorantes
industriales rojo dianix (R DNX), azul remazol (AZ RMZ) e indigo (INDIGO), las barras muestran el
error estandar con un valor del 5%.

De la cepa Oxiporus latemarginatus se obtuvieron los siguientes datos de biomasa

generada en presencia de los distintos colorantes industriales durante la

fermentacion en (MLLFC). En este ensayo la biomasa maxima generada en peso

seco fue de Xmax 0.84 g/L en presencia del colorante R DNX con una p de 0.011 h

1: seguido del colorante AZ RMZ con una biomasa maxima de Xmax 0.63 g/L y una

g de 0.005 ht ambos a las 456 h. de iniciado el experimento, por Ultimo en el
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colorante INDIGO la cepa alcanz6 una biomasa final Xmax 0.57 g/L y una p de
0.011. (Fig. 39). O. latemarginatus en el ensayo control alcanzé a generar solo
0.35 g/L Xmax de biomasa a las 456 h. de fermentacién (Fig. 39). La baja
produccion de biomasa, incluso menor a lo alcanzado en presencia de los
colorantes INDIGO, esto sugiere que O. latemarginatus, utilizé los colorantes
como fuente de carbono, y energia, ademas de no mostrar ninguna supresion de
su desarrollo en presencia de los colorantes sintéticos bien pudiera estar

transformandolos en biomasa.

Cinética de crecimiento de O. latemarginatus durante

fermentacion liquida con y sin colorantes industriales
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Fig. 39. Biomasa generada por O. latemarginatus durante fermentacion en (MLLFC) y colorantes
industriales: R DNX, AZ RMZ, e INDIGO, las barras muestran el error estandar con un valor del
5%.
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9.6 ACTIVIDADES ENZIMATICAS EN FERMENTACION LIQUIDA EN
PRESENCIA DE COLORANTES INDUSTRIALES.

Las actividades enzimaticas (E) fueron evaluadas a partir de los sobrenadantes
congelados obtenidos mediante la filtracion del extracto enzimatico (EE), contra un
suero control (MLLFC) el cual contenia solo el medio liquido, sin hongo ni
colorante, los valores negativos se traducen en una nula actividad de la enzima
muestreada esto para confirmar la presencia de enzimas extracelulares que

pudieran estar involucradas en la degradacién de los colorantes.

Para la enzima lacasa se encontraron los siguientes resultados generados por la
cepas Pleurotus ostreatus y Oxiporus latemarginatus en presencia de los 3

distintos colorantes.

En el caso de P. ostreatus el mayor volumen encontrado producido fue de la
enzima lacasa, en presencia del colorante AZ RMZ con 1700 U/L a las 200 h. de
iniciado el experimento, (Fig. 40) donde al parecer el colorante ya habia sido
degradado en casi un 30% (Fig. 30), para el colorante R DNX, también en el
monitoreo de la enzima lacasa, es en la que se encuentra el mayor volumen con
1400 U/L. A las 600 h. de haber iniciado la fermentacién, (Fig. 41) coincidiendo
donde este colorante alcanza un 30% de decoloracion final dentro del medio (Fig.
30). La cepa O. latemarginatus fue capaz de producir todas la enzimas a
excepcion de la enzima lacasa en presencia del colorante INDIGO (Fig. 42) y casi
nula en presencia del colorante AZ RMZ esperandose que los procesos de
degradacion se llevasen mediante otra enzima extracelular como la Manganeso

peroxidasa, también registrada en este ensayo.
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Fig. 40. Actividad enzimatica de lacasa (U/L), generada por P. ostreatus y O. latemarginatus en

presencia de el colorante azul remazol las barras muestran el error estandar con un valor del 5%.
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Fig. 41. Actividad enzimatica de lacasa (U/L), generada por P. ostreatus y O. latemarginatus en

presencia de el colorante R DNX las barras muestran el error estandar con un valor del 5%.
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Fig. 42. Actividad enzimatica de lacasa (U/L), generada por P. ostreatus y O. latemarginatus en

presencia de el colorante INDIGO las barras muestran el error estandar con un valor del 5%.

Para la enzima Manganeso Peroxidasa se encontraron los siguientes resultados
generados por la cepas Pleurotus ostreatus y Oxiporus latemarginatus en

presencia de los 3 distintos colorantes.

En presencia de el colorante AZ RMZ, O. latemarginatus registré su valor maximo
generado de enzima (MnP) con 2800 U/L a las 100 h. de la fermentacion,
prosiguiendo a una aparente disminucién de la produccion de esta enzima (Fig.
43).
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Fig. 43. Actividad enzimatica de Manganeso peroxidasa (U/L), generada por P. ostreatus y O.
latemarginatus en presencia de el colorante AZ RMZ las barras muestran el error estandar con un

valor del 5%.

La cepa O. latemarginatus se destac6 en la degradacion del colorante R DNX con
un 23.91% de decoloracioén final en el cual se reportd uno de los valores mas altos
con 2700 U/L. a las 100 h. de fermentacion (Fig. 44).
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Fig. 44. Actividad enzimética de Manganeso peroxidasa (U/L), generada por P. ostreatus y O.
latemarginatus en presencia de el colorante R DNX las barras muestran el error estandar con un

valor del 5%.

ESCUELA DE BIOLOGIA B.U.A.P



EVALUACION DE HONGOS CON CAPACIDAD BIODEGRADADORA DE COLORANTES INDUSTRIALES.

En presencia de el colorante INDIGO la cepa P. ostreatus denoté uno de los
valores mas altos para la enzima, (MnP), con 1000 U/L a las 600 h. de
fermentacion (Fig. 45).
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Fig. 45. Actividad enzimatica de Manganeso peroxidasa (U/L), generada por P. ostreatus y O.
latemarginatus en presencia de el colorante INDIGO las barras muestran el error estandar con un

valor del 5%.

Para la enzima Alcohol Veratril Oxidasa se encontraron los siguientes resultados
generados por la cepas Pleurotus ostreatus y Oxiporus latemarginatus en

presencia de los 3 distintos colorantes.

Para el colorante AZ RMZ, los registros mas altos de (AVO), fueron encontrados
en el monitoreo de O. latemarginatus con 2000 U/L; en presencia de el colorante
AZ RMZ, P. ostreatus registrO en presencia de este mismo colorante su mayor

volumen de enzima con 1500 U/L (Fig. 46).
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Fig. 46. Actividad enzimatica de Alcohol Veratril Oxidasa (U/L), generada por P. ostreatus y O.
latemarginatus en presencia de el colorante AZ RMZ las barras muestran el error estandar con un

valor del 5%.
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Fig. 47. Actividad enziméatica de Alcohol Veratril Oxidasa (U/L), generada por P ostreatus y O
latemarginatus en presencia de el colorante R DNX; las barras muestran el error estandar con un

valor del 5%.
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Fig. 48. Actividad enzimatica de Alcohol Veratril Oxidasa (U/L), generada por P. ostreatus y O.
latemarginatus en presencia de el colorante INDIGO; las barras muestran el error estandar con un

valor del 5%.
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10. DISCUSION

El estudio de la habilidad de los hongos de pudricién seleccionados para degradar

los diferentes colorantes sintéticos en el medio sdélido adicionado con fuente de

carbono y limitado en fuente de carbono reveld6 una elevada capacidad

biodegradativa de algunos de los colorantes empleados; sin embargo de las cepas

seleccionadas los pertenecientes a la clase zigomicetes, bien pudieron haber sido

reprimidos en su crecimiento, tal es el caso en especifico de la cepa Rhizomucor

variabilis inhibido por el colorante AZ RMZ y la cepa Regularior sp. en presencia

de el colorante INDIGO y NEGRO RDT, en contraste en este mismo ensayo el

hongo de pudricion blanca Pleurotus ostreatus en el (MSLFC), fue capaz de

degradar de manera (total +++) los colorantes AZ RMZ y NEGRO RDT, esto pudo

haber sido resultado de los procesos de co-metabolizacion propios de la

degradacion extracelular fungica, ya que en presencia de otras fuentes de carbono

y de soporte para el crecimiento como almidon, sulfatos, cloruros, y acidos como

el fosférico, se observa y corrobora una mayor cantidad de colorantes degradados

en el (MSAFC) como se muestra en la tabla 9; donde incluso los organismos

pertenecientes a la clase zigomicetes alcanzaron a decolorar el medio sélido

(Assadi y Jahangiri). Esta evaluacion fue determinada por el crecimiento miceliar

acompafado algunas veces por halos de decoloraciéon observados en algunos

experimentos, el micelio alcanz6 un maximo crecimiento radial (MCR), que no

siempre fue acompafiado por la decoloracién del medio con colorante; aunque

algunos autores como Ivana et al., (2005) demuestran una correlacion positiva

entre la velocidad de crecimiento y la habilidad de decoloracion de los halos

formados por la degradacién, no siempre en nuestro experimento se observé asi,

ya que aunque el hongo se halla desarrollado de manera extensa la decoloracion

no fue consistente; Ilvana et al. (2005), comentan que cuando la zona de

decoloracion excede el diametro del crecimiento miceliar, indica que las enzimas

lignoliticas, u otros metabolitos son tan altos que van mas alla de lo alcanzado por

el micelio dentro de la placa de agar. Asi también como ya se ha reconocido

aunqgue los colorantes tuvieran el mismo tipo de enlace aromatico por ejemplo los

que pertenecen al grupo “remazol” esto no significé que fuera capaz de degradar

ESCUELA DE BIOLOGIA B.U.A.P



EVALUACION DE HONGOS CON CAPACIDAD BIODEGRADADORA DE COLORANTES INDUSTRIALES.

los demas “tonos” de este mismo tipo colorante, esto probablemente a los muchos

de los enlaces aromaticos, las distintas posiciones de unién y el nimero de grupos

funcionales en las regiones arométicas de los colorantes de tipo azo, dianix,

indigo, diresol y remazol usados en este ensayo.

Para verificar otros procesos biodegradativos las cepas de basidiomicetes fueron

evaluadas también en un medio liquido limitado en fuente de carbono y adicionado

con colorante, ya que estas mismas cepas fueron las que obtuvieron mejores

porcentajes de concentracibn en el medio sélido; todos los ensayos de

decoloracion tanto para Pleurotus ostreatus y Oxiporus latemarginatus alcanzaron

su mejor rendimiento a las 550 h (metabolismo secundario) de iniciada la

fermentacién; estos porcentajes fueron medidos en intervalos de 48 y 120 h. la

biomasa maxima (Xmax) generada y medida en peso seco, no fue siempre

encontrada al final del experimento cuando la cepa ha consumido todas los

elementos nutritivos disponibles dentro del medio, esto puede deberse ya que

como comenta Robinson et al. (2001) y Téllez (2008); los organismos fungicos

pueden presentar un crecimiento “atipico” debido al estrés generado por las

condiciones propias del medio, asi también en nuestro ensayo a diferencia de

Pereira y Regina (2005), la cepa Pleurotus ostreatus, no alcanza valores mayores

de biomasa de los que ellos reportan, pudiendo obedecer esto al medio de cultivo

que contenia minimas fuentes de carbono, esto corroborado por el ensayo control

en el cual nuestro organismo libre del estrés que representa el colorante alcanzé 2

g/L Xmax a las 550 h. del ensayo (Fig. 38). En cambio la cepa Oxiporus

latemarginatus la cual en el ensayo control alcanzé a generar solo 0.3 g/L de Xmax,

siendo este valor incluso menor que en la fermentaciones adicionadas con

colorante industrial pudiendo inferir que el colorante en especifico para esta cepa

es usado como fuente de carbono o de nutricidbn ya que en presencia de estos

aumenta su biomasa casi al doble como fue en el caso del colorante INDIGO a las
456 h. de fermentacion (Fig. 39).

En funcién de establecer el proceso por el cual nuestros organismos degradan los

colorantes industriales se monitoreo bajo los mismos parametros de tiempo las
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posibles actividades enzimaticas extracelulares, de 3 enzimas fungicas, (LiP)
(E.C.1.11.12.14); (MnP) (E.C.1.11.1.13) y Lacasa (E.C.1.10.3.2), todas
pertenecientes al grupo de las oxidasas, estas asociadas a la digestion de lignina

y otros elementos recalcitrantes, en el caso de Pleurotus ostreatus se reporté la

habilidad de producir las tres enzimas oxidativas siendo la mayor actividad

encontrada para la enzima lacasa, en presencia del colorante AZ RMZ con 1700

U/L a las 200 h. (Fig. 40), de iniciado el experimento donde al parecer el colorante

ya habia sido degradado en casi un 35% (Fig. 30). Para el colorante R DNX

alrededor de la 500 h. se observé una disminucion de la concentracion del dicho

colorante (Fig. 30), revisando las actividades enziméticas alrededor de estos

mismos tiempos encontramos que la enzima (MnP) muestra su mayor actividad
con 1100 U/L. y la enzima (AVO) la cual aparece con 1700 U/L a las 400 h

evidenciando asi una probable participacion de ambas enzimas en la degradacion

de este colorante (Fig. 44), por ultimo para el colorante indigo los valores mas

altos fueron encontrados para la enzima (MnP), con 1000 U/L que como menciona

a las 600 h. de fermentacién (Fig. 45). Podemos asi diferenciar o proponer que los

mecanismos de biodegradacion de Pleurotus ostreatus pudieran bien comenzar

con la produccion de Lacasa, y para el colorante Azul remazol esto puede ser un

proceso cometabdlico (Kirk y Farrel 1987), ya que las otras dos enzimas (AVO) y

(MnP) parecen ser secretadas de manera secundaria y probablemente

concluyente para los procesos de degradacion como en el ensayo con el colorante
AZ RMZ que a las 600 h. produce 1500 U/L. de (MnP) (Fig. 46). La cepa Oxiporus

latemarginatus fue capaz de producir todas la enzimas a excepcion de la enzima

Lacasa en presencia del colorante INDIGO (Fig. 42), aunque al parecer para su

digestion se sirvid de la produccion de (MnP) a las 550 h. del ensayo con 1800

U/L. Asi también para esta enzima (MnP) se encontré6 el valor maximo de

produccion con 2800 U/L. a las 100 h. de fermentacion (Fig. 43), en presencia de

el colorante AZ RMZ, Oxiporus latemarginatus se destac6 en la degradacion del

colorante R DNX con un 23.91% de concentracion final (Fig. 32); siendo este

mismo ensayo con el colorante R DNX donde se reporto la actividad mas alta para

la enzima MnP con 2700 U/L. a las 100 h. de fermentacién (Fig. 44), estos valores
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demuestran que los organismos fungicos se sirven de distintas enzimas
extracelulares inespecificas que en conjunto pudieran ser las responsables de la
catdlisis de los colorantes aunque las evidencias atipicas e incluso secreciones
posteriores de una nueva enzima como (AVO), puede ser evidencia de como
comenta Sumanthi y Manju (2000), que otros procesos cometabolicos bien pueden
estar implicados, en la digestion de colorantes industriales y xenobioticos como los
citocromos reductores P450, y procesos de biosorcién en el micelio.

ESCUELA DE BIOLOGIA B.U.A.P



EVALUACION DE HONGOS CON CAPACIDAD BIODEGRADADORA DE COLORANTES INDUSTRIALES.

11. CONCLUCIONES.

De la evaluacion de las cepas fangicas es probable que los organismos
pertenecientes a la clase Basidiomicetes tengan mayor afinidad por degradar
colorantes industriales que los pertenecientes a la clase Zigomicetes, ya que
aunqgue estos ultimos alcanzaron un maximo crecimiento radial (MCR), no siempre

fue acompanado con la degradacion del colorante.

No solo la oxidacidbn enzimatica es la responsable de degradar colorantes
industriales, bien los procesos de biosorcion y acumulaciéon miceliar ocupan un

papel relevante en la degradacion

La cepa Oxiporus latemarginatus es un buen modelo de biodegradacién ya que al
ser una cepa aislada de un efluente contaminado con este mismo tipo de
contaminante recalcitrante alcanza mayores porcentajes de decoloracién y

biomasa en presencia de colorante.
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Apendice A1 Medios .
MSLFC. Medio solido limitado en fuente de carbono. Por L.

Colorante industrial. 150 mg (500 ppm).
20 g de agar.

MSAFC. Medio solido adicionado en fuente de carbono. Por L.

20 g de agar.

3.5 g de extracto de malta.
10 g de almidon.

150 mg de colorante

MLLFC. Medio liquido limitado en fuente de carbono. Por L.

d- glucosa. 3 g.

tartrato di amonio. 0.66 g.
MgSOa. 7H20, 0.15g.
CaClz. 2H20, 30mg.
FeS04.7H20, 5.55mg.
HsPO4 (2N), 3.27ml.

150 mg/L de colorante.
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Apendice A2 Perfil de colorantes en espectofotometr o uv (evolucién 600).

MICRO

L

1 20 26.6
PPM

2 40 53.3
PPM

3 70 93.3
PPM

4 100 133.3
PPM

5 130 1733
PPM

6 160 2133
PPM
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Apendice Al Medios.
MSLFC. Medio solido limitado en fuente de carbono. Por L.

Colorante industrial. 150 mg (500 ppm).
20 g de agar.

MSAFC. Medio solido adicionado en fuente de carbono. Por L.

20 g de agar.

3.5 g de extracto de malta.
10 g de almidon.

150 mg de colorante

MLLFC. Medio liquido limitado en fuente de carbono. Por L.

d- glucosa. 3 g.

tartrato di amonio. 0.66 g.
MgS0s4. 7H20, 0.15g.
CaClz. 2H20, 30mag.
FeS04.7H20, 5.55mg.
H3PO4 (2N), 3.27ml.

150 mg/L de colorante.



Apendice A2 Perfil de colorantes en espectofotometro uv (evolucion 600).

MICRO L
1 20 PPM 26.6
2 40 PPM 53.3
3 70 PPM 93.3
4 100 PPM 133.3
5 130 PPM 173.3
6 160 PPM 213.3
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