UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

W/

’ ':fj‘

OBTENCION DE CEPAS FUNGICAS METALOFILAS AUTOCTONAS DE
MEXICO PARA SU APLICACION EN TECNOLOGIAS SUSTENTABLES

POR

MARIA DE LOS ANGELES GARCIA HERNANDEZ

COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL GRADO DE
DOCTOR EN CIENCIAS CON ESPECIALIDAD EN
MICROBIOLOGIA APLICADA

DICIEMBRE, 2017



OBTENCION DE CEPAS FUNGICAS METALOFILAS AUTOCTONAS DE
MEXICO PARA SU APLICACION EN TECNOLOGIAS SUSTENTABLES

Aprobacién de la tesis

Dra. Maria Teresa Garza Gonzalez
PRESIDENTE

Dra. Maria Elena Cantu Cardenas
SECRETARIA

Dr. Luis Humberto Alvarez Valencia
PRIMER VOCAL

Dr. Ulrico Javier Lépez Chuken
SEGUNDO VOCAL

Dra. Katiushka Arévalo Nino
TERCER VOCAL

Dra. Ma. Araceli Hernandez Ramirez
SUB-DIRECTORA DE POSGRADO



OBTENCION DE CEPAS FUNGICAS METALOFILAS AUTOCTONAS DE
MEXICO PARA SU APLICACION EN TECNOLOGIAS SUSTENTABLES

Revisién de la tesis:

Directora de Tesis
Dra. Maria Teresa Garza Gonzalez

Co-Director de Tesis
Dr. Juan Francisco Villarreal Chiu

Revisor
Dra. Maria Elena Cantu Cardenas

Revispr
Dr. Luis Humberto Alvarez Valencia

Revisor
Dr. Ulrico Javier Lépez Chuken

Revisora
Dra. Katiushka Arévalo Nino

Subdirectora de Posgrado
Dra. Ma. Araceli Hernandez Ramirez



RESUMEN

Maria de los Angeles Garcia Hernandez

Fecha de graduacioén: Diciembre 2017
Universidad Autéonoma de Nuevo Ledn
Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo del Estudio: OBTENCION DE CEPAS FUNGICAS METALOFILAS
AUTOCTONAS DE MEXICO PARA SU APLICACION EN TECNOLOGIAS

SUSTENTABLES
Candidato para el grado de Doctor en

Numero de paginas: 126 Ciencias con orientacion en
Microbiologia Aplicada

Area de estudio: Microbiologia Aplicada

Propdsito y Método del estudio:

La presencia o incremento de los contaminates en el ambiente, ejerce una
presidn selectiva sobre la microbiota que coloniza a estos ecosistemas. La
exposicion prolongada a los contaminantes produce seleccién natural de los
genotipos con capacidad de sobrevivir en dichas condiciones. Esta capacidad
puede ser aprovechada por el hombre para el desarrollo de procesos
biotecnoldgicos sustentables.

Contribuciones y Conclusiones:

Se obtuvieron ocho aislados fungicos de efluentes y suelos contaminados de
México, las cuales fueron identificados por secuenciacién del gen rRNA 18S,
como A. ustus, P. janthinellum, T. longibrachiatum, P.boydii, P. chrysogenum, F.
oxysporum, y A. sclerotigenum. Las pruebas de tolerancia a Cr(VI) por las cepas
fungicas, indicaron ser altamente resistentes a concentraciones por arriba de 800
mg L. La biomasa fungica de los hongos fue utilizada en los estudios de
biorreduccién de Cr(VI) a pH 4 y 2, siendo el pH mas bajo el que mostrd los
porcentajes de biorreduccién mas altos. La biomasa metabdlicamente activa,
demostrd ser un agente reductor de Cr(VI) a pH 4 y pH 2, con una concentracion
inicial de Cr(VI) de 50 mg L. Sin embargo, la biomasa inactiva a pH1 presenta
capacidades de reduccion de Cr(VI) de 261.7 a 345.82 mg g''. La capacidad de
los hongos de excretar moléculas organicas reductoras, permitié el uso del
filtrado extracelular para la reduccién de iones Ag*y Au3+, siendo una alternativa
en la recuperacién de estos metales o para la biosintesis de nanoparticulas
metalicas. Ademas, la técnica de sintesis de nanoparticulas via microondas, fue
evaluada en este proyecto, alcanzando tiempos de sintesis de 1 min.
Principalmente, los géneros Aspergillus, Penicillium y Fusarium, han sido
estudiados para la biorremediacion de sitios contaminados y reduccion de
metales, por lo que es un campo fértil de investigacion para los otros aislados.
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Capitulo 1

INTRODUCCION

1.1 Contaminacién por metales pesados

Los metales pesados son el principal grupo de contaminantes inorganicos;
los cudles surgen de las diversas operaciones industriales tales como mineria,
instalaciones de generacion de energia, curtido de pieles, fabricacion de
pigmentos, fertilizantes fosfatados, industrias automotrices, de acero o
metalmecanica. El tratamiento inefectivo de estos residuos, ha resultado en la
acumulacion de metales pesados en el suelo en concentraciones superiores a
los limites establecidos por normas ambientales (Halim et al. 2003).

De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud, a nivel mundial las
concentraciones reportadas para metales pesados en aguas naturales, son:
arsénico (0.001-0.012 mg L"); cadmio (<0.001 mg L™"); cromo (<0.002 hasta 0.12
mg L"); cobre (<0.005-30 mg L™"); mercurio (<0.005 mg L'); niquel (0.02 mg L*);
plomo (<0.005-0.1 mg L"). Sin embargo, el limite maximo permisible para cada
uno de estos metales indica que son el arsénico (0.01 mg L"), cromo (0.05 mg L
), cobre (2 mg L") y plomo (0.01 mg L"), aquéllos que se encuentran en
concentraciones superiores a las permitidas (WHO, 2011).

La presencia de estos contaminantes en el medio ambiente puede ser
perjudicial para una variedad de especies vivas incluyendo seres humanos. Los
metales se pueden distinguir de otros contaminantes téxicos, ya que no son
biodegradables y pueden ser acumulados en los tejidos vivos, causando diversas

enfermedades y trastornos (Villaescusa et al. 2004).
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1.2 Interaccion microbiana con metales pesados

La introduccién de metales pesados en el medio ambiente generalmente induce
cambios morfolégicos y fisiologicos en las comunidades microbianas
(Vadkertiova y Slavikova 2006). Dichos contaminantes, ejercen una accion
inhibitoria sobre los microorganismos bloqueando grupos funcionales (-SH, sitios
oxigenados), desplazando iones metalicos esenciales, o por la modificacion de
conformaciones activas de moléculas biolégicas (alteraciones en la estructura
conformacional de &cidos nucleicos y proteinas) (Poole RK'y Gadd GM 1989).
Sin embargo, diversas bacterias, hongos y levaduras han mostrado la habilidad
de sobrevivir y crecer en sitios contaminados con metales pesados (Anahid et al.
2011). La tolerancia adquirida por estos microrganismos esta relacionada a los
mecanismos que emplean como respuesta directa a la toxicidad del metal, los
cuales incluyen precipitacion extracelular, complejacion, cristalizacion,
biosorcidn, cristalizacién, eflujo, impermeabilidad, compartimentacion intracelular
y biotransformacién (reduccion) (Ross 1975; Gadd GM 1990; Mehra y Winge
1991; Gadd GM 1992, 1993, 2007). Este ultimo, juega un rol importante en la
transformacion de metales de sus formas téxica-soluble a no téxica-insoluble
(Srivastava y Kowshik 2013), lo cual dependera de factores como el tipo de metal,
la naturaleza del medio y las especies microbianas (Hassen et al 1998). Lo
anterior, convierte a los microorganismos en una alternativa para ser utilizados

en procesos biotecnoldgicos de biorremediacion o recuperacion de metales.



Capitulo 2
ANTECEDENTES

2.1 Quimica y toxicidad del cromo hexavalente

El cromo puede existir en diferentes estados de oxidacion que van desde
-2 a +6, pero son los estados de oxidaciéon +3 y +6 los mas estables y
comunmente encontrados en el ambiente. En general, el cromo existe de manera
natural en su forma trivalente ((Cr(lll)), mientras que el cromo hexavalente
(Cr(VI)) proviene principalmente de su aplicacion industrial (Cervantes et al.
2001; Nath et al. 2009). El Cr(VI) y Cr(lll) se caracterizan principalmente por sus
diferentes propiedades fisicoquimicas, movilidad y toxicidad (Park et al. 2007).
Los compuestos de Cr(VI) son habitualmente clasificados como altamente
solubles en agua; el cromato de sodio (Na2CrOs), presenta una solubilidad
reportada de 873 g L'"a 30 °C y el cromato de potasio (K2CrO4) de 629 gL a
30 °C (Rankin 2009). Mientras tanto, su forma reducida como Cr(lll), al
predominar como hidréxidos, 6xidos o sulfatos, es menos soluble en agua,
menos mévil, y ha sido reportado como 100 veces menos toxico y hasta 1000
veces menos mutagénico que el Cr(VI) (Corona y Saldaia 2010).

La movilidad y biodisponibilidad del Cr(VI) dependen fundamentalmente
de sus especies quimicas, tribxido de cromo, cromatos y dicromatos (CrOs,
CrO4?, HCrO4 o Cr207%) (Kotas y Stasicka 2000). La formacién de diversas
especies de Cr(VI) y sus proporciones relativas, dependen del pH y de la
concentracion de cromo total, tal como se muestra en la Figura 1. El &cido

cromico (H2CrOg4) pertenece a los acidos fuertes a un pH menor o igual a 1 y el
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cromato (CrOs%) es la especie prevalente de Cr(Vl) en ambientes acuaticos
naturales a un pH neutro. Dependiendo de la concentracién del soluto a un pH
entre 1 y 6, son el ion hidrégeno cromato e i6on dicromato aquéllos que
prevalecen. El ion dicromato (Cr207%") es un dimero del ion hidrégeno cromato
(HCrO47), el cual se forma cuando la concentracibn de cromo excede
aproximadamente 1 g L' (Aylett 1985; Arslan et al. 1987; De Flora et al. 1990;

Cotton et al. 1999; Rankin 2009).

[Cro.‘z']'ro'r = 1.92mM

Cro,*
1.0 - 4

HCIO_;'

Fraccion

i i i

10 12 14

Figura 1. Diagrama de especiacion de Cr(VI) a una concentracion de 100 mg L.
(Kotas y Stasicka 2000)

La relacién entre los estados hexavalente y trivalente del cromo se
describe por la ecuacion:

CTZO7—+14H++69_ —)ZCT[III]+7H20 +133 eV

La diferencia de potencial eléctrico entre el Cr(VI) y Cr(lll) refleja el fuerte
potencial de oxidacion del cromo hexavalente y la energia sustancial (1,33 eV)

requerida para oxidar el cromo trivalente a la forma hexavalente (Dayan y Paine
4



2001). La oxidacion de Cr(lll) a Cr(VI) nunca ocurre en los sistemas biologicos,
en contraste, la reduccién de Cr(VI) a una forma insoluble como Cr(lll) se produce
espontaneamente en el organismo (Dayan y Paine 2001). La capacidad que
posee el Cr(VI) para oxidar otras especies genera la formacion de radicales libres
durante su reduccion a Cr(lll). Esta reaccién ejerce efectos nocivos en los
sistemas biolégicos cuando se produce dentro de la célula (Arslan y Tomasi 1987;
Liu et al. 1995; Liu y Shi 2001).

Ademas, una exposicion prolongada al Cr(VI) puede provocar diversas
enfermedades en los seres humanos, cuando es inhalado, ocasiona un severo
dafo en los pulmones y tracto respiratorio, al contacto genera irritacion o lesiones
en la piel, e ingerido provoca problemas intestinales, incluso cancer (Das y Singh
2011). En la Tabla I, se presentan las principales rutas de exposicion e ingesta
del Cr(VI) y los riesgos a la salud que presentan.

TABLAI

ENFERMEDADES CAUSADAS POR LA EXPOSICION AL Cr(VI)

Ruta de exposicion Modo de ingesta Riesgos de salud

Aire Respiracion Irritacién nasal, Ulceras nasales,
cancer del tracto respiratorio y
pulmén, tuberculosis, tos, etc.

Agua Comida y bebidas Céancer de estbmago, diarrea,
broncoespasmos y neumonia

Contacto dérmico Penetracion de la piel Irritacidn en la piel y dermatitis

(Das y Singh 2011)



En 1987, investigadores de la provincia de Liaoning, China, informaron que
durante la produccion de ferrocromo (1970-1978) el agua potable contenia Cr(VI)
a una concentraciéon de 20 mg L, incrementando la mortalidad por cancer de

estomago y pulmén en la poblacién durante ese periodo (Beaumont et al. 2008).

2.1.1 Aplicaciones del Cr(VIl) y su impacto ambiental

La contaminaciéon ambiental por Cr(VI) ha tenido un gran impacto en los niveles
social, econémico, y de salud publica. Muchos de los cuales, han sido generados
por su gran aplicacion en procesos industriales y en la elaboracion de diversos
productos (Nriagu y Pacyna 1988). Las aplicaciones comerciales del Cr(VI)
incluyen curtiduria, inhibicidn de corrosion, recubrimiento, soluciones de limpieza
de cristaleria, conservador de madera, acabado de metales, y pigmentos. Entre
los principales usuarios de los compuestos de Cr(VI) son las industrias quimica,
metalurgica y refractaria. En la industria metalUrgica, se incluyen intermediarios
de ferrocromo para acero inoxidable, hierro fundido y aleaciones no ferrosas. La
inclusién de cromo en concentraciones entre 11 y 30% en aleaciones, aumenta
la dureza, y resistencia a la corrosion. En la industria refractaria, las
caracteristicas ideales del Cr(VI) son su alto punto de fusién y su resistencia al
acido y élcali. Ademas, su aplicacion principal en la industria quimica es como
pigmento (verde, naranja, rojo, amarillo) (Barceloux 1999), para la elaboracién de
colorantes textiles (por ejemplo, dicromato de amonio, cromato de potasio y
cromato de sodio), asi como para pinturas, tintas y plasticos (triéxido crémico,
cromato de zinc, cromato de bario, cromato de calcio, cromato de sodio, cromato

de estroncio) (Rankin 2009).



Sin embargo, el uso incorrecto de estos compuestos ha provocado severos
problemas de contaminacién por Cr(VI). En 1987, en aguas subterrdneas de
pozos pertenecientes a la compania Pacific Gas and Electric Company (PG&E),
ubicada en el municipio de Hinckley, Minnesota, fueron detectados niveles de
Cr(VI) de 0.58 mg L''; méas de 10 veces el limite maximo permisible (0.05 mg L")
para Cr(VI), el cual era utilizado como anticorrosivo en sus torres de enfriamiento
(Pellerin y Booker 2000). En México existen zonas Industriales en donde se han
encontrado altos niveles de Cr(VI), siendo las principales fuentes las curtidurias
ubicadas en la ciudad de Ledn, Guanajuato. Ademas, en el Estado de México
existen aun grandes cantidades de Cr(VI), almacenadas de diversas fabricas que
cerraron sus puertas décadas atras sin recibir tratamiento alguno. Es por ello,
que la importancia de contar con técnicas de tratamiento adecuadas ha llevado
a la busqueda de nuevas alternativas que sean econémicas y principalmente que

no representen un riesgo ambiental.

2.1.2 Marco legal para Cr(VI)

En consecuencia, las regulaciones ambientales han priorizado el riesgo de
no eliminar de manera adecuada el Cr(VI) de aguas residuales y lodos
industriales antes de su liberacién al medio ambiente (Fu y Wang 2011). Para
agua potable en los sistemas publicos, la Agencia de Proteccion Ambiental
(EPA, por sus siglas en inglés) establece un nivel maximo de Cr(VI) de 0.05
mg L'y 2.0 mg L para cromo total (U.S. EPA 2006). Mientras que los niveles
permisibles de Cr(VlI) en el agua potable, las aguas continentales

superficiales y las aguas residuales industriales establecidos por la



Organizacion Mundial de la Salud (WHO, por sus siglas en inglés) son 0.05, 0.1
y 0.25 mg L, respectivamente (Gordon et al. 2008). En México, la norma NOM-
002-ECOL-1996 establece un limite maximo permisible en promedio mensual de
descargas de Cr(VI) en aguas residuales a los sistemas de alcantarillado urbano
y municipal de 0.5 mg L'. Ademas, para suelos agricola, residencial y comercial,
el limite maximo permisible para Cr(VI) establecido por la norma NOM-147-

SEMARNAT/SSA1 es de 280 mg kg y de 510 mg kg™ para suelo industrial.

2.1.3 Técnicas de eliminacion de Cr(VI)

Existen diversas tecnologias que se utilizan para reducir las
concentraciones de Cr(VI) a niveles que cumplan con las normas ambientales
establecidas (Cheung y Gu 2007b). Los métodos reportados para la remocién de
Cr(VI) en efluentes residuales son principalmente, adsorcion, filtracién por
membrana, intercambio idnico, electrolisis, reduccién quimica y biosorcidn
(adsorcién a través de materiales bioldgicos, hongos, bacterias, levaduras, etc.)
(Owlad et al. 2009). (a) Adsorcion. Es un método eficaz para el tratamiento de
aguas residuales contaminadas con Cr(VI). El carbdn activado, es el adsorbente
mas utilizado debido a su gran capacidad de adsorcién. Sin embargo, los
carbones activados comerciales son muy costosos y pueden remover unos pocos
miligramos de iones metélicos por gramo de carbén (Fua y Wang 2011), aunado
a los problemas de regeneracion del material para su reutilizacién. (b) Filtracion
por membrana. Las técnicas de filtraciobn con membrana son una gran promesa
para la eliminacién de iones metdlicos por su alta eficiencia, facil operacion y

ahorro de espacio. Los procesos con membrana mas utilizados para eliminar



Cr(VI) de aguas residuales son; ultrafiltracion, ésmosis inversa, nanofiltracion y
electrodialisis (Barakat y Schmidt 2010). La eliminacion de Cr (VI) por estas
técnicas se realiza mediante interacciones electrostaticas entre el contaminante
y la superficie de la membrana o por el tamafio molecular. Por lo tanto, el tamano
poroso de las membranas es un factor importante para evitar que los iones
metalicos disueltos o los complejos de bajo peso molecular pasen a través de la
membrana (Landaburu-Aguirre et al 2009). (c) Intercambio iénico. El proceso de
intercambio i6nico utiliza resinas naturales o sintéticas que tienen la capacidad
especifica de intercambiar sus iones con los metales pesados que estan
presentes en las aguas residuales (Kang et al. 2007). Normalmente, esta técnica
podria verse afectada por el pH, temperatura, concentracion inicial de Cr(VI) y
tiempo de contacto. (d) Tratamiento quimico para la reduccion de Cr(VI). Uno de
los tratamientos mas comunes es disminuir la toxicidad o movilidad del Cr(VI)
transformandolo en especies menos reactivas (Cr(lll)), a través de agentes
quimicos reductores (por ejemplo, cloruro de hierro (ll), sulfato de hierro y sulfito
de sodio) seguido por su precipitacién en forma de hidréxidos (Huisman et al.
2006). La eficacia de esta técnica se ve opacada por la generacion de residuos
secundarios tdéxicos que requieren un tratamiento posterior para su eliminacion

(Barrera-Diaz et al. 2012).

2.2 Procesos bioldgicos en la remocion de Cr(VI)
Una alternativa a los tratamientos anteriormente mencionados, es la
biorremediacion, la cual es una técnica emergente que utiliza organismos vivos

(plantas, hongos, bacterias, levaduras o algas) para la eliminacién, degradacién



o transformacion de Cr(VI) (Gadd GM 2000). Algunos de los ejemplos in-situ 'y
ex-situ para la biorremediacion de iones metalicos son el cultivo del suelo,
compost, el uso de biorreactores, bioventilacidn por oxigeno (biofiltros),
bioaumentacion de cultivos microbianos y la bioestimulacion a partir de la adicion
nutrientes (Vangrosveld et al. 1994).

El interés en la aplicacion de microorganismos para la biorremediacion de
sitios contaminados con Cr(VI), se basa principalmente en los mecanismos que
emplean para la transformacion de iones metalicos. Las bacterias, han sido
ampliamente estudiadas debido a las enzimas cromato reductasas que poseen.
La presencia de dichas proteinas, asi como, de otros compuestos donadores de
electrones, como son la glucosa, sucrosa, fructosa, etc., ofrecen una reduccién
mas alta de Cr(VI) (Cheung y Gu 2007b).

Por otro lado, los hongos tienen una gran afinidad por los iones metalicos
en comparacién con otros microorganismos, pudiendo acumular metales por
medio de diversos mecanismos biolégicos. Estos mecanismos les proveen a los
hongos la capacidad para producir enzimas extracelulares, o de adsorber los
iones metalicos en su pared celular la cual presenta sitios de unidn especificos
(grupos hidroxilo, amino y carboxilo) (Preetha y Viruthagiri 2005; Faryal et al.

2007).

2.3 Hongos metaléfilos y su tolerancia a Cr(VI)

El explorar microorganismos autoctonos de sitios contaminados con
metales pesados para ser aplicados principalmente en biorremediacién, ha sido

un tema de estudio para diversos investigadores. Los sitios contaminados son las
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fuentes principales para el aislamiento de hongos metal resistentes (Gadd y
White 1993), ya que son microorganismos versatiles capaces de crecer en
condiciones extremas de pH, temperatura, disponibilidad de nutrientes y altas
concentraciones de metales (Anand et al. 2006).

Diversos autores han reportado hongos filamentosos que presentan una
tolerancia significativa a Cr(VI), y que, ademas, son microorganismos que habitan
abundantemente en sitios contaminados. Los hongos aislados de sitios
contaminados con cromo, han sido evaluados para determinar su nivel de
tolerancia a dicho metal (Tabla Il). En el 2016, Sharma y Malaviya aislaron 26
cepas fungicas autéctonas de suelo y lodo contaminados con Cr(VI) provenientes
de aguas residuales de la industria de curtiduria. Las cepas fungicas fueron
identificadas y asignadas a los géneros Cladosporium, Penicillium, Paecilomyces
y Fusarium; el nivel maximo de tolerancia a Cr(VI) (> 300- 500 mg L") de cada
una de ellas fue reportado en términos de la concentracibn minima inhibitoria
(CMI). Por su parte, Arshad y Aishatul en el 2016 aislaron una cepa de Aspergillus
niger proveniente de un campo de cultivo que era regado con aguas residuales
en la India. La tolerancia para Cr(VI) reportada por A. niger en dicho estudio fue
de 400 mg L. En general, los hongos del género Aspergillus, Fusarium y
Penicillium son los comunmente aislados de sitios contaminados con Cr(VI)
presentando una alta tolerancia a este metal. Se han reportado diversas
tolerancias para Cr(VI) por Aspergillus sp., de 600 mg L' (Bennett et al. 2013),
650 mg L' (Ezzouhri et al. 2009) y 200 mg L' (Ahmad et al. 2006). Ademas, otras

especies del mismo género como son A. flavus, A. niger (Bennett et al. 2013) y

11



A. versicolor (Das SK et al. 2008), han presentado concentraciones maximas de

tolerancia para Cr(VI) de 600 hasta 1000 mg L.

TABLAII

TOLERANCIA A Cr(Vl) POR HONGOS METALOFILOS

Sitio de Tolerancia
Hongo aislamiento  (mg L") Medio Ref.
Cladosporium
perangustum Sndvorimes %0 g4ige  (Sharmay
Penicillium commune de curtidurias 500 Liquido Malaviya
Paecilomyces lilacinus (India) 9 2016)
Fusarium equiseti >300
Campo de (Arshad y
Aspergillus niger cultivo (India) 350-400 Solido Aésor;ast;ﬂ
. Curtiduria de (Sharmay
clargusgzgugzium pieles 500 Salido Malaviya
yaosp (India) 2014)
_eniilium Curtiduriade 800 Solido  (Jayanthi et
ysogenul pieles (India) 512 Liquido  al. 2014)
Aspergillus niger
Aspergillus sp. 600
Aspergillus niger 600
Aspergillus flavus 600
Helminthosporium sp. 800
Aspergillus niger Suelo y agua 1000
Aspergillus versicolor (Bulacan- 1000 Liquido (zlen2n0e1tg)et
Scopulariopsis sp. Filipinas) 1000 '
Curvularia sp. 1000
Humicola grisea sp. 400
Nannizzia sp. 600
Fusarium sp. 1000
o Seny
, . Curtiduria de - ( .
Fusarium solani pieles (India) 1000 Liquido Dgggl??r
Penicillium sp. Aguay 1040
Aspergillus sp. sedimento 650 - (Ezzouhri et
Fusarium s (Rio 1300 Soldo al. 2009)
p- Moghogha)
Efluente de
Aspergillus versicolor curtiduria 1000 Salido (Das et al.
(India) 2008)
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Para el caso del género Fusarium, se han reportado tolerancias para Cr(VI)
de las especies, F. sp. (Ezzouhri et al.2009) y F. solani (Iram et al. 2012) de 1300
y 1000 mg L', respectivamente. Penicillium, es uno de los géneros de hongos
con mayor tolerancia reportada para Cr(VI), con una resistencia reportada a
concentraciones de 500- 1000 mg L' para P. sp., P. communey P. chrysogenum
(Ezzouhri et al. 2009; Jayanthi et al. 2014; Sharma y Malaviya 2016).

La tolerancia a metales por estos microorganismos se traduce en su
capacidad para sobrevivir a la toxicidad de los metales por medio de mecanismos
producidos como respuesta directa a las especies metélicas (Ahmad et al. 2005).
Lo anterior, como resultado de las interacciones entre el metal y el
microorganismo en donde no soélo involucra a la pared celular, el periplasma,
membrana plasmatica, citoplasma, sino también, a los organelos celulares

(Cervantes et al. 2006).

2.4 Mecanismos de interaccion entre hongos metaloéfilos y Cr(VI)

De forma natural, los hongos se encuentran interactuando con metales
como parte de su entorno, o para el caso del Cr(VI), por la introduccién de éste
debido a las actividades humanas. Los hongos poseen una variedad de
propiedades que pueden influir en su interaccion con los metales, ya que el
crecimiento “normal” y el metabolismo de estos microorganismos, dependen de
estas interacciones para satisfacer muchas veces, su necesidad de metales traza
y nutrientes asociados (Gadd GM 2007). Sin embargo, los metales pesados
esenciales tales como cobre, hierro, manganeso, molibdeno, zinc y niquel; y otros

cuyo papel biolégico es desconocido como el cromo, el cadmio, el plomo, el

13



mercurio y la plata, podrian ser toxicos si se encuentran en gran cantidad
(Hughes y Poole 1991; Gadd GM 1993b).

En la Figura 2, se muestran los mecanismos involucrados en la
detoxificacion y transformacion de metales por hongos, incluyendo mecanismos
que restringen la entrada a la célula y la detoxificacion intracelular o

compartimentacion organelar, esta ultima caracteristica sélo de eucariotas.

Supresion de afluencia

. . . disminucion del transporte
Mecanismos de flujo de salida
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Volatilizacién Q/j ] \/
L \\
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Figura 2. Mecanismos involucrados en la detoxificacion de metales por hongos (Gadd GM 2010).

Los mecanismos empleados por los hongos pueden ser dependientes o
independientes de su metabolismo. Algunos de ellos, pueden estar involucrados
en fendbmenos de transporte que contribuyen a disminuir la captacion y/o el flujo

de salida. Asi mismo, pueden efectuar quelacion, precipitacion intracelular, y
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transformaciones redox, este ultimo pudiendo resultar en la deposicion de

particulas metalicas extracelulares (Gadd GM 2010).

2.4.1 Mecanismos intracelulares

Las cepas fungicas requieren detectar y regular los niveles intracelulares de
Cr(VI) a través de sistemas de homeostasis que mantienen un balance entre la
incorporacion, expulsion y captura del metal (Corona y Saldafa 2010). En el
mecanismo intracelular, las proteinas de transporte del Cr(VIl) pueden estar
involucradas en la tolerancia o extrusion del Cr(VI) toxico desde el citosol de la
célula, o permitiendo el secuestro del Cr(VI) en el compartimiento vacuolar
(Bellion et al. 2006). Los compuestos tiol incluyendo el glutatién (GSH), son a
menudo considerados como agentes antioxidantes (Halliwell y Gutteridge 2007)
y quelantes intracelulares, sin embargo, ellos mismos pueden generar radicales
libres que pueden ser perjudiciales para las membranas biologicas (Pdocsi et al.
2004). En el 2012, Pesti y colaboradores realizaron un estudio de la toxicidad del
Cr(VI1) a nivel molecular: la caracterizacién de radicales libres y el metabolismo
del glutatién en una cepa de Schizosaccharomyces pombe mutante y sensible al
Cr(VI). La bioacumulacion y reduccion de los aniones de Cr(VI) mostraron cierto
acoplamiento dentro de la célula, como resultado del gradiente de concentracidn
del Cr(VI) a través de la membrana plasmatica y cuya eliminacion del Cr(VI) por
vias no especificas de transportadores de sulfato se mantuvo por la rapida
reduccion enzimatica y no enzimatica del ién CrO4?-. Entre los reductores no
enzimaticos, es el glutation el que desempefia un papel destacado en la

reduccidn intracelular del Cr(VI) (Pesti et al. 2002).
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Por otro lado, la metalotioneina, es otro de los quelantes intracelulares de
primordial importancia en la amortiguacion de las concentraciones de Cr(VI) en
el interior de la célula (Clemens 2001). Estos péptidos son ricos en cisteina y
tienen un bajo peso molecular, lo que les permite a los hongos mantener la
homeostasis de los iones intracelulares y contribuir en la desintoxicacién de
Cr(VI) en la célula (Zhu et al. 2009). Se han evaluado la desintoxicacion y
homeostasis metalica del hongo ectomicorricico Pisolithus albus, a partir de la
induccion de la metalotioneina, cuyo funcionamiento aumentd con el incremento

en la concentracion de metales (Reddy et al. 2015).

2.4.2 Mecanismos extracelulares

Los hongos son capaces de restringir la entrada del Cr(VI) a la célula, a
partir de mecanismos biologicos extracelulares, como son: (1) la captaciéon del
Cr(VI) reducido y/o por el aumento del flujo de salida del metal; (2) la
inmovilizacién del Cr(VI), por ejemplo, por adsorcién en la pared celular, la
precipitacion extracelular de minerales secundarios neoformados (por ejemplo
oxalatos); y (3) el secuestro extracelular del Cr(VI) por exopolisacaridos y otros
metabolitos extracelulares (Gadd GM 1993a; Macreadie et al. 1994; Blaudez et
al. 2000; Perotto et al. 2002; Baldrian 2003).

Diferentes moléculas organicas y acidos di- y tricarboxilicos particulares
pertenecientes a la pared celular, son excretadas por las células fungicas para
quelar Cr(VI) (Landeweert et al. 2001). La quelacién de Cr(VI) por metabolitos de
pequena masa molecular, péptidos y proteinas es un elemento importante y

crucial en casi todos los procesos de detoxificacibn de metales por hongos
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(Tamas et al. 2006; Gonzalez-Guerrero et al. 2009) y por eso no pueden
sobreestimarse las reacciones de quelacién tanto extracelulares y citosélicas
(Banfalvi 2011). Por ejemplo, la secrecidn del glutation es un elemento muy
importante en la homeostasis de levaduras bajo diferentes condiciones
ambientales (Perrone et al. 2005), asi como, la presencia de pigmentos en su
pared celular. La incorporacién de melanina en la pared celular puede aumentar
la capacidad de unir las especies de Cr(VI) (Fogarty y Tobin 1996); proceso que

se llama biosorcién, y no depende de la actividad metabdlica del hongo.

2.4.3 Biosorcion
La capacidad de los hongos para actuar como biosorbentes ha sido ampliamente
evaluada, demostrando excelentes habilidades para secuestrar Cr(VI) (Kapoor y
Viraraghavan 1995). Lo anterior, como resultado de la unién del Cr(VI) con
componentes de la pared celular, principalmente, polisacaridos (galactosamina,
quitina, glucano) y una cantidad menor de proteinas, lipidos y melaninas. Por ello,
la pared celular fungica es considerada como un mosaico de grupos funcionales
y posee principalmente grupos carboxilo (-COOH), fosfato (PO4%), amino (-NH2),
tiol (-SH), e hidréxido (-OH) (Bellion et al. 2006), los cudles funcionan como sitios
de interaccién entre el hongo y el Cr(VI) y, en donde se pueden formar complejos
de coordinacién y/o intercambio idnico con las especies anidnicas del Cr(VI).
Ademas, tiene funciones protectoras y de accién ofensiva, es decir, actia
como una barrera inicial que esta en contacto con ambientes hostiles en donde
se encuentran los hongos y también, alberga en su pared celular muchas

moléculas hidroliticas y toxicas que le permite defenderse de dichos ambientes
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(Canizares-Villanueva 2000).La pared celular de los hongos se compone de
glucoproteinas y polisacaridos, principalmente, glucano y quitina. La quitina, es
un homopolimero lineal de cadena larga compuesto de unidades de N-

acetilglucosamina unidas entre si con enlaces 3-1,4 (Bowman y Free 2006), ver

Figura 3.
CH DH
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CH OH CH;.OH
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CH=0H CH:OH

I NHCOCH I NHCOCH:

Figura 3. Componentes principales de la pared celular de los hongos.
(a) B-1,3-glucano; (b) quitina

El contenido de quitina presente en la pared celular de levaduras, se estima
entre el 1-2% por peso seco, mientras que, en la pared celular de los hongos
filamentosos, tales como Neurospora 'y Aspergillus se reporta entre el 10-20%.
El glucano es el principal polisacarido estructural de la pared fangica, constituye
aproximadamente entre el 50-60% de la pared en peso seco. Los polimeros del
glucano se componen de residuos de glucosa repetidos, que se ensamblan en

cadena a través de una variedad de enlaces quimicos. En general, entre el 65-
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90% del glucano de la pared celular se encuentra como B-1,3-glucano (Bowman
y Free 2006).

Las biomasas fungicas se pueden utilizar tanto vivas como muertas, pero
para la eliminacion de metales la biomasa inactiva es preferible, sobre todo en el
area de tratamiento de aguas residuales, ya que no se ven afectadas por los
desechos téxicos y productos quimicos, evitando la contaminacién del medio
ambiente mediante la liberacidén de toxinas (Prigione et al. 2009).

Macaskie y Canizares (1990), han recopilado las ventajas e inconvenientes
que presentan el uso de una u otra biomasa.

a) Biomasa viva

Ventajas:

e A pesar de la saturacion celular, el sistema se auto-restablece debido
al crecimiento.

e Los metales son depositados en un estado quimico alterado, y menos
sensible a la desorcion espontanea.

e La actividad metabdlica puede ser la Unica forma econémica de lograr
cambios de valencia o de degradar compuestos organometalicos.

e Las cepas pueden ser mejoradas mediante manipulacién genética.

e Se pueden emplear dos 0 mas microorganismos de forma sinérgica.

Desventajas:
e Soélo pueden tratarse medios liquidos con baja concentracion metalica,

para evitar la toxicidad.
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e Todos los medios liquidos o corrientes si se opera en continuo deben estar
bajo condiciones fisiologicas.

e Los nutrientes no consumidos y productos metabdlicos generados estaran
en el medio liquido.

e Los productos metabdlicos pueden formar complejos con los metales.

e La recuperacion de los metales por desorcién es limitada debido a que
pueden formarse uniones intracelulares.

b) Biomasa muerta (Necromasa)

Ventajas:

Su uso es independiente del crecimiento. No esta sujeta a limitaciones de

toxicidad. No necesita nutrientes, ni es preciso eliminar productos en su

caso.

e El proceso de biosorcion no esta gobernado por limitaciones biolégicas.

e Si se utiliza la biomasa inmovilizada, la técnica de inmovilizacién no viene
impuesta por ilimitaciones de toxicidad o inactividad térmica

e Labiomasa es rapida y eficiente en la recuperacién de metales del medio

liquido, comportdndose como un intercambiador de iones.

e Los metales pueden ser facilmente liberados y recuperados.

Desventajas:
e R4pida saturacién, cuando los sitios de interaccion con el metal estan
ocupados hay que eliminar el metal, antes de poder usar de nuevo la

biomasa.

e La adsorcion es muy sensible al pH.
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e Las especies organometélicas no son susceptibles de degradacion.
e La mejora de estos procesos es limitada, ya que las células no efectuan el
metabolismo y la produccion de la biomasa ocurre en una etapa anterior

de crecimiento.

Durante la biosorcién no dependiente del metabolismo celular, la adsorcién
del metal es por interacciones fisicoquimicas entre el metal y los grupos
funcionales del biosorbente en la superficie celular microbiana. Dichas
interacciones dependen de diversos factores, tales como:

(a) pH. La eliminacion de Cr(VI) en solucion acuosa utilizando
biomasa viva y muerta de Aspergillus niger, fue evaluado por Holda, A., y
colaboradores (2015). ElI pH fue factor mas representativo en la
eliminacién de Cr(VI), la remocion completa de Cr(VI) utilizando biomasa
muerta, se alcanz6 unicamente a bajos valores de pH (1 y 2) con un menor
tiempo de contacto. Por el contrario, el procesos de eliminacion de Cr(VI)
con biomasa viva, fue mas intensivo en los primeros 5 dias de formacién
del micelio, mostrando una mayor eficacia cuando el pH asciende a 4
(Holda y Mlynarczykowska 2016). Diversas especies del género
Aspergillus han sido estudiadas como biosorbentes para la remocién de
Cr(VI), Sivakumar en el 2016, evalué el efecto del pH sobre la biosorcidn
de Cr(VI) de diversas especies de Aspergillus (niger, flavus, fumigatus,
nidulans, heteromorphus, viridinutans), encontrando a pH 3, el mayor
porcentaje de biosorcién para una concentracién inicial de Cr(VI) de 290

mg L. El orden de eliminacién fue: A. niger> A. flavus > A.fumigatus > A.
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nidulans > A. heteromorphus > A. viridinutans; con porcentajes de
eliminacién de 92.5, 86.7, 82.4, 81.6, 76.3 y 67.7, respectivamente
(Sivakumar 2016). El proceso de biosorcion depende ampliamente del pH
de la solucién acuosa, ya que la carga superficial de la pared celular de la
biomasa se modifica con las variaciones del pH. A un pH &cido, la carga
total superficial se encuentra predominantemente positiva y el ibn cromato
aniénico se une a los grupos cargados positivamente. A medida que el pH
aumenta, la carga superficial total en la biomasa se convierte en negativo,
lo que disminuye la adsorcién por efectos de repulsién electrostatica (Park
et al. 2005).

(b) Dosis de biomasa. La influencia de la relacién
biosorbente/soluto expresada como dosis de biomasa, es un factor
importante en la biosorcién de Cr(VI), y asi lo presentan en su estudio
Kshama A. y colaboradores en el 2013. Ellos evaluaron la biomasa muerta
de Rhizopus arrhizus., encontrando que la eliminacion de Cr(VI) fue
dependiente de la concentracion del biosorbente. Una dosis de biomasa
de 0.5 g L logré un porcentaje de eliminaciéon del 35.91% para una
concentracion inicial de Cr(VI) de 50 mg L. Sin embargo, una dosis mas
alta de biosorbente (3 g L), resulté en el incremento del porcentaje de
eliminacién de Cr(VI) del 79.22% (Shroff y Vaidya 2013). Diversos estudios
han reportado a la dosis de biomasa como un factor primordial en el
proceso de biosorcidén de Cr(VI); microorganismos como A. niger (Ren et

al. 2015), A. flavus (Abubacker y Kirthiga 2013), A. sojoae y A. oryzae
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(Reya et al. 2012), M. racemosus (Liu T et al. 2007), Pythium sp. (Kavita
et al. 2011), han mostrado el mismo comportamiento anteriormente
mencionado. La disponibilidad de mas sitios de unién, que representa una
mayor area de adsorcion, puede ser una de las razones por la que la
eficiencia en la remocion de Cr(VI) aumenta al incrementarse la dosis de
biomasa (Kadirvelu y Cloirec 2000). Siendo tal, que el proceso de
biosorcion se acelera y el equilibrio se alcanza mas rapido.

(c) Concentracion inicial de Cr(VI). La disponibilidad de los
iones de Cr(VI) en solucién, aumenta la capacidad de la biomasa para
remover los iones metalicos, de tal forma, que la concentracién inicial de
Cr(VI) influye directamente en la tasa de biosorcion. Khambhaty, Y., y
colaboradores en el 2009, observaron que al incrementar la concentracion
inicial de Cr(Vl) de 10 hasta 400 mg L' de Cr(VI), la capacidad de
biosorcion de Aspergillus niger aumentd de 2.5 hasta 54.16 mg g'. En este
caso, ellos establecen que una mayor concentracion de iones metalicos
proporciona una mayor fuerza de propulsién para superar la resistencia de
transferencia de masa, entre las fases sélida y acuosa, resultando en una
mayor probabilidad de colision entre los iones de Cr(VI) y el biosorbente
(Khambhaty et al. 2009).

(d) Tiempo de contacto. Liu, T., y colaboradores en el 2007,
observaron tres fases de eliminacion de Cr(Vl) en el proceso de
biosorcion, utilizando biomasa de Mucor racemosus. La primera fase, fue
la etapa mas rapida de eliminacion de Cr(VI), representando la eliminacién

de casi la mitad de la concentracién total del metal en la primera hora de
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contacto. Posteriormente, la segunda etapa se ve fuertemente
representada por la reduccion del Cr(VI), debido al aumento de Cr(lll) en
soluciébn (1 h y 8 h), alcanzando un equilibrio a las 8 horas,
aproximadamente. Finalmente, entre 8 h y 24 h de contacto, el aumento
de eliminacion y reduccion fue solo 6.7% y 0.1%, respectivamente.
Logrando que casi todos los iones de Cr(VI) se eliminaran en 24 horas,
cuando la concentracion inicial de Cr(VI) era por debajo de 100 mg L™ (Liu
T et al. 2007). La primera fase, en donde se obtiene el mayor porcentaje
de eliminacion a un menor tiempo de contacto, se atribuye a la
disponibilidad de sitios de union, los cuales con el paso del tiempo
comienzan a ocuparse por los iones metalicos incrementandose el tiempo
para la eliminacién de estos en solucion.

(e) Temperatura. El proceso de biosorcion de Cr(VI) por micelio
vivo de Trichoderma harzianum estudiado por Sarkar, S., y colaboradores
en el 2013, mostrd el papel significativo que juega la temperatura durante
el proceso de eliminacion del ibn metalico. Un aumento en la temperatura
(20-30) °C mostrd el incremento de eliminacion del Cr(VI), observandose
a 30 °C, la temperatura 6ptima para la maxima remocién. A dicha
temperatura, el porcentaje de biosorcion de Cr(VI) fue del 90%, sin
embargo, el porcentaje de eliminacion se redujo un 20% al incrementarse
la temperatura a 40 °C. Lo anterior sugiere, que al utilizarse biomasa viva,
temperaturas por encima de la 6ptima para el crecimiento de los hongos,
actividad enzimatica, vehiculos de transporte e integridad de la membrana

celular, pueden verse afectados obstaculizando el proceso (Soumik 2013).
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La temperatura influye en la biosorcién al afectar la configuracion y
estabilidad de la pared celular de los hongos. Ademas, la naturaleza
exotérmica de algunos procesos de biosorcion ocasiona la disminucion de
la capacidad de biosorcion de algunos biosorbentes al aumentar la

temperatura de operacion (Tahir et al. 2014).

En el 2005, Park y colaboradores definieron cuatro modelos de biosorcion de
Cr(VI); (1) biosorcion anionica, (2) biosorcion acoplada a la reduccion, (3)
biosorcion catidnica y anionica y, (4) biosorcion anionica y reduccion.

(1) Biosorcion anidnica. Las especies anionicas de Cr(VI), cromato (CrO4%)
y/o dicromato (Cr20""), se unen a la superficie de la biomasa fungica a
través de la atraccion electrostética existente entre los grupos funcionales
cargados positivamente, como son: aminas protonadas, presentes en la
quitina y quitosano, y las especies aniénicas del Cr(VI). Por lo anterior,
este mecanismo esta influenciado principalmente en el pH del medio, ya
que la protonacion de los grupos funcionales participantes se logra a
valores bajos del mismo.

(2) Biosorcion acoplada a la reduccion. La adsorcion de Cr(VI) por la biomasa
fungica sucede mediante dos mecanismos basados en la reduccién del
Cr(VI1) a Cr(lll). EI mecanismo | (directo), sucede al contacto del Cr(VI) con
los grupos funcionales donadores de electrones de la superficie de la
biomasa, en un medio acido. Posteriormente, parte del Cr(lll) resultante
de la reduccién, es adsorbido en la superficie de la biomasa, la cual

dependera de su naturaleza. Por otro lado, el mecanismo Il (Indirecto),
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sucede en tres etapas: (i) las especies anidnicas del Cr(VI) se unen a los
grupos funcionales protonados de la pared celular fangica; (i) una vez
adsorbidas las especies anionicas del Cr(Vl) en la pared celular de la
biomasa, estas interaccionan con grupos funcionales adyacentes con
potenciales de reduccion inferior al del Cr(VI), reduciéndose a Cr(lll); iii) el
Cr(VI) reducido se libera de la superficie de la biomasa como Cr(lll) por
repulsion electrostatica entre este y los grupos cargados positivamente.
En la Figura 4, se muestra el esquema que representa los mecanismos
propuestos por Park y colaboradores, explicando graficamente lo que
sucede en la biomasa muerta de los hongos al interactuar con el Cr(VI).

(3) Biosorcion cationica y anionica. En relacibn a lo mencionado
anteriormente, una parte del Cr(VI) puede ser reducido a Cr(lll) y de
acuerdo con la naturaleza funcional de la pared celular de la biomasa,
tanto el cromo hexavalente (anidénico) como el cromo trivalente (catiénico),
pueden ser adsorbidos por la biomasa en reacciones simultaneas.

(4) Biosorcion anidnica y reduccion. De acuerdo con este mecanismo y tal
como lo explica Park y colaboradores (2005), una parte del Cr(VI) se
reduce a Cr(lll) por interaccidn con la biomasa, y principalmente, el Cr(VI)

es adsorbido mientras que el Cr(lll) permanece en solucién.

26



Mecanismo ll Mecanismo |
HCrO, H* Cr3*

HCrO,
e / .
HC 1'0_‘_ O3 F
i i i . e
y /////’////'////7
/ BIOMASA DE HONGO /
_ SIS L v s resassees: EIEDS L el
1) Adsorcidn 2) Reduccion por 3) Repulsion Reduccidn por
anionica grupos donadores electrostitica | comacto con grupos
de electrones donadores de
adyacentes electrones

A Grupos cargados positivamente Grupos donadores de electrones

Figura 4. Mecanismos de biosorciéon de Cr(VI) por biomasa muerta de hongos
(Park et al., 2005).

2.4.4 Transporte y bioacumulacion

La bioacumulacion es un mecanismo producido por células vivas, por lo que
sus requerimientos nutricionales y de energia son mayores. La eliminacion de
Cr(VI) mediante este proceso, puede suceder a través de dos etapas: primero, la
retencion de los iones metélicos en la superficie celular (biosorcién) y la segunda,
el transporte de los iones metalicos al interior de la célula (Jamali et al. 2014;
Murugavelh y Mohanty 2014).

Sujoy K. Das, y colaboradores (2009), investigaron la biosorcion de Cr(VI)
por Termitomyces clypeatus y los resultados revelaron la rapida unién del i6n
metdlico sobre la superficie celular, seguida de la acumulacién relativamente
lenta de este mismo. Generalmente, la presencia de iones téxicos que poseen
similitud con iones metalicos esenciales para el metabolismo fungico, pueden ser

acumulados por error a través de las vias de transporte para esos metales. La
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eliminacién de Cr(VI) en presencia de iones sulfato, como competidor directo del
cromato, ademas, de inhibidores metabdlicos con el fin de impedir la acumulacion
del Cr(VI), provocaron una disminucién en la eliminaciéon de Cr(VI), demostrando
la participacion del transportador activo del sulfato. Ademas, los estudios por
TEM-EDXA (Espectroscopia de energia dispersiva de rayos X acoplada a TEM),
revelaron presencia de cromo en la pared celular y en el citoplasma (Das SK'y

Guha 2009).

2.4.5 Biorreduccion de Cr(VI) por hongos

La reduccién del Cr(VI) por hongos, se ha considerado como un mecanismo
adicional de estos microorganismos para dar respuesta a la toxicidad del Cr(VI),
ya que dentro de las células microbianas fungicas el Cr(VI) puede ser reducido a
Cr(Il) por sistemas reductores (Corona y Saldana 2010). El Cr(VI) se trasporta
activamente a través de la membrana biolégica tanto en microorganismos
procariotas como eucariotas. Una vez dentro de las células microbianas, el Cr(VI)
se reduce a Cr(lll), probablemente a través de la formacion de dos estados
intermediarios inestables el Cr(V) y Cr(IV). Después de que el Cr(VI) entra en la
célula como un poderoso agente oxidante, este puede ser reducido por vias
enzimaticas (directa) y / 0 no enzimaticas (indirecta) (Ksheminska et al. 2006),
pero para las células microbianas eucariotas, especialmente levaduras y hongos,
el conocimiento de los sistemas de reduccidén de cromato es aun incierto (Gadd
GM 2010).

Los estudios que se han realizado con microorganismos bioacumuladores

de Cr(VI) (Dénmez y Aksu 2002; Baldrian 2003; Dursun et al. 2003; Zouboulis et
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al. 2004; Dénmez y Kocberber 2005) han demostrado que la eliminacion de Cr(VI)
incluye las siguientes etapas: (1) la union del Cr(VI) a la superficie celular, (2) la
translocacién del Cr(VI) a la célula, y (3) la reduccién del Cr(VI) a Cr(lll). En esta
ultima etapa, se han sugerido dos etapas de reaccién de reduccién (Suzuki et al.
1992): en la primera, el Cr(VI) acepta una molécula de NADH, generando Cr(V)
como un producto intermediario (R.1), para después, el Cr(V) formado acepta dos
moléculas de electrones y forma el Cr(lll) (R. 2). De esta forma, se ha establecido
que el NADH, NADPH vy electrones de la reserva enddgena, participan como
donadores de electrones en el proceso de reduccidn del Cr(VI) (Appenroth et al.
2000).
Cr(VI) + e - Cr(V) R. 1

Cr(V) + 2e~ - Cr(IIl) R.2

(a) Biorreduccion enzimatica (directa)

Para las células microbianas eucariotas los sistemas de reduccién de
cromato por enzimas es aun incierto (Ksheminska et al. 2006). En bacterias, se
ha indicado la existencia de proteinas ChrA que forman parte de una superfamilia
de transportadores de cromato (CHR), y que probablemente estan implicadas en
el transporte de sulfato y cromato (Nies et al.1998). Actualmente, se incluyen 135
secuencias de homologos de las proteinas CHR incluyendo proteinas de origen
eucariotico, entre ella algunos hongos filamentosos (Cervantes et al. 2001).

Yanling Gu y colaboradores en el 2015, sugieren un mecanismo sobre la
reduccién enzimdtica de Cr(VI) a partir de Aspergillus niger. Analizaron la

capacidad de reduccion de los componentes intracelulares y confirmaron que el
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Cr(VI) reducido en A. niger depende principalmente del extracto libre de células,
como en la mayoria de los casos de bacterias, en donde la actividad de la
cromato reductasa esta relacionada con la fraccién intracelular (Myers y Myers
1993; Ravindranath et al. 2011). Sometieron el extracto libre de células a altas
temperaturas (95 °C) en la que la proteina puede desnaturalizarse, afectando asi
la capacidad de reduccion y comprobando la actividad enzimatica en el proceso
(Gu et al. 2014). Otros estudios, Candida maltosa (Calvo-Méndez et al. 2004),
Penicillium sp. (Acosta-Rodriguez et al. 2015), Pichia jadinii (Ksheminska et al.
2003), Aspergillus tubingensis Ed8 (Coreno-Alonso et al. 2009), han demostrado
una alta actividad especifica de la cromato reductasa en el extracto crudo
(sobrenadante), no asi, en la fraccion de membrana. Lo que indica, que la
cromato reductasa es una enzima citosoélica, semejante a las enzimas que se
encuentran en las bacterias cromato resistentes.

(b) Biorreduccion no enzimatica (indirecta)

Una vez que el Cr(VI) entra a la célula este puede ser reducido a Cr(V), a
través de ciertas moléculas reductoras no enzimaticas como el acido ascorbico,
glutatién, cisteina, perdxido de hidrégeno o riboflavina (Villegas et al. 2008). Pesti
y colaboradores en el 2002, reportaron al glutation en la levadura
Schizosaccharomyces pombe como un posible agente protector contra la
toxicidad del Cr(VI) (Pesti et al. 2002). Ademas, Acevedo-Aguilar y colaboradores
en el 2006, estudiaron la reduccion del Cr(VI) a Cr(lll) por dos cepas de hongos
filamentosos resistentes (Aspergillus sp. EA8 y Penicillium sp. H13), autdéctonas
de residuos industriales contaminados con Cr(VI). Los resultados determinaron

la capacidad de estas cepas para reducir Cr(VI) presente en el medio de
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crecimiento sin acumular Cr(VI) en la biomasa al final del proceso. Dicho
comportamiento no se observé cuando utilizaron un extracto libre de células, lo
que indicé que la reduccidén de Cr(VI) por las cepas Ed8 y H13 no implicé la
participacion directa de alguna proteina (cromato reductasa), sino que estuvo
basado principalmente en el poder reductor de la fuente de carbono y que fue
llevado a cabo extracelularmente. Por otro lado, se ha descrito la captura de
cromo en la superficie de hongos filamentosos y de levaduras, como
resultado de su unidon con componentes de la pared celular, principalmente

polisacaridos (Volesky y Holan 2003).

2.5 Aplicaciones tecnoldgicas de la biorreduccion de metales por hongos
e Biorremediacion de sitios contaminados con Cr(VI)

Los compuestos de Cr(VIl) son oxidantes fuertes y pueden reducirse
facilmente a Cr(lll) en presencia de donantes de electrones como materia
organica e inorganica. Se han realizado extensas investigaciones para obtener
productos bioldgicos que ayuden en la remediacion a gran escala de la tierra, el
agua y las aguas residuales contaminadas con metales pesados. Existen
estudios que muestran la notable capacidad de los hongos para reducir
completamente altas concentraciones de Cr(VI) bajo condiciones aerobias, ver
Tabla Ill, lo que permite que los metales sean transformados in situ en formas
insolubles. Los procesos de inmovilizacidn son particularmente aplicables a la
eliminacién de metales de fases moviles tales como aguas subterraneas vy

lixiviados.
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TABLAIII
ESTUDIOS DE BIORREDUCCION DE Cr(Vl) POR HONGOS

Tiempo [Cr(VD]o %

Hongo pH (h) mg L™ Inoculo Reduccién Referencias
A. niger . , 48.7
A. parasiticus 4.5 +0.5 96 50 Micelio activo 43.6 (Shugaba y Buba 2012)
Pagc:/qmyces 5.5 120 200 Biomasa muerta 100 (Sharma y Adholeya
lilacinus 2011)
Paecilomyces sp. 4.0 168 50 Micelio activo 100 (Acostaz%ﬁ;;lrdenas
A. niger var T , (Coreno-Alonso et al.
tubingensis Ed8 5.0 24 50 Micelio activo 95 2009)
T. inhamatum 6.0 192 470 Micelio activo 100 (Morales y Urbina 2008)
A. awamori 1.5 48 25 Biomasa muerta 29 (Gochev et al. 2010)
A. spp. 1.0 - 360 Micelio activo 68 (De Sotto et al. 2015)
A. flavus 4.5 120 50 Micelio activo 99.2 (Sathvika et al. 2015)
A. flavus 99
A. niger Micelio activo 98
A. sp. 2.0 168 150 98 (Bennett et al. 2013)
Auricularia -
polytricha 1.0 54 10 Biomasa muerta 97 (Zheng et al. 2014)
Mucor racemosus 1.0 24 100 Biomasa muerta 50 (Liu et al. 2007)
Rhizopus oryzae 7.0 72 400 Micelio activo 91.15 (Sukumar M 2010)
A. niger 6.2 168 50 Micelio activo 99.6 (Rivera -Martinez et al.

2015)
P. chrysogenum 5.0 48 50 Micelio activo 100 (Pazouki et al. 2007)




¢ Recuperacion de metales con valor industrial

Generalmente, el enfoque de los tratamientos comunmente utilizados para
la eliminacién de residuos de metales permite Unicamente su eliminacién,
desechandolos como lodos y evitando su reutilizacion. Es por ello, que la
reutilizacion de estos metales como materias primas puede resultar econémico
para diversos procesos en los que las fuentes naturales de metales estan
disminuyendo (Cheny Lim 2002). La reduccién de metales nobles no sélo permite
la recuperacion de metales valiosos, también es una via para la sintesis de
nanoparticulas y nanomateriales (Makarov et al. 2014). Las nanoparticulas han
sido sintetizadas por mucho tiempo a partir de vias quimicas y fisicas las cuales
se asocian a ciertas limitaciones como son el uso de quimicos toxicos, alto costo
operacional y consumo de energia. Los métodos quimicos necesitan agentes
reductores como borohidruro de sodio, &cido ascoérbico, citrato trisddico o
alcoholes, los cuales pueden aumentar la reactividad y toxicidad de las particulas
reduciendo su aplicacion principalmente en areas biomédicas. Por otro lado, los
métodos fisicos requieren un enorme consumo de energia para mantener una
alta temperatura y presion en el proceso de sintesis (Li et al. 2011).

La sintesis biogénica de nanoparticulas metdlicas implica la biorreduccion
de sales metalicas a metal elemental que puede ser estabilizado por moléculas
organicas presentes en los microorganismos tales como hongos. La funcién de
estos microorganismos como agentes reductores, encapsuladores y productores
de estabilizantes naturales, ha atraido la atencion de investigadores, debido a
que ofrecen un método limpio, no téxico y respetuoso con el medio ambiente

(Siddiqgi y Husen 2016). Se ha demostrado que los hongos tienen la capacidad
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de producir nanoparticulas con una amplia gama de tamanos, formas,
composiciones y propiedades fisicoquimicas (Mohanpuria et al. 2008). El proceso
biosintético por hongos puede llevarse a cabo de manera intracelular o
extracelular, de forma enzimatica o por moléculas propias de las células fungicas
que incluyen proteinas, pigmentos y azucares (Moghaddam et al. 2015). El
método intracelular consiste en el transporte de iones al interior de la célula
microbiana para formar las nanoparticulas en presencia de enzimas. La sintesis
extracelular de nanoparticulas implica atrapar los iones metalicos sobre la
superficie de las células (biomasa fungica) y reducir los iones en presencia de
enzimas (Zhan et al. 2011). Ademas, la biosintesis extracelular también puede
llevarse a cabo a partir de la biomasa fungica crecida en condiciones éptimas
(pH, temperatura, agitacion, nutrientes, etc.) y puesta en contacto con agua
desionizada para su posterior filtracion. El sobrenadante (extracto fungico) se
utiliza para sintetizar nanoparticulas mediante la adicion de una sal metalica
(Malik et al. 2014). Tres posibles mecanismos han sido propuestos para explicar
la micosintesis de nanoparticulas metélicas; mediante la enzima nitrato
reductasa; por quinonas transportadoras de electrones (Sarkar et al. 2012);
reductasas dependientes de la a-NADPH (Anil Kumar et al. 2007).

Al principio del proceso de biosintesis (ver Figura 5), la reduccion
bioquimica de las sales metalicas comienza casi inmediatamente. Existe un
periodo de activacién inicial cuando los iones metalicos del proceso se convierten
de sus estados de oxidacion mono, di, o tri- valente a estados de valencia cero y
tiene lugar la nucleacién de los atomos metalicos reducidos. Posteriormente,

surge un periodo de crecimiento cuando las particulas vecinas mas pequenas
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coalescen para formar nanoparticulas mas grandes que son
termodinamicamente mas estables. A medida que el crecimiento progresa, las
nanoparticulas se agrupan para formar una variedad de morfologias tales como
cubos, esferas, triangulos, hexagonos, etc. (Akhtar et al. 2013). En la etapa final
de sintesis, la capacidad del extracto fungico para estabilizar la nanoparticula
influye en el comportamiento de agregacion de los “clusters” y proporciona
mediante fuerzas repulsivas una estabilizacidn electrostatica (iones citrato) o una

estabilizacion estérica (polimeros).

Extracto fiingico Solucion del metal

3TiTesT .
“a ..0,.0 o. -
SETSE
-

Aglomeracion

e

e 1

TapadolEstabiIizacién

Agentes de :
tapadol/estabilizacion A

Figura 5. Sintesis biolégica de nanoparticulas utilizando extracto de hongos.
(Shah et al. 2015).

Ademas, los ligando organicos como tioles (-SH) (polimeros con grupos
mercapto) con una fuerte afinidad a las superficies metalicas pueden suprimir la
agregacion de las nanoparticulas (Polte 2015). Las propiedades del extracto de

hongos tales como su concentracion, concentracion de sales metélicas, tiempo
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de reaccion, pH de la solucibn de reaccidon y temperatura influyen
significativamente en la calidad, el tamano y la morfologia de las nanoparticulas
sintetizadas (Mittal et al. 2013).

Las nanoparticulas de oro son de interés, principalmente debido a su
estabilidad en condiciones atmosféricas, la resistencia a la oxidacion y la
biocompatibilidad (Sarkar et al. 2012). Estas propiedades unicas pueden
potencialmente ser explotadas en una amplia gama de aplicaciones industriales
utilizando sus propiedades Opticas y electronicas en Optica, electronica,
diagnoéstico y diversas aplicaciones biomeédicas. Por otro lado, resultados
recientes han demostrado que los AgNPs, debido a sus caracteristicas
especiales, tienen un inmenso potencial para aplicaciones como agentes
antimicrobianos, antiparasitarios y antiincrustantes (agentes terapéuticos y en
sistemas de purificacién de agua, etc.).

Diversas cepas de hongos se han utilizado como recursos prometedores
para la fabricacién de nanoparticulas de Au y Ag de forma intra y extracelular,
resaltando los géneros Aspergillus, Penicillium, Trichoderma'y Fusarium. En la
Tabla IV, se observan los estudios realizados en los ultimos 5 afos, cuya
localizacion principal de las nanoparticulas de Ag y Au a partir de hongos se da
de manera extracelular utilizando filtrado libre de células, con formas

principalmente esféricas y de tamanos variables (1-172 nm).
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TABLA IV

BIOSINTESIS DE NANOPARTICULAS DE ORO Y PLATA POR HONGOS

Hongo Metal-NPs Localizacion Forma Tamano (nm) Referencia
Penicillium expansum . Esférica/ (Mohammadi y Solouti
Extracelular/biomasa _ 30-150
Penicillium chrysogenum cubica 2015)
Trichoderma sp. 8-60 (Devi et al. 2013)
Aspergillus terreus Ag 1-20 (Li et al. 2012)
Aspergillus tamarii Filtrado extracelular ~ Esférica 25-50 (Kumar 2015)
Aspergillus flavus (Moharrer et al. 2012)
Trichoderma viride 59 (Mishra et al. 2014)
(Gopinath y
Fusarium solani 20-50
Arumugam 2013)
Trichoderma koningii 10-14 (Maliszewska 2013)
Penicillium aurantiogriseum Au Filtrado extracelular ~ Esférica 153.3
Penicillium citrinum 172
o B (Honary et al. 2013)
Penicillium waksmanii 160.1
_ Esférica/
Alternaria alternata . 1245 (Sarkar et al. 2012)
triangular
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2.6 Justificacion

Diversos procesos industriales generan diariamente residuos contaminados
con metales toxicos, convirtiéndose en una de las problematicas ambientales
mas importantes en la actualidad. Las tecnologias comunmente utilizadas para
tratar estos desechos presentan ciertas desventajas, como son altos costos
operacionales, la generacion de lodos secundarios toxicos y la imposibilidad de
recuperar metales valiosos. Los mecanismos empleados por hongos metalofilos
para tolerar altas concentraciones de metales, crean una alternativa
ecolégicamente viable para mitigar esta problematica. Principalmente, la
capacidad de estos microorganismos para biorreducir metales puede permitir la
biorremediacion de sitios contaminados con Cr(VI) por su transformacién a Cr(lIl)
asi como, la biosintesis de nanoparticulas de oro y plata para la recuperacion de

estos metales ampliamente utilizados en diversas ramas de la industria.

2.7 Hipoétesis

Las cepas fungicas metal tolerantes poseen mecanismos de transformacion de
metales que pueden ser aplicados en ambientes contaminados con Cr(VI) para
disminuir su toxicidad mediante su reduccién a Cr(lll), y en la recuperacion de

metales con alto valor industrial.
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2.8 Objetivo general

Obtener cepas fungicas metal tolerantes que presenten mecanismos de
eliminacién o transformacion de metales, para ser aplicadas en la detoxificacidén
de ambientes contaminados con Cr(VI) y en la recuperacion de metales con alto

valor industrial.

2.8.1 Objetivos especificos

« Aislar e identificar hongos metal tolerantes provenientes de sitios
industriales

» Determinar el nivel de tolerancia a Cr(VI) de los aislados fungicos metal
tolerantes

» Evaluar la capacidad de reduccion de Cr(VI) de las cepas fungicas metal
tolerante

+ Identificar los posibles mecanismos de transformacién del Cr(VI) por las
cepas de hongos aisladas

» Estudiar la reduccion de sales metalicas (Au y Ag) por las cepas fungicas
cromato tolerantes para su recuperacion

» Determinar si la reduccién de sales metalicas es una via directa a la

biosintesis de nanoparticulas metalicas
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3.1 Metodologia general del proyecto
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3.2 Seleccion y recoleccion de muestras para el aislamiento de hongos
metal tolerantes

La recoleccion de tres tipos de muestras se realizé en areas industriales
especificas de México; sedimento de la industria metallrgica proveniente de
Apodaca, Nuevo Léon; efluente de curtiduria de Guanajuato, Guanajuato; suelo
contaminado con Cr(VI) proporcionado por el Laboratorio de Quimica Ambiental
de la FCQ-UANL proveniente de Villa de Garcia, Nuevo Léon. Las muestras

recolectadas se mantuvieron en refrigeracion a 4 °C, hasta su utilizacion.

3.2.1 Determinacion de la concentracion de metales en las muestras de
aislamiento

Las concentraciones de metales pesados en cada muestra recolectada se
determinaron de acuerdo a lo establecido en el método EPA 6020A-2007:
Espectrometria de Masas Acoplado inductivamente (Agilent 75000 ICP-MS). El
andlisis de Cr(VI) en cada una de las muestras se realiz6 en base a la Norma
Mexicana NMX-AA-044-SCFI-2014, por el Departamento de Servicios

Profesionales de la Facultad de Ciencias Quimicas.

3.3 Cultivo, aislamiento y purificacion de cepas fungicas metal tolerantes

El aislamiento de hongos metaldfilos se llevé a cabo por dilucién de 2 mg o
2 mL de muestra (segun el caso) y se colocaron en frascos de 40 mL de
capacidad que contenian 20 mL de agua bidestilada estéril. La suspensién se
agitdé a temperatura ambiente durante 10 min. Posteriormente, se tomd una
alicuota de 0.2 mL de la suspension y se inocul6 sobre cajas Petri que contenian

Agar Papa Dextrosa (PDA) por el método de extensidn en placa. Las cajas se
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incubaron a una temperatura de 28 = 2 °C, durante un tiempo de 120 horas,
después de ese tiempo de incubacion, las colonias de hongos filamentosos
fueron identificadas y resembradas por picadura sobre PDA fresco para
purificacion.

3.3.1 Caracterizacion morfoldgica (macroscopica y microscopica) de las
cepas fungicas aisladas

Los hongos aislados fueron caracterizados fenotipicamente a escala
macroscopica (color, textura, forma, diametro) y microscépica (forma de las
conidias, septacién micelial, tamano). Para la caracterizacién macroscépica se
realizaron en cultivos en cajas Petri con Agar Dextrosa Sabouraud (SDA). La
caracterizacion microscopica se realizd por microcultivos, observando
diariamente la evolucidén del crecimiento durante 7 dias de incubacion en un

microscopio Zeiss Standard 25 ICS (40x).

3.3.2 Identificacion de las cepas fungicas metal tolerante basado en la
secuenciacion del gen 18S DNAr

3.3.2.1 Protocolo de extraccion de DNA fungico

Las cepas fungicas fueron crecidas en caldo papa dextrosa a 28 °C por un
tiempo de 48 horas y 150 rpm de agitacion. El micelio de los diferentes cultivos
se obtuvo por filtracién al vacio, y luego se congeld con nitrégeno liquido. La
extraccidon de ADN gendmico de los hongos en estudio, se realizd siguiendo el
protocolo de extraccion descrito por Reader y Broda (1985). EI ADN obtenido se
cuantificé (ng pL') en un espectrofotémetro (Nanodrop-EPOCH) y se verific6 su

integridad en un gel de electroforesis utilizando gel de agarosa al 0.8%.
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3.3.2.2 Amplificacion del DNA genomico de los hongos aislados

El ADN extraido para cada hongo fue utilizado como molde para la
amplificacion del 18S ADNr a partir de la Reacciéon en Cadena de la Polimerasa
(PCR). Las reacciones de amplificacién se realizaron durante 30 ciclos utilizando
una polimerasa de alta fidelidad (lproof BIO-RAD) y los cebadores universales
SR6R  (Fw) 5-AAGTATAAGTCGTAACAAGG-3 y LR1 (Rv) 5-
GGTTGGTTTCTTTTCCT-3' (Vilgalys y Hester 1990). Las amplificaciones se
realizaron en un Applied Biosystems Veriti Thermal Cycler, utilizando los
siguientes parametros: (1) desnaturalizacion, 94 °C (1 min); alineacién, 50 °C (45
s); rampa de calentamiento, 50-72 °C (1 min); extension, 72 °C (1 min) y
finalmente etapa de incubacién a 72 °C (7 min). Posteriormente, los productos de
PCR obtenidos se purificaron utilizando un kit de purificacién (QlAquick, PCR

Purification Kit 250 Qiagen).

3.3.2.3 Secuenciacion del gen 18S RNAr

La secuenciacién de los fragmentos de PCR se realiz6 en el Laboratorio
Nacional de Biotecnologia Agricola, Médica y Ambiental (LANBAMA), San Luis
Potosi, México. Las secuencias obtenidas fueron analizadas y comparadas
usando la herramienta NCBI BLAST (Basic Local Alingment Search Too). La
construccién del arbol filogenético se realiz6 posterior a la alineacion de las
secuencias usando el software MEGA V 6.06 (Molecular Evolutionary Genetics
Analysis) (Tamura et al. 2013), por el método neighbor-joining con analisis
bootstrap de 1000 repeticiones y el modelo Maximum Composite Likelihood de

analisis de distancia.
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3.4 Determinacion del nivel de tolerancia a Cr(VI) de las cepas fungicas
3.4.1 Método de difusién en placa

La tolerancia a Cr(VI) de cada una de las cepas fungicas aisladas se determiné
a partir de la concentracion minima inhibitoria (CMI) utilizando la técnica de
difusién en agar. Se prepararon cajas Petri con SDA las cuales fueron inoculadas
con 100 pL de una suspensiéon de esporas estandarizada en 1x 108 UFC mL™".
Posteriormente, se impregnaron discos de papel filtro (Whatman 41-0.5 mm de
diametro) previamente esterilizados con 8 uL de diferentes concentraciones de
Cr(VI) (100-1000 mg L") y se colocaron en zonas equivalentes en la placa. Las
cajas fueron incubadas a una temperatura de 28 + 2 °C por 7 dias, los ensayos
para cada cepa fungica se realizaron por triplicado. El control se realizé siguiendo
la misma metodologia previamente descrita pero impregnando los discos con
agua bidestilada estéril. Posterior a los 7 dias de incubacion, los controles y las
cajas con tratamiento se compararon visualmente para ver la disminucion del

crecimiento de cada hongo en presencia de Cr(VI).

3.4.2 indice de tolerancia

La determinacion del indice de tolerancia se realiz6 utilizando un medio
mineral Lee modificado (Lee et al. 1975),el cual fue inoculado con una suspensién
de esporas estandarizada (1x 108 UFC mL"). Los ensayos se realizaron en tubos
de ensayo con un volumen de medio de 8 mL, 1 mL de in6culo y 1 mL de
diferentes soluciones stock de Cr(VI) para obtener concentraciones finales de
100, 200, 400, 600, 800 y 1000 mg L' de Cr(VI) en un volumen final de 10 mL.

Los experimentos se incubaron a una temperatura de 28 °C por 7 dias 'y 150 rpm.
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Posteriormente, el micelio obtenido se filtr6 al vacio (papel filtro Whatman 41), se
lavo dos veces con agua bidestilada estéril y se sec6 a 70 °C hasta alcanzar un
peso constante. El indice de tolerancia se calculd con la siguiente férmula, ver
ecuacion 1:

_ Biomasa tratada con Cr(VI)(g) (1)

~ Biomasa en el medio control(g)

La biomasa en el medio control es aquella crecida sin presencia de Cr(VI).

3.5 Evaluacion de la capacidad de eliminacion de Cr(VI) de los hongos
metal tolerantes

3.5.1 Seleccion de las cepas fungicas

Las cepas fungicas fueron seleccionadas de acuerdo a su capacidad de
eliminacion de Cr(VI) utilizando micelio fresco. Las cepas fueron crecidas en
caldo PD y posteriormente el micelio fresco se filtr6 al vacio y se enjuagé dos
veces con agua bidestilada estéril. Se utilizé6 una dosis de biomasa de 2 g L™
(peso humedo) para cada hongo y se anadié a 20 mL de medio mineral (Lee
modificado) adicionado con Cr(VI) a una concentracion final de 50 mg L' y pH 4.
Los experimentos se realizaron por duplicado y fueron incubados a 28 * 2 °C por

7 dias 'y 150 rpm.

3.5.2 Cinéticas de eliminacion de Cr(VI)

Las cinéticas de eliminacion de Cr(VI) para cada hongo seleccionado se
llevaron a cabo utilizando biomasa activa, biomasa inactiva y filtrado extracelular.
Las condiciones de crecimiento y la obtencion de biomasa fungica se realizaron
en las mismas condiciones anteriormente mencionadas en el apartado 3.5.1. Las

condiciones experimentales para cada tipo de ensayo fueron las siguientes;
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concentracion inicial de Cr(VI) de 50- 100 mg L', volumen final de 20 mL, pH 2-
4. Los ensayos se incubaron a una temperatura de 28 °C, por 7 dias y 150 rpm
de agitacion. Las cinéticas de eliminacion de Cr(VIl) por biomasa activa se
realizaron utilizando una dosis de biomasa de 2 g L' en peso hiimedo, la cual se
puso en contacto con un medio mineral Lee modificado (ver Tabla V) adicionado
con Cr(VI).

TABLAV

COMPOSICION QUIMICA DEL MEDIO MINERAL LEE MODIFICADO

Componente Concentracion (g L)
Nitrato de Potasio 1.0
Sulfato de Magnesio 1.0
Fosfato de Potasio 0.5
Dextrosa 5.0
Cloruro de Sodio 0.1

Los ensayos con biomasa inactiva se llevaron a cabo con biomasa (2 g L")
la cual se puso en contacto con una solucién agua/Cr(VI). El control para cada
ensayo utilizando biomasa activa e inectiva se realizé en las mismas condiciones
ya descritas para cada caso pero sin adicién de biomasa.

El filtrado extracelular, se obtuvo poniendo en contacto 10 g de micelio
fresco en 100 mL de agua bidestilada estéril con un tiempo de incubacion de 72
h a 28 °C y 150 rpm. Posteriormente, la biomasa fue filtrada y el sobrenadante se

utilizé agregando 2 mL L' en una solucién agua/Cr(VI).
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3.5.3 Determinacion de la capacidad de reduccion de la biomasa fungica

El método para evaluar la capacidad de reduccién de las biomasas fungicas
es el propuesto por Park y colaboradores en el 2004 (Park et al. 2004) (2)
método consiste en utilizar una cantidad de biomasa limitante, es decir, que la
relacion de la concentracién de biomasa sea muy pequefia en comparacién a la
concentracion de Cr(VI) utilizada. El tiempo de contacto biomasa/Cr(VI), debe ser
extenso, de tal forma que se agote la capacidad reductora de la biomasa. Para
ello, las condiciones experimentales fueron las siguientes; 0.5 g L' dosis de
biomasa inactiva, una concentracién 500 mg L' de Cr(VI), 28 °C, 150 rpm.
Posterior a 20 dias, la capacidad de reduccién se evalué en base a la ecuacién

2.

_lern) - [ervn)y
CIT [B]

Dénde:
gr = Capacidad de reduccién de la biomasa fungica (mg g)
[Cr(VD)]o = Concentracion inicial de Cr(VI), mg L

[Cr(VD)]t = Concentracion final de Cr(VI), mg L™

[B] = Concentracion de la biomasa, g L™

3.5.4 Caracterizacion de las biomasas fungicas seleccionadas
3.5.4.1 Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier

Se realizaron los espectros de infrarrojo de la biomasa de cada uno de los
hongos seleccionados, antes y después de las cinéticas de eliminacién de Cr(VI)

a una concentracién de 100 mg L'. Para este andlisis se utiliz6 un
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espectrofotometro de infrarrojo con transformada de Fourier (Spectrum One,

Perkin Elmer) con un intervalo de medicién de 650 — 4000 cm™".

3.5.4.2 Determinacion del potencial de carga cero (pHrcc)

El potencial de carga cero (pHrcc) corresponde al pH en el que la superficie
de la biomasa se encuentra idonicamente neutra. El andlisis se realiz6 mediante
titulaciones potenciométricas, agregando diferentes volumenes de HCl y NaOH
0.1 N en diferentes tubos para centrifuga (BD Falcon) de 50 mL., aforados a 25
mL con una solucion de NaCl 0.1 N preparada previamente con agua
desionizada. Posteriormente, se agregé 0.1 g de biomasa fungica y después de
24 horas de agitacion a 150 rpm y 28 °C, la suspension resultante fue
centrifugada a 3000 rpm (centrifuga, DSC-1512 SD-1) y se cuantificé el pH de
cada solucién (potencidémetro, HANNA Instruments 211). El experimento se
realizd por triplicado, y se realizd un blanco para cada experimento en
condiciones similares, pero sin adicion de biomasa. Los diferentes volumenes
agregados de HCly NaOH 0.1 N, se presentan en la Tabla VI, asi como el niumero
de experimentos realizados para el andlisis.

Las concentraciones de H* y OH"adsorbidos sobre la superficie son iguales
en el PCC, y por lo tanto la carga de la superficie es neutra. El valor del pHecc
puede ser determinado en la interseccion con el eje de las abscisas en la grafica
de distribucion de carga superficial, la cual presenta el numero de iones liberados

en funcién del pH del medio.
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TABLA VI
CONDICIONES EXPERIMENTALES PARA LA DETERMINACION DEL

POTENCIAL DE CARGA CERO (pHecc)

EXPERIMENTO HCI 0.1 N(mL) EXPERIMENTO HCI 0.1 N (mL)

CONTROL 0 CONTROL 0
1 0.2 10 8
2 0.4 11 6
3 0.8 12 4
4 1.2 13 2
5 1.6 14 1.6
6 2 15 1.2
7 4 16 0.8
8 6 17 0.4
9 8 18 0.2

Para realizar el calculo de los iones liberados, se utilizo la ecuacién 3.

Rl AI0)) 3)
m

Donde:

IL = Numero de iones liberados, mEq g™

V., V, = Volumen de NaOH 0.1 N empleado en el experimento y blanco

N = Normalidad de la solucién de NaOH y HCI, mEq L

m = Cantidad de biomasa, g

Cabe mencionar que los cambios de pH se representan en funcién del

volumen de NaOH 0.1 N empleado, en donde los volumenes utilizados de HCI
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0.1 N son interpretados como valores negativos de NaOH 0.1 N. Se realiza la
comparacion de la muestra y el blanco, de tal forma que cuando se afade una
misma cantidad de NaOH 0.1 N, estos presentaran un diferente valor de pH,
hasta obtener un pH comun para ambos en el que se requiere una misma
cantidad de NaOH 0.1 N agregada, representando asi el pHpcc para la biomasa
de cada hongo en estudio.

3.5.4.3 Microscopia electronica de barrido (SEM) y Espectroscopia
fotoelectrénica de barrido (XPS)

El analisis superficial de la biomasa de hongo previamente liofilizada antes
y después de la eliminacion de Cr(VI), se realizé por microscopia electronica de
barrido (microscopio de barrido electrénico SEM, modelo Nescope 6000, JEOL)
y espectroscopia fotoelectronica de rayos X (XPS) bajo las siguientes
condiciones; Thermo Scientific Escalab 250Xi: manteniendo una presién base de
andlisis de ~10-10 mbar; la excitacién de los fotoelectrones analizados fue
realizada con una fuente de rayos X monocromatica de Al Ka (1486.68 eV), radio

de analisis de 650 ym; realizando un barrido de baja resolucion survey.

3.6 Determinacion de Cr(VI) y cromo total
3.6.1 Método colorimétrico (1,5-Difenilcarbazida)

La determinacion de la concentracion de las soluciones de Cr(VI), se realizé
por espectrofotometria UV-visible (Espectrofotometro Genesys 10S UV-VIS) a
540 nm utilizando el método colorimétrico de la 1,5- Difenilcarbazida. De acuerdo
con la Norma Mexicana (NMX-AA-044-SCFI-2001) la reaccién de oOxido

reduccion se lleva a cabo por 10 min a pH 1 ajustado con una solucién de H2S04
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0.2 N. Debido al pH acido de la solucién, se forma un complejo rojo-violeta como
resultado de la oxidacién simultanea de la difenilcarbazida a difenilcarbazona, la
reduccién de Cr(VI) a Cr(lll), y la quelacion del Cr(lll)/difenilcarbazona (ver R 3).

2Cr02~ + 3H,L + 8H* - Cr(III)(HL)} + Cr3* + H,L + 8H,0 R 3

3.6.2 Curva de calibracion

Para llevar a cabo el analisis de Cr(VI), se realizd una curva de calibracion
de acuerdo al procedimiento descrito en la Norma Mexicana (NMX-AA-044-SCFI-
2001) para la determinacion de cromo hexavalente en aguas naturales, potables,
residuales y residuales tratadas. A partir de una solucién estandar de Cr(VI) de
1000 mg L' se realizaron diferentes diluciones a un volumen final de 10 mL para

concentraciones de Cr(VI) en un intervalo de 0.1- 1.0 mg L™ (Figura 6).

0.8 -
y =0.7605x

0.7 1 R? = 0.9992

Absorbancia

O T T T T T T T T T T 1
0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1 11
[Cr(VI)] mg L

Figura 6. Curva de calibracion para la determinacion de Cr(VI) por UV-Vis.
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3.6.3 Analisis de cromo total

El andlisis de cromo total es importante para determinar el mecanismo de
eliminacién de Cr(VI) por las cepas fungicas, ya que mediante este método se
puede identificar si el Cr(VI) es reducido a Cr(lll) y/o acumulado en la biomasa.

Para este estudio, se utilizbd la técnica de espectroscopia de absorcion
atomica (AA) y se utilizé un espectrofotometro GBC-932 AA. Se realizaron
soluciones estandar de Cr(VI) en un rango de concentracién de 1 a 20 mg L™
para la calibracion del equipo de medicién y las soluciones de Cr(VI) resultantes
de la remocion fueron diluidas hasta un rango de concentracion dentro de la curva
realizada. La concentracion de Cr(lll) presente en las soluciones, se calcula de
la diferencia entre la concentracién de Cr total obtenida por esta técnica y la de

Cr(VI) obtenida por espectroscopia de UV-Vis.

3.7 Estudios de biorreduccion de sales metalicas (Ag y Au)

Para los estudios de biorreduccién extracelular de los iones Ag(l) y Au(lll),
se prepararon soluciones stock de 1000 mg L' de Ag(l) y Au(lll) utilizando una
sal de nitrato de plata (AgNOQO3) y acido tetracloroaurico (HAuCls) previamente
esterilizada por filtracién. Ademas, se obtuvieron los filtrados extracelulares de
cada hongo en estudio (ver 3.5.2). La mezcla de reaccién se llevé a cabo bajo
las siguientes condiciones: 10 y 5 % de filtrado extracelular fungico para plata y
oro, respectivamente; 50 mg L' de Ag(l) y Au(lll); 28 ¢C y 150 rpm. La
biorreduccién fue evaluada a pH 9 y 8 para oro y plata, respectivamente, de

acuerdo al cambio de coloracion en las mezclas de reacciéon. El control se realizé
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sustituyendo el filtrado extracelular fungico por agua bidestilada estéril y bajo las

mismas condiciones experimentales.

3.7.1 Biosintesis de nanoparticulas de oro y plata

Se realizaron cinéticas de biorreduccion de Ag(l) y Au(lll) bajo las
condiciones previamente mencionadas, la cuales fueron monitoreadas al
contacto y diariamente por 7 dias. La biosintesis de nanopatrticulas de oro y plata
se comprobd por espectrofotometria UV-Vis (Shimadzu UV-1800) en un intervalo
de longitud de onda de 300-700 nm (Au) y 200 -700 nm (Ag). Se evalué la longitud
maxima de LSPR (Resonancia Superficial de Plasmoén Localizado) presentada
por cada metal, la cual se ha reportado para nanoparticulas de plata en 420 nm
y 530 nm para oro.

Ademas, se evalud la sintesis de nanoparticulas de Ag(l) y Au(lll) via

microondas con un tiempo de reaccién de 1 min.
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Capitulo 4

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Determinacion de las concentraciones de metales pesados en las
muestras para el aislamiento de hongos metal tolerantes

Se recolectaron tres tipos de muestras para el aislamiento de hongos metal
tolerantes provenientes de diferentes sitios industriales en areas especificas de
México. En la Tabla VII, se muestran las concentraciones de metales pesados
obtenidas por tipo de muestra; sedimento de la industria metalurgica (Apodaca,
N. L.), efluente de curtiduria (Guanajuato, Gto.), y suelo contaminado con Cr(VI)
(Garcia, N. L.).

En el suelo contaminado con Cr(VI), los niveles de Cry Cr(VI) fueron 2428
y 1718 mg kg, respectivamente. Estos valores son superiores a la concentracion
maxima permisible para Cr(VI) en suelos industriales (510 mg kg') establecida
en la NOM-147-SEMARNAT / SSA1-2004. El sedimento de la industria
metalurgica presenté una concentracion de Cr(VI) menor a la del limite de
deteccién del equipo y una concentracion de Cr de 201 mg kg la cual es menor
que la obtenida para otros metales como zinc (1331 mg kg), niquel (906 mg kg
) y estafio (106 mg kg'). Por otro lado, las concentraciones de metales pesados
en el efluente de curtiduria fueron en su mayoria menores al limite de deteccién

del método utilizado.
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TABLA VI
CONCENTRACIONES DE METALES PESADOS EN LAS MUESTRAS

DE AISLAMIENTO

Metal pesado Sedimento Efluente Suelo
(mg kg™) (mg L) (mg kg™)
Cromo 201 <1.0 (%) 2428
heg\‘/’;‘é’nte <1.0 (%) <1.0 (%) 1718
Cobalto 7.61 5.40 5.94
Niquel 906 <2.0 (*) 14.3
Cobre 73.6 <2.0 (%) 5.87
Zinc 1331 0.92 64.4
Arsenico <2.0 (*) <2.0 (" <2.0 (*)
Cadmio <2.0 (*) <2.0 (*) <2.0 (*)
Estafo 106 <2.0 (%) <2.0 (%)
Plomo 40.3 <2.0 (" 38.6

(*) Nivel inferior de la curva de calibracién determinado con estandares acuosos segun las
condiciones operacionales del laboratorio y teniendo en cuenta el limite de deteccién del

instrumento de medicion.

4.2 Aislamiento y caracterizacion de las cepas fungicas metal tolerantes
Se aislaron 8 cepas fungicas las cuales fueron etiquetadas como A1, B1,
D1, 1, J1, K1, y L1. Las cepas A1, B1, D1 y K1 se obtuvieron del efluente de
curtiduria; las cepas G1, 11 y L1 se aislaron a partir del sedimento de la industria
metallrgica y Unicamente J1, se obtuvo del suelo contaminado con Cr(VI).
Las caracteristicas microscépicas y macroscoépicas de cada cepa aislada

se describen a continuacion.
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A1. Las caracteristicas macroscopicas de esta cepa se muestran en la
Figura 7, incluyen micelio aéreo de textura aterciopelada con tono marrén /
grisaceo que forman circulos concéntricos y pigmentacion amarilla del agar. A
escala microscopica, presenta hifas hialinas septadas con ramificaciones y
cabezas conidiales. Ademas, se pudo observar conidi6foros rectos, vesicula

radial y filial corto con conidios esféricos terminales.

Figura 7. Cepa A1. Caracteristicas macroscépicas (a) y microscopicas (b-d).

B1. Presenta una apariencia macroscépica de textura aterciopelada color
blanco, después de tres dias adquiere un color verde/grisaceo con apariencia
arenosa la cual queda rodeada de micelio blanco. Al reverso, la colonia se
observa de color coral claro sin rugosidad. Microscopicamente, se caracteriza por

presentar hifas septadas, conidiéforos ramificados con fidlides solitarias y
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ampuliformes. Ademas, posee conidios esféricos que se agrupan formando

cadenas, tal y como se muestra en la Figura 8.

Figura 8. Cepa B1. Caracteristicas macroscépicas (a) y microscopicas (b-d).

G1. La pigmentacion amarilla intensa del agar durante el crecimiento de
esta cepa, es una caracteristica sobresaliente. Ademas, macroscopicamente
posee una textura grumosa amarilla al inicio y se torna verdosa formando anillos
concéntricos posterior al tercer dia de incubacion, aproximadamente. Sus
caracteristicas microscopicas principales incluyen hifas hialinas septadas con
ramificaciones como pequenos arboles. Se puede observar la formacion de
clamidosporas entre o en el apice de las hifas, las fialides son en forma de bolos
y los conidios elipsoidales. Las caracteristicas descritas pueden observarse en la

Figura 9.
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Figura 9. Cepa G1. Caracteristicas macroscépicas (a) y microscopicas (b-d).

D1. Macroscopicamente esta cepa presenta micelio aéreo delgado que se
extiende en todo el agar. Posteriormente adquiere una textura arenosa de color
marrdn claro. Por otro lado, la presencia de hifas septadas, multiples fidlides
alargadas formando cadenas y conidias piriformes en el apice del fialide, son
caracteristicas microscopicas de esta cepa y se muestran en la Figura 10.

I1. En la primera etapa de crecimiento, el cultivo presenta un micelio blanco
algodonoso, pero a medida que madura la colonia, produce esporas pigmentadas
oscuras que le dan un aspecto grisdceo con bordes blancos. La principal
caracteristica microscépica de este hongo son los conidios con forma ovoide y
eliptica, que se forman al final de los conidi6foros. Ademas, se pueden observar

hifas hialinas en la Figura 11.
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Figura 11. Cepa I1. Caracteristicas macroscépicas (a) y microscopicas (b-d).
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J1. Macroscépicamente, las colonias crecen rapidamente con un micelio
blanco algodonoso que adquiere un color verde intenso y textura arenosa con el
tiempo. Posteriormente, produce un exudado amarillento, aproximadamente a los
5 dias de incubacién; su crecimiento se extiende en todo el agar presentando
rugosidad. Las caracteristicas microscopicas principales son conidiéforos
ramificados, hifas septadas, conidios esféricos en cadenas, y fialides con forma
de botella agrupados en racimos al final de los conidiéforos, como se puede

observar en la Figura 12.

Figura 12. Cepa J1. Caracteristicas macroscopicas (a) y microscopicas (b-d).

K1. Esta cepa fungica, se caracteriza macroscépicamente por presentar
hifas aéreas color blanco, tipo vellosidad. Una de las caracteristicas importantes

de este hongo es la pigmentacion rojo intenso del agar durante su crecimiento.
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MicroscOpicamente, se observan macroconidios alargados y agrupados
alrededor de las hifas septadas en forma de falsas cabezas en monofialides

cortos, como se muestra en la Figura 13.

,.\\

44‘

Figura 13. Cepa K1. Caracteristicas macroscopicas (a) y microscopicas (b-d).

L1. Esta cepa muestra un crecimiento moderado con textura
arrugada/rugosa de color coral. A nivel microscépico, se observa la presencia de
conidios elipsoidales perfectamente agrupados en el apice de las fidlides.

Ademas, presenta hifas septadas delgadas y alargadas, ver Figura 14.

61



Figura 14. Cepa L1. Caracteristicas macroscopicas (a) y microscépicas (b-d).

Los aislados fungicos obtenidos, muestran que sitios con presencia de
metales pesados son una fuente de aislamiento de una amplia variedad de
hongos nativos. Sin embargo, el numero de aislados por cada tipo de muestra
disminuyd conforme aumentaba la concentracion de metales presentes en estas.
De esta forma, cuatro cepas fungicas fueron aisladas del efluente de curtiduria,
3 cepas del sedimento de la industria metalurgica y s6lo una cepa (J1) del suelo
con una alta concentracién de Cr(VI). Estos resultados, indican el efecto adverso

que el Cr(VI) tiene sobre la microbiota dentro de los diferentes ecosistemas.

4.3 Identificacion de las cepas fungicas metal tolerante basado en la
secuenciacion del gen 18S DNAr

El analisis de las secuencias nucleotidicas de cada una de las cepas

fungicas en estudio, se realiz6 utilizando la base de datos GenBank (NCBI).
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Los fragmentos secuenciados presentaron una homologia significativa a los
genes DNAr de las especies: A1) Aspergillus ustus (99%); B1) Penicillium
janthinellum  (97%); G1)  Trichoderma longibrachiatum (99%); 1)
Pseudallescheria boydii (99%); J1) Penicillium chrysogenum (99%); K1)
Fusarium oxysporum (99%); L1) Acremonium sclerotigenum (99%). Las especies
de hongos obtenidos, concuerdan con las caracteristicas microscopicas y
macroscopicas presentadas por cada una de ellas. Sin embargo, los resultados
obtenidos para la cepa D1 fueron inconclusos ya que el cromatograma del
producto de PCR presentaba picos encimados, lo que indica que pudieron
amplificarse mas de una regién de genes ribosomales (DNAr) distintas, o bien,
que al realizar la PCR se amplificaron bandas inespecificas al mismo tiempo que
bandas especificas (DNAr). Es por ello, que para la identificacién de esta cepa
se requeriria repetir nuevamente el procedimiento ya descrito y considerar el
utilizar otros primers.

La clasificacién taxondmica de cada uno de los aislados fungicos
identificados se presenta en la Tabla VIII.

En estudios previos, se han reportado a las cepas fungicas del género
Aspergillus, como las principalmente aisladas de sitios industriales, seguidas de
los géneros Fusarium y Penicillium. Especies como A. niger (Arshad y Aishatu
2015), A. flavus, A. versicolor (Iram et al.2012), A. sp (Bennett et al. 2013), F.
clamydosporium (Sharma y Malaviya 2014), F. solani (Sen y Dastidar 2011), F.
sp.(Ezzouhri et al. 2009), P. chrysogenum (Jayanthi et al. 2014), P. commune
(Sharma y Malaviya 2016), se han aislado en su mayoria de efluentes de

curtiduria y suelos industriales.
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TABLA VI

CLASIFICACION TAXONOMICA DE LOS AISLADOS FUNGICOS METAL TOLERANTES

Género/especie Reino Phylum Clase Orden Familia
Aspergillus ustus Eurotiomycetes Eurotiales Trichocomaceae
Penicillium janthinellum Eurotiomycetes Eurotiales Trichocomaceae
Trichoderma longibrachiatum Sordariomycetes Hypocreales Hypocreaceae
Pseudallescheria boydii Fungi  Ascomycota Sordariomycetes Microascales Microascaceae
Penicillium chrysogenum Eurotiomycetes Eurotiales Trichocomaceae
Fusarium oxysporum Sordariomycetes Hypocreales Nectriaceae
Acremonium sclerotigenum Sordariomycetes Hypocreales No asignado

Datos obtenidos del portal de informacién Global Biodiversity Information Facility (GBIF)
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Sin embargo, aun cuando diversas especies de los géneros Aspergillus,
Penicillium y Fusarium se han reportado, no se han encontrado estudios con las
especies aisladas en el presente trabajo (A. ustus, P. janthinellum y F.
oxysporium). Ademas, las diversas especies fungicas que se obtuvieron (T.
longibrachiatum, P. boydiiy A. sclerotigenum), son campo fértil de investigacion
ya que no existen reportes de ellas.

Las secuencias nucleotidicas obtenidas para cada cepa fungica aislada, se
depositaron en la base de datos de secuencias del GenBank con numeros de
acceso; KY784634-SA1 (Aspergillus ustus), KY784635-SB1 (Penicillium
janthinellum), KY784636-SG1 (Trichoderma longibrachiatum), KY784637-SI1
(Pseudallescheria  boydii), KY784638-SJ1  (Penicillium  chrysogenum),
KY784639-SK1 (Fusarium oxysporum) y KY784640-SL1 (Acremonium
sclerotigenum).

Las secuencias del gen rRNA 18S de los hongos obtenidos se compararon
con secuencias conocidas en la base de datos GenBank, mostrados en la Figura
15. La construccion del arbol filogenético se realizé con aquéllas que presentaron
una mayor homologia a las secuencias problema y fueron alineadas para calcular

la distancia evolutiva entre ellas.
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75, LT707585.1 Trichoderma longibrachiatum
97 || KM225906.1 Trichoderma longibrachiaturm
100 LKJ174230.1 Trichoderma longibrachiatum
KY784636.1 S-G1
82 L KT336509.1 Trichoderrma longibrachiatum

KY784640.1 S-L1
KT878352.1 Acremonium sclerotigenum

100 KT878351.1 Acremonium sclerotigenum

* 93| KT878350.1 Acremonium sclerotigenum
KT878347.1 Acremonium sclerotigenum

65;JQ690939.1 Pseudallescheria boydii
' KP132692.1 Scedosporium boydii
100 |,JQ630922.1 Pseudallescheria boydit

ga[— KY784637.1 S-I1
341JQ690912.1 Pseudallescheria boydii

654 — KY784639.1 S-K1
EUB839399.1 Fusarium oxysporum
KU931547.1 Fusarium oxysporum
KX253981.1 Fusarium oxysporum
721KU931552.1 Fusarium oxysporum

74 — KY784634.1 S-A1

a3 | AF455532.1 Aspergillus ustus

100 FJ878630.1 Asperglilus ustus

BBl FJ878629.1 Aspergillus ustus
E KC478526.1 Aspergillus ustus
JQ272458.1 Penicillium janthinellum
AB293968.1 Penicillium janthinellum

100

78
. o
100 -I KM268714.1 Peniciltium janthinellum
0 | KIM268685.1 Penicillium janthinellum
KY784635.1 S-B1
2 KY784638.1 SJ1
WF(PMZSOO.‘I Penicilliurm chrysogenum
61 LT558876.1 Penicillium chrysogenum
KP942897.1 Penicillium chrysogenurn
KM107824.1 Penicillium chrysogenum

005

Figura 15. Arbol filogenético de las cepas fiingicas basado en la comparacién de secuencias del

gen 18S rRNA que muestran la relacién entre ellos.
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4.4 Determinacion de la tolerancia a Cr(VI) por las cepas fungicas aisladas

La tolerancia a Cr(VI) por los hongos aislados se evalu6 a partir de la
concentracion minima inhibitoria (CMI) presentada por cada uno a diferentes
concentraciones de Cr(VI). En la Figura 16, se muestra el crecimiento fungico
alrededor de los discos en presencia y ausencia de Cr(VI), lo cual sirvi6 de
comparacién para determinar la concentracion en la que se observaban halos de

inhibicidon o disminucién del crecimiento.

Figura 16. llustracion del ensayo para la determinacién de las concentraciones minimas
inhibitorias (CMI).

Los datos obtenidos indican una CMI diferente para cada cepa de hongo.

La tolerancia maxima fue presentada por P. janthinellum (B1), P. chrysogenum
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(J1), F. oxysporium (K1), A. sclerotigenum (L1) y T. longibrachiatum (G1), en las
gue no se observa una disminucién de su crecimiento a 1000 mg L' de Cr(VI).
Las cepas P. boydii (11) y A. ustus (A1) mostraron una disminucion de crecimiento
de 500 a 1000 mg L' de Cr (VI), lo cual se cuantifica con mayor precisién a partir
de la determinacion del indice de tolerancia.

Los resultados obtenidos en la determinacion del indice de tolerancia de cada
aislado fungico a diferentes concentraciones de Cr(VI), se muestran en la Figura

17.

m A1
u B1
uG1
u1
= J1
m K1

indice de tolerancia

ml1

100 200 400 600 800 1000
Concentracion de Cr(VI) (mg L)

Figura 17. indice de tolerancia a Cr(VI) por cada cepa flingica aislada.

El mayor indice de tolerancia calculado corresponde a T. longibrachiatum
con un valor de 0.077 a 1000 mg L' de Cr(VI), seguido por P. chrysogenum, F.
oxysporum, P. janthinellumy A. sclerotigenum con valores de 0.022, 0.020, 0.017
y 0.012 a 1000 mg L' de Cr(VI), respectivamente. En el caso de P. boydiiy A.
ustus presentaron inhibicion del crecimiento a 1000 mg L' de Cr(VI) y valores de

indice de tolerancia de 0.009 y 0.017 a 800 mg L' de Cr(VI), respectivamente.
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Estudios previos, han reportado resultados similares a los obtenidos en el
presente trabajo. Arshad y Aishtul (2015), evaluaron la tolerancia a Cr(VI) de
Aspergillus niger en la forma de concentracidén minima inhibitoria (CMI) entre 350
y 400 mg L' de Cr(VI). Por otro lado, Jayanthi y colaboradores (2014), estudiaron
la tolerancia presentada por P. chrysogenumy A. niger en medio sélido y liquido,
resultando en 800 y 512 mg L', respectivamente para ambos hongos. Especies
del género Fusarium han presentado tolerancias de 1300 mg L' (Ezzouhri et al.
2009) y 1000 mg L'" (Iram et al. 2012) de Cr(VI) para el caso de F. sp. y 1000 mg
L' por F. solani (Sen y Dastidar 2011).

Las cepas de hongos T. longibrachiatum, P. janthinellum, F. oxysporum 'y
A. sclerotigenum, aun cuando se aislaron de muestras que no contenian Cr(VI)
presentaron tolerancias similares a la presentada por la cepa P. chrysogenum
aislada del suelo contaminado con Cr(VI). Lo anterior, puede atribuirse a los
mecanismos empleados por los hongos para aumentar su resistencia a los
metales pesados y que para estas cepas en patrticular; fueron eficientes para

tolerar altas concentraciones de Cr(VI).

4.5 Estudios de eliminacién de Cr(VI) por los aislados fungicos metal
tolerantes

Para los estudios posteriores de eliminacion de Cr(VI), se realizd6 una
seleccion de las cepas fungicas en base a la capacidad de eliminacién de Cr(VI)
presentada por cada una de ellas, utilizando biomasa activa y un pH dentro del
Optimo en su crecimiento. En la Figura 18, se muestra el comportamiento de cada
uno de los aislados fungicos con 50 mg L' de Cr(VI) el cual fue cuantificado al

inicio y hasta un tiempo de 168 h por la metodologia antes descrita.
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Figura 18. Cinéticas de eliminacion de Cr(VI) de cada aislado fungico. Biomasa fungica activa;
[Cr(VI]o=50 mg L'; pH 4; T= 28 °C; 150 rpm; t = 168 h.

La completa eliminacion de Cr(VI) fue alcanzada por las cepas P. boydii (1)
y F. oxysporum (K1) a las 144 h de contacto con Cr(VI); P. janthinellum (B1), T.
longibrachiatum (G1), y P. chrysogenum (J1) a las 168 h, mientras que las cepas
A. ustus y A. sclerotigenum alcanzaron una eliminacién de Cr(VI) del 96 y 43 %,
respectivamente, a las 168 h. Los aislados fungicos P. janthinellum, T.
longibrachiatum, F. oxysporum, P. chrysogenum, que presentaron una mayor
tolerancia a Cr(VI) fueron aquéllos que alcanzaron una completa eliminacion del
metal, sobresaliendo F. oxysporum a las 144 h de contacto. Sin embargo, la cepa
fungica P. boydii a pesar de presentar una tolerancia moderada al Cr(VI) logré
eliminarlo completamente del medio a las 144 h, no asi para A. ustus que
presenté una tolerancia similar y so6lo alcanzé el 96% de eliminacién de Cr(VI).
Por el contrario, A. sclerotigenum aun cuando presenté una tolerancia de 1000

mg L' fue el hongo con el menor porcentaje (43%) de eliminacién del metal.
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En base a lo anterior, cinco de los ocho aislados fungicos fueron
seleccionados para los estudios posteriores, los cuales son: T. longibrachiatum
(G1), P. boydii (11), Fusarium oxysporum (K1), P. chrysogenumy A. ustus (A1).
Se tomo la decision de trabajar con este ultimo y no con P. janthinellum para tener
cinco géneros distintos de estudio, seleccionando unicamente con P.

chrysogenum ya que fue el aislado obtenido de la muestra de suelo con Cr(VI).

4.5.1 Cinéticas de eliminacion de Cr(VI) por biomasa activa e inactiva
La influencia en la eliminacion de Cr(VI) al utilizar biomasa metabdlicamente

activa (BA) e inactiva (Bl) se puede observar en las Figuras 19 y 20.

a) A. ustus (A1) b) T. longibrachiatum (G1)
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Figura 19. Cinéticas de eliminacion de Cr(VI) por biomasa fungica activa (x) e inactiva (®) de
a) A. ustus, b) T. longibrachiatum, c) P. boydii. Dosis de biomasa, 2 g L-'; [Cr(VI)]o, 50 mg L";
pH 4; T, 28 °C; 150 rpm, (-) control.
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d) P. chrysogenum (J1) e) Fusarium oxysporum (K1)
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Figura 20. Cinéticas de eliminacion de Cr(VI) por biomasa fungica activa (x) e inactiva (®) de
d) P. chrysogenumy e) F. oxysporum. Dosis de biomasa, 2 g L'; [Cr(VD)]o, 50 mg L'*; pH 4; T,
28 °C; 150 rpm:; (-) control.

Los datos experimentales obtenidos mostraron que se favorecié la
eliminacion de Cr(VI) utilizando biomasa metabdlicamente activa a las
condiciones experimentales establecidas. El porcentaje de eliminacién de Cr(VI)
por aislado fungico a las 144 h, fueron los siguientes: T. longibrachiatum (100%
BA — 29% BIl); P. boydii (100%- 29.69% BI); F. oxysporum (100%- 34.3% Bl),
Mientras que los porcentajes de eliminacion por A. ustus (96% BA -27.42% Bl) y,
P. chrysogenum (100% BA- 24.6% BI) se obtuvieron en un tiempo de 168 h.

Muchos de los mecanismos de eliminacion de metales empleados por
hongos, involucra no sélo la interaccién del microorganismo con el metal a nivel
de su pared celular, también interacciona con moléculas organicas y sistemas de
transporte propios del hongo que pueden favorecer la eliminacion de estos. La
biomasa inactiva, presenta la desventaja de interactuar principalmente a nivel de
su pared celular con el Cr(VI). Sin embargo, los grupos funcionales presentes en
ella al pH experimental utilizado, no promueve una mayor eliminacién de los
aniones de Cr(VI). Por otro lado, la biomasa al estar metabdlicamente activa tiene

la ventaja de incluir otros mecanismos de eliminacion, ademas de que al contar
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con nutrientes esenciales dentro del medio se favorece el crecimiento del hongo

como se muestra en la Figura 21, favoreciendo la eliminacion del Cr(VI).

Biomasa activa
pH4, 50 mg L Cr(VI)

Figura 21. Ensayo de eliminacion de Cr(VI) por biomasa activa de Fusarium oxysporum.

Estudios previos de eliminacién de Cr(VI) con biomasa activa de
Paecilomyces sp. (Acosta y Cardenas 2010), P. chrysogenum (Pazouki et al.
2007) y A. flavus (Sathvika et al. 2015) han reportado una eliminacion del 100%
del Cr(VI) en tiempos de contacto similares a los obtenidos (168-200 h), con una

concentracion de Cr(VI) inicial de 50 mg L' y pH experimental entre 5y 4.

4.5.2 Efecto del pH en la eliminacién del Cr(VI) por biomasa activa e inactiva

La disminucién del pH tuvo una influencia positiva sobre la eliminacion de
Cr(VI) para ambos casos, lo que se vio reflejado en el aumento del porcentaje de
' a) 1acion del metal para la biomasa inactiva y en la disminucion del tiempo para
la completa eliminacién del Cr(VI) con biomasa metabdlicamente activa. En las
Figuras 22 y 23 se muestran las cinéticas de eliminacién de Cr(VI) con biomasa

activa e inactiva a pH 2 y el comportamiento presentado en cada caso.
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Figura 22. Cinéticas de eliminacion de Cr(VI) por biomasa flngica activa (x) e inactiva (®) de
a) A. ustus, b) T. longibrachiatum, ¢) P. boydii. Dosis de biomasa, 2 g L'; [Cr(VI)]o, 50 mg L;
pH 2; T, 28 °C; 150 rpm; (-) control.

d) P. chrysogenum e) F. oxysporum
1= - - - - - - = 1 =
0.8 ) 0.8
% L )
o [ ]
S 06 ° . 5 08 x .
13 ° 1)
0.4 0.4 ®
. .
" . x [ ]
0.2 x 0.2 % °
x
0 X 0 x x °
0 24 48 72 96 120 144 168 0 24 48 72 96 120 144 168
Tiempo (h) Tiempo (n)

Figura 23. Cinéticas de eliminacion de Cr(VI) por biomasa fungica activa (x) e inactiva (@ de
d) P. chrysogenumy e) F. oxysporum. Dosis de biomasa, 2 g L'; [Cr(VD)]o, 50 mg L"; pH 2; T,
28 °C; 150 rpm; (-) control.

El tiempo de eliminacién de Cr(VI) con biomasa metabdlicamente activa de

F. oxysporum, P. boydii disminuy6 de 144 a 96 h; T. longibrachiatum de 168 a

120 h; P. chrysogenum de 168 a 144 h 'y A. ustus alcanzé la completa eliminaciéon
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alas 144 h. Por otro lado, los porcentajes de eliminacién de Cr(VI) por biomasa
inactiva incrementaron para cada aislado fangico; F. oxysporum alcanzé el
98.74% de eliminacién a las 168 h; las cepas P. boydi (34.3 a 88.01%), P.
chrysogenum (29.69 a 77%), T. longibrachiatum (29% a 81.51%) y A. ustus

(27.42 a 72.23%), ver Figura 24.

Figura 24. Ensayo de eliminacion de Cr(VI) por biomasa activa de Fusarium oxysporumy
P. boydii
El incremento en la eliminacion de Cr(VI) al disminuir el pH puede
relacionarse a que a un pH mas 4cido se incrementan los sitios de unién cargados
positivamente sobre la superficie de la biomasa promoviéndose la interaccion
entre los aniones de Cr(VI). En estudios previos, se ha reportado la eliminacion
de Cr(VI) por biomasa inactiva de A. awamori (Gochev et al. 2010), A. sp. (De
Sotto et al. 2015), Mucor racemosus (Liu et al. 2007) y Pythium sp. (Kavita et al.

2011) con porcentajes de eliminaciéon del 68 al 100% y pH entre 1.5 -1.0.
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4.5.3 Efecto de la concentracion inicial de Cr(VI) por biomasa activa e
inactiva

Se evalué la eliminacién de Cr(VI) por biomasa activa e inactiva de los
aislados fungicos incrementando la concentracion inicial de Cr(VI) y pH 2. De
acuerdo con los resultados obtenidos, el aumento de la concentracién de Cr(VI)
en el medio no afect6 la capacidad de eliminacién del metal por la biomasa
metabdlicamente activa, ver Figuras 25y 26. Sin embargo, el tiempo de contacto
entre el hongo y el metal aumenté para alcanzar la eliminacion completa de este.
Los resultados de eliminaciébn por biomasa inactiva mostraron mayores
porcentajes de eliminacién que a pH 4 aun con el doble de concentracion de

Cr(VI) utilizada.

A. ustus T. longibrachiatum
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Figura 25. Cinéticas de eliminacion de Cr(VI) por biomasa fungica activa (x) e inactiva (e) de
a) A. ustus, b) T. longibrachiatum, c) P. boydii. Dosis de biomasa, 2 g L'; [Cr(VI)]o, 100 mg L-';
pH 2; T, 28 °C; 150 rpm; (-) control.
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F. oxysporum P. chrysogenum
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Figura 26. Cinéticas de eliminacion de Cr(VI) por biomasa fungica activa (x) e inactiva (®). Dosis
de biomasa, 2 g L'; [Cr(VI)]o, 100 mg L''; pH 2; T, 28 °C; 150 rpm; (-) control.

La biomasa inactiva de A. ustus, T. longibrachiatum, P. chrysogenum, F.
oxysporumy P. boydii presentaron porcentajes de eliminaciéon de 62.07, 61.69,

58.34, 68.04 y 66.97, respectivamente.

4.6 Mecanismos de eliminacion de Cr(VI) por los aislados fungicos

Las cinéticas de eliminacién de Cr(VI) mostraron la gran influencia que tiene
el pH en el proceso, ademas del comportamiento de las biomasas activas e
inactivas al cambio de este factor. Con la finalidad de entender el mecanismo por
el cual se pude estar llevando a cabo la eliminacién del Cr(VI), se determiné la
concentracion de cromo total al final de las pruebas de eliminacion del metal. Los
resultados obtenidos en los ensayos a pH 4, 50 mg L' de Cr(VI) y, pH 2, 100 mg
L' utilizando biomasa activa (BA) e inactiva (Bl) en ambos casos, se muestran

en la Tabla IX.
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TABLA IX
DETERMINACION DE CROMO TOTAL EN LAS CINETICAS DE ELIMINACION DE Cr(VI) POR BIOMASA

FUNGICA ACTIVA E INACTIVA, pH4 (SUPERIOR), pH2 (INFERIOR)

Hongo [Cr(VD)]o [Cr(VI)]F  [Cr total] % [Cr(VD)]o [Cr(VD)]JF  [Cr total] %
BAmgL! BAmglL" mg L Reduccion BimgL' BimglL" mg L Reduccion
A1 51.37 1.87 54.5 96.75 59.7 42.57 58.66 27.42
G1 52.07 0 56.38 100 62.03 44.69 62.96 29.01
J1 51.73 0 54.89 100 57.92 43.73 58.02 24.62
K1 51.32 0 55.79 100 57.29 37.63 50.50 34.31
11 52.10 0 36.56 70.2 59.34 40.23 57.22 29.7
A1 119.34 0 118.1 100 120.45 45.57 120.17 62.07
G1 126.06 0 123.2 100 126.28 49.31 128.73 61.29
J1 126.28 0 129.7 100 129.89 54.91 131.82 58.34
K1 116.59 0 113.3 100 116.56 36.72 114.92 68.04
11 111.18 0 93.7 84.27 111.01 33.89 102.63 61.92

A1) A. ustus; G1) T. longibrachiatum; J1) P. chrysogenum; K1) F. oxysporum; 11) P. boydii
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La diferencia entre la concentracion de Cr(VI) (mg L) y la concentracion de
cromo total (mg L") obtenidas al final del proceso de eliminaciéon determina la
concentracion de cromo trivalente (Cr(lIl)) presente en solucién acuosa, es decir,
representa la biotransformacién de Cr(VI) a Cr(lll) durante el proceso de
eliminacion de Cr(VI). El porcentaje de reduccion por BA de A. ustus, T.
longibrachiatum, P. chrysogenum y F. oxysporum a las dos condiciones
experimentales fueron del 100%. Las diferencias presentadas en la [Cr(VI)]o y la
de [Cr total] al final de los ensayos (+ 5 mg L"), se desprecian por calibracion y
diferencia en los parametros de los equipos. Los porcentajes de eliminacidn de
Cr(VI) por Bl de A. ustus, T. longibrachiatum, P. chrysogenum'y F. oxysporum
incrementaron de un 30 al 60% aproximadamente con respecto a la disminucion
del pH.

Sin embargo, la BA de P. boydii mostré una disminucién del cromo total al
final de la eliminacién de Cr(Vl) de 1554 y 17.48 mg L', a pH 2 y 4,
respectivamente. El porcentaje de Cr(lll) en el medio representa el 70 al 80 %
para ambos casos. Este comportamiento no se ve reflejado al utilizar Bl, debido
a que los porcentajes de eliminacién (30 a 60%) en estas condiciones (pH 2y 4)

€S menor.

4.6.1 Espectros de infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR)
Se realizaron los espectros por FT-IR de las biomasas antes y después de

estar en contacto con Cr(VI), como se muestra en las Figuras 27 y 28.
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Figura 27. Espectros FT-IR de las biomasas flingicas A. ustus (A1), P. chrysogenum (J1), P. boydii (11) y F. oxysporum (K1) antes y
después de estar en contacto con 100 mg L* de Cr(VI), pH 2.
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Figura 28. Espectro de FT-IR de la biomasa fungica T. longibrachiatum (G1) antes y
después de estar en contacto con 100 mg L-1 de Cr(VI), pH 2.

La técnica de espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier,
permite determinar la naturaleza de los grupos funcionales superficiales e
identificar aquellos que interaccionan con el Cr(VIl). La banda de absorcion
alrededor de 3260-3270 cm™' es indicativa de grupos -OH y -NH de estiramiento
pertenecientes a proteinas y carbohidratos que constituyen la pared celular. La
banda correspondiente a 2924 cm es representativa de grupos -CHs de
estiramiento y de los grupos funcionales =CH2 debido a la presencia de acidos
grasos encontrados en fosfolipidos de las membranas fungicas. Las bandas
observadas alrededor de 1630 y 1540 cm™ se atribuyen a amidas primarias
correspondiente al estiramiento carbonilico de proteinas y N-H de flexion,
respectivamente. Los grupos C=0O se extienden en la banda 1750 cm
demostrando la presencia de grupos carboxilos, mientras que la banda a 1030

cm! identificadas como la vibracién de estiramiento -CN de las fracciones de
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proteinas, dicho estiramiento puede reflejarse también en longitudes de onda de
1350 cm™'.

De forma general, existe una disminucion en la absorcidén de las bandas
para cada grupo funcional caracteristico de la biomasa fungica, principalmente
los hongos A. ustus, T. longibrachiatum y P. chrysogenum, muestran una
disminucién mas evidente de estas, indicando la participacién de estos grupos en
la reduccion de Cr(VI). Para la biomasa fungica de P. boydii se observa la
desaparicion de bandas a 2924 y 1750 cm pertenecientes a grupos -CHs y C=0
lo que puede indicar la adsorcion de Cr(VI) en esos grupos, ademas, se observa
un incremento en la intensidad de la banda a 1350 cm™ perteneciente a
vibraciones de C-N de estiramiento propias de aminas. Por su parte, la biomasa
de F. oxysporum mostré principal disminucion de la intensidad en la banda 3260
cm™' perteneciente a los grupos -OH y -NH, e incremento en la banda de
absorcion en 1750 cm™' de grupos carboxilos.

Los principales componentes de la pared celular fungica (proteinas,
fosfolipidos, y polisacaridos) juegan un importante rol en la biorreduccion de
Cr(VI). Aunque algunos grupos funcionales se expresan diferente en las
biomasas de los aislados fungicos, los resultados obtenidos se asemejan a los
descritos en otras investigaciones, incluyendo A. niger (Gu et al. 2014);
Penicillium griseofulvum (Evy et al. 2015); A. awamori (Gochev et al. 2010),

Mucor racemosus (Liu et al. 2007); Neurospora crassa (Tunali et al. 2005).
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4.6.2 Potencial de carga cero de las cepas fungicas metal tolerantes

La determinacién del potencial de carga cero permite dilucidar si el
mecanismo de eliminacion de Cr(VI) estd influenciado por la atraccién
electrostatica entre los grupos funcionales presentes en la pared celular de la
biomasa y el Cr(VI). Las concentraciones de H* y OH  adsorbidos sobre la
superficie de la biomasa fungica son iguales en el potencial de carga cero, por lo
tanto, la carga superficial es neutra. La distribucion de la carga superficial con
respecto al pH de la solucién, proporciona informacidn para explicar la capacidad
de la biomasa fungica para adsorber ciertos iones. De esta forma, la biosorcion
de cationes es favorable a pH>pHpcc, mientras que la biosorcion de aniones se
ve favorecida a pH<pHecc. En la Figura 29, se muestra el potencial de carga cero

para la cepa T. longibrachiatum, representativo de los aislados fungicos.
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Figura 29. Potencial de carga cero (PCC) de T. longibrachiatum (G1).

El potencial de carga cero, determinado para las biomasas fungicas en
estudio, son; A. ustus (5.2); T. longibrachiatum (4.8); P. boydii (5.4); P.

chrysogenum (5.5); F. oxysporum (5.8)
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Por lo tanto, valores de pH por debajo del potencial de carga cero
favoreceria la atraccion de aniones por la carga superficial neta positiva de la

biomasa y contrariamente a un pH por arriba del PCC.

4.6.3 Biorreduccion de Cr(VI) por las cepas fungicas metal tolerantes

Los estudios de eliminacién de Cr(VIl) de solucion acuosa realizado por
biomasa activa e inactiva de los aislados fungicos, mostraron que el porcentaje
de eliminacion con respecto al tiempo se favorecio al disminuir el pH a 2. Ademas,
el Cr(Ill) que no se encontraba presente al inicio del proceso de eliminacion de
Cr(VI), aparecio en solucién acuosa en la misma proporcién que la concentracion
inicial de Cr(VI) en el medio (en la mayoria de los casos). Por lo tanto, es de
esperarse que la velocidad de eliminacion de Cr(VI) incremente a medida que
disminuya el pH, lo cual puede explicarse por los factores anteriormente
mencionados.

De acuerdo con Park y colaboradores (2005), a medida que disminuye el
pH, la carga de la superficie fungica global se vuelve mayormente positiva y el
ion cromato se une a los grupos cargados positivamente tales como aminas. Sin
embargo, grupos donadores de electrones adyacentes reducen el Cr(VI)
adsorbido a Cr(lIl) y por repulsién electrostéatica el Cr(lll) permanece en solucién.
Dicho comportamiento se observd para las cepas fungicas A. ustus, P.
chrysogenum, T. longibrachiatum, y F. oxysporum, en dbnde se encontrd
completamente el Cr(lll) en solucién acuosa.

Sin embargo, la reduccién completa de Cr(VI) se alcanza principalmente por

biomasa activa lo que puede atribuirse al crecimiento acelerado del hongo por
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presencia de nutrientes esenciales en el medio, creandose asi, nuevos sitios de
unién. Ademas, se ha reportado que el NADH (dador inicial de electrones en la
cadena respiratoria) asi como algunas otras biomoléculas (quinonas,
aminoacidos y proteinas) pueden fungir como donadores de electrones (O’
Donnell et al. 2011) para que se lleve a cabo la reduccion de Cr(VI) por biomasa
metabdlicamente activa y no unicamente por aquellos propios de la pared
celular.

Para el caso especial de P. boydii, la disminucién del cromo total al final de
la reduccion de Cr(VIl) puede indicar la biosorcidn de Cr(VI), o bien, la
microprecipitacion de especies de 6xido de Cr(lll) sobre la biomasa fungica. Este
ultimo, indicaria que el mecanismo de eliminacién de Cr(VI) por las biomasas
fungicas metal tolerantes es a partir de la reduccion del Cr(VI) a Cr(lll). Para
determinar la especiacion de cromo en la biomasa de P. boydii, se analiz6 la

biomasa por Espectroscopia Electrénica de Barrido (SEM), antes y después de

la reduccién de Cr(VI), ver Figura 30.
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Figura 30. Micrografias por SEM de la biomasa de P. boydi; antes(a) y después (b, c, d, f)
de la reduccion de Cr(VI).

Las micrografias por SEM, indican la presencia de microprecipitacion sobre
el micelio de P. boydii, lo que no es observable en la biomasa antes de la
reduccion de Cr(VI).

Sin embargo, para confirmar la presencia de cromo, asi como, el estado de
oxidacion en que se encuentra unido a la biomasa, se realiz6 un analisis por
Espectroscopia de Fotoelectrones emitidos por rayos X (XPS). En los espectros
de alta resolucion (Figura 31), se analizaron las sefales de C1s, O1s y Cr2p; la
cual es la de interés; identificando la posicién del pico principal de ésta, se
observa que corresponde a 576.03 eV; situada en el de los 6xidos, en especifico
correspondiente a la sefial de Cr(lll) (Cr20s en las tablas de referencia del Instituto

Nacional de Normas y Tecnologia (NIST)).
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Figura 31. Espectro Cr2p de la biomasa de P. boydii después de la reduccién de Cr(VI).

Estos resultados confirman que la eliminacién de Cr(VI) por las biomasas

fungicas es a partir de una completa reduccion de Cr(VI) a Cr(lll).

4.6.4 Capacidad reductora de Cr(VI) de los aislados fungicos

En la Figura 32 se muestra la capacidad de reduccion de Cr(VI) obtenida
para la biomasa fungica A. ustus, en ella se puede observar que en las primeras
240 horas es cuando se alcanza la mayor capacidad de reduccidn por la biomasa.
Posteriormente la capacidad de reduccion aumenta mas lento hasta alcanzar el
equilibrio, es decir, la biomasa fungica llega a su punto de saturacion.

Las capacidades de reduccidén obtenidas por cada biomasa fungica, asi
como, los parametros del modelo cinético de pseudo primer orden se presentan
en la Tabla X.

Como se puede observar, el orden de la capacidad de reduccion obtenidas
de mayor a menor por aislado fungico son; F. oxysporum (345.82 mg g'); P.
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boydii (337.93 mg g'); P. chrysogenum (298.48 mg g'); A. ustus (284.02 mg g

"); T. longibrachiatum (261.67 mg g™').
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Figura 32. Capacidad de reduccion de Cr(VI) de las biomasas de P. boydiiy F. oxysporum.
Datos experimentales (®); modelo de pseudo primer orden (-).

TABLA X

PARAMETROS CINETICOS DEL MODELO DE PSEUDO PRIMER ORDEN

Qqr

dc

Biomasa (mg o) ki (h™) (mg o) R2

A. ustus 284.02 0.0074 272.79 0.98

T. longibrachiatum 261.67 0.0070 249.46 0.97
P. boydii 337.93 0.0067 319.46 0.95

P. chrysogenum 298.48 0.0088 291.97 0.98
F. oxysporum 345.82 0.0072 331.05 0.97

4.7 Biorreduccion de metales valiosos (Au y Ag) por filtrado extracelular
fungico

Se ha demostrado la capacidad de la biomasa fungica metal tolerante en la
reduccion de Cr(VI). Sin embargo, se ha reportado que los hongos tienen la

ventaja de producir y excretar enzimas, proteinas, y moléculas organicas como

agentes reductores de metales. Es por ello que fueron evaluados los filtrados
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extracelulares de las cepas fungicas en cuanto a su capacidad de reducir iones
Ag*y Aud+, utilizando como precursores sales metélicas de AQNO3 y HAuCla.
Inicialmente, la reduccion de oro y plata fue evaluada a partir del cambio de
coloracién en las mezclas de reaccién. La reduccion de oro requiere tres pasos
de reduccién (Siddigi y Husen 2016) y se observa un cambio en las soluciones

de color amarillo pélido a vino, ver Figura 33.

HAuCl, - H+ + AuCly

AuCly — Aull, + €l

AuCly, — Aust 4301~

Au®t + Extracto fungico — Au® .

Figura 33. Reacciones de reduccién de los iones AuCl4-.

La reduccion de los iones de plata se refleja en el color de los filtrados
celulares, que varian de amarillo claro a marrén, en un paso (Siddigi y Husen

2016), ver Figura 34.

AgNO; — Agt + NOs

Extracto fﬂngicu COXIDACION
REDUCCION

} |
. AgP HNO's

Figura 34. Reaccion de reduccién de los iones Ag*.
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En la Figura 35, se muestran los resultados obtenidos de las pruebas de
biorreduccién de iones Ag*y Au®* a una concentracion de 50 mg L. Las
soluciones de la mezcla de reaccion presentaron un cambio de coloraciéon en la
solucion al contacto con el filtrado extracelular fangico, cuya intensidad de

coloracién dependié de cada hongo en estudio.

Filtrado extracelular fungico en contacto con Agy Au

Figura 35. Pruebas de biorreduccion de iones Ag* y Aud+ por filtrados extracelulares fungicos.

La reduccion de los iones Ag* y Au* por los diferentes filtrados
extracelulares de los aislados fungicos, se someti6 a analisis espectral a
diferentes tiempos de medicién utilizando el espectrofotémetro UV-visible. El
cambio de color de las soluciones se debio a la excitacion de las vibraciones de
los plasmones superficiales, caracteristicos en la formacién de nanoparticulas de
oro y plata localizada en la longitud de onda maxima de 530 y 420 nm,
respectivamente. Las cinéticas de reaccién se monitorearon cada 24 h para cada

filtrado extracelular fungico.

90



La evolucién de absorbancias respecto al tiempo en la reaccién de reduccion de
iones Ag* y Au®* por el filtrado extracelular de A. ustus (A1) se muestra en la
Figura 36.
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Figura 36. Espectros UV-Vis a diferentes tiempos. Ag (izquierda); Au (derecha); Filtrado
extracelular A. ustus.

La longitud de onda maxima de LSPR (Resonancia Superficial de Plasmén
Localizado) se encontré en 430 y 533 nm para plata y oro, respectivamente,
aumentando en intensidad con el tiempo. Las absorbancias obtenidas para plata,
aumentaron de 0.299 en 24 h de reaccion a 0.366 a las 96 h. Sin embargo, un
mejor comportamiento se observd para oro, en la primera hora de reaccion se
obtuvo una absorbancia de 0.099, incrementando de 0.408 en 24 h a 0.670 a las
96 h. Posteriormente, a una semana de reaccion la solucion de AuNPs se
mantuvo estable con un incremento en la absorbancia de 0.712.

La cinética de reduccién de Ag* y Au3* por el filtrado extracelular de T.
longibrachiatum, mostré un incremento en las absorbancias para oro de 0.326 a
0.401, de 24 a 96 h, respectivamente, y 0.457 en una semana. La longitud de

onda maxima de LSPR se encontré en 534 nm, como se observa en la Figura 37.
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Figura 37. Espectros UV-Vis a diferentes tiempos. Ag (izquierda); Au (derecha); Filtrado
extracelular T. longibrachiatum.

En el caso de plata, la intensa pigmentacion del filtrado extracelular de T.
longibrachiatum presenta absorbancia (0.61) a la misma longitud de onda (400
nm) que la del plasmén superficial para las AgNPs por lo que las sefiales se
traslapan.

En la Figura 38, se muestra la aparicion de picos de absorbancia en los
espectros UV-Vis a 425 y 536 nm para plata y oro, respectivamente, confirmando
la sintesis de nanoparticulas para ambos metales por P. boydii. Las absorbancias
correspondientes a las longitudes maximas de LSPR para oro y plata,
aumentaron con respecto al tiempo sin mostrar desplazamiento alguno en la
longitud de onda. A las 24 h de reaccion se observa una absorbancia de 0.248 y
0.509 a las 96 h para plata. Las absorbancias para el caso de oro fueron menores,

aumentando de 0.109 a 0.22 en 24 y 96 h, respectivamente.
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Figura 38. Espectros UV-Vis a diferentes tiempos. Ag (izquierda); Au (derecha); Filtrado
extracelular P. boydii.

El filirado extracelular de P. chrysogenum mostré los valores de
absorbancia mas altos para ambos metales, localizandose las longitudes
maximas de LSPR en 530 y 430 nm para oro y plata. Las absorbancias obtenidas
a las 96 h para ambos metales fueron de 1.596 para el caso de platay 0.705 para

oro, como se observa en la Figura 39.
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Figura 39. Espectros UV-Vis a diferentes tiempos. Ag (izquierda); Au (derecha); Filtrado
extracelular P. chrysogenum.

Ademas, se puede observar que la reduccion de los iones Ag* y Aud* es
inmediata a partir de este hongo, obteniéndose absorbancias al inicio de la

reaccion de 0.132 y 0.302 para oro y plata, respectivamente. Los espectros UV-

93



Vis de las reacciones de reduccion de los iones Ag* y Au®* con el filtrado

extracelular de F. oxysporum en funcion del tiempo, se muestran en la Figura 40.
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Figura 40. Espectros UV-Vis a diferentes tiempos. Ag (izquierda); Au (derecha); Filtrado
extracelular F. oxysporum.

La longitud méaxima de LSPR exhibido para AgNPs fue de 422 nm, con una
absorbancia a las 24 h de 0.074, incrementando a las 96 h en 0.101. En el caso
de AuNPs, el plasmén superficial de resonancia se localiz6 a una longitud de 538
nm y presenté una absorbancia a las 24 h de 0.381; 0.655 a las 96 h; 0.745 en
una semana.

En el 2014, Agnihotri S. y colaboradores presentan un espectro UV-Vis de
AgNPs que exhibe fuertes picos de extincidén en longitudes de ondas especificas,
los cuales se relacionan a tamarfios promedios de nanopatrticulas, ver Figura 41.
Los maximos de absorcién de AgNPs desplazados hacia una mayor longitud de
onda corresponden con el aumento en el tamafo de las nanoparticulas. Ademas,
el ancho total a la mitad del maximo pico de absorcion determina la dispersién de
las nanoparticulas, atribuyendo que un mayor ensanchamiento de este,

representa polidispersidad.
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Figura 41. (a) Espectro de extincién UV-Vis. (b) Color distintivo de diferentes tamanos de
nanoparticulas de plata (Agnihotri et al. 2014).

De acuerdo con Agnihotri y colaboradores, se puede asumir que para A.
ustus existe polidispersidad en el tamario de las nanoparticulas de plata entre 20
y 85 nm. Sin embargo, para P. boydii se esperan tamanos de nanoparticulas
entre 15 -20 nm con mayor monodispersion; P. chrysogenum (30-50 nm); F.
oxysporum (15-30 nm).

Resultados similares se han reportado para especies de Trichoderma
(asperellum, harzianum, longibrachiatum, pseudokoningii y virens) con capacidad
de biosintetizar AgNps entre 8-60 nm (Prameela Devi et al. 2013); Aspergillus
tamatrii, 25- 50 nm (Kumar et al. 2015); F. oxysporum, 20- 50 nm (Husseiny et al.
2015); Pleurotus ostreatus, 50 nm (Devika et al. 2012); A. flavus, 6-17 nm (Jain

et al. 2011); Penicillium citrinum, 109 nm (Honary et al. 2013).
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En el 2007, Njoki y colaboradores presentan un espectro UV-Vis
normalizado para AuNPs con diferentes tamafios de particulas en solucion

acuosa, como se observa en la Figura 42.
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Figura 42. Espectro UV-vis (normalizado) para AuNPs con diferentes tafilamos de particulas en
solucién acuosa (Njoki N et al. 2007).

Los resultados espectrales obtenidos para AuNPs indican en relacién a lo
publicado por Njoki y colaboradores los siguientes tamafnos de particulas; A.
ustus, 30- 50 nm; T. longibrachiatum, 30- 50 nm; P. boydii, 40- 50 nm; P.
chrysogenum, 30- 40 nm; F. oxysporum, 50- 60 nm.

El filtrado extracelular fungico ha sido estudiado para la biosintesis de
AuNPs por hongos como; Alternaria alternata (Sarkar et al. 2012); F. solani
(Gopinath y Arumugam 2013); Penicillium sp.(Du et al. 2011); los cuales
reportaron tamanos de particulas de 12- 5 nm, 20- 50 nm, y 30- 50 nm,

respectivamente.
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4.7.1 Biosintesis de nanoparticulas metalicas de iones Au3* y Ag* via

microondas

Estudios han demostrado que la irradiacion con microondas para la sintesis
de nanoparticulas, provoca un calentamiento rapido y uniforme del medio de
reaccion. Por lo tanto, proporciona una nucleacién homogénea y condiciones de
crecimiento que dan como resultado nanoparticulas monodispersas en un tiempo
de reaccion corto. Sin embargo, a pesar de los beneficios que proporciona esta
técnica, sélo ha sido aplicado para la sintesis verde de nanoparticulas a partir de
extracto de plantas. Por ello, en este trabajo se evalu6 el efecto de la irradiacién
de microondas sobre la sintesis de nanoparticulas de iones Au+y Ag* a partir de
los filtrados extracelulares de los hongos seleccionados. En la figura 43 se
muestran los espectros de absorcién de la sintesis de nanoparticulas de oro y
plata por cada filtrado fungico. T. longibrachiatum mostrd la mayor absorbancia
(2.034) a la longitud de onda méaxima de LSPR para plata. Mientras que, A. ustus

mostré la mayor absorbancia (0.40) en el caso de oro.
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Figura 43. Espectros UV-Vis de la sintesis de nanoparticulas de Ag (izquierda) y Au (derecha),
via microondas con un tiempo de reaccion de 1 min.
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Ademas, se realizé una comparacion de los resultados obtenidos en la
sintesis de nanoparticulas via convencional a las 24 horas de reaccion, y las
producidas via microondas en 1 min. En la figura 44, se muestran los espectros
de absorcion UV-Vis de la sintesis de nanoparticulas de plata y oro por el filtrado
extracelular de A. ustus. El pico maximo de absorbancia se increment6 de 0.299
obtenido por el método convencional a 0.626 en en la sintesis de nanoparticulas
de plata via microondas. Sin embargo, en la sintesis de nanoparticulas de oro el

pico maximo de absorbancia (0.404) fue el mismo por ambos métodos.
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Figura 44. Espectros UV-Vis de la sintesis de nanoparticulas de Ag (izquierda) y Au (derecha),
via microondas y via convencional por elfiltrado extracelular de A. ustus.

Por otro lado, una mejor optimizacién de las sintesis de nanoparticulas de
plata se obtuvo con el filtrado extracelular de T. longibrachiatum via microondas,
como se muestra en la figura 45. La intensa pigmentacién del filtrado interfirié en
la caracterizacion por espectrofotometria UV-Vis utilizando el método
convencional. Sin embargo, dicha pigmentacion resultaba inapreciable después
del calentamiento por microondas, alcanzando un pico maximo de absorbancia
de 2.102 a una longitud de onda de 422 nm. Asi mismo, hubo un ligero

incremento en la absorbancia en la sintesis de nanoparticulas de oro por el
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método convencional a microondas, de 0.324 a 0.378. Sin embargo, este
incremento en la absorbancia se vié acompanado con un ligero desplazamiento

de la longitud maxima de LSPR de 533 a 529 nm, respectivamente.
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Figura 45. Espectros UV-Vis de la sintesis de nanoparticulas de Ag (izquierda) y Au (derecha),
via microondas y via convencional por elfilirado extracelular de T. longibrachiatum.

Resultados similares fueron obtenidos con el filtrado extracelular de P.
boydii. El pico maximo de absorbancia en la sintesis de nanoparticulas de ambos
metales se incrementé utilizando el método por microondas. Las absorbancias
obtenidas fueron de 0.247 a 1.136 y 0.109 a 0.138 para plata y oro,

respectivamente. En la figura 46, podemos ver los espectros UV-Vis para cada

metal.
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Figura 46. Espectros UV-Vis de la sintesis de nanoparticulas de Ag (izquierda) y Au (derecha),
via microondas y via convencional por elfilirado extracelular de P. boydii.
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Tal y como se puede observar en la figura 47, la sintesis de nanoparticulas
de plata por microondas a partir del filtrado extracelular de P. chrysogenum no
s6lo mostré un incremento en el pico maximo de absorbancia. Ademas, la banda
obtenida es mas afilada o estrecha que la que se observa por el método
convencional. Lo anterior, demuestra que utilizando el método por microondas se
obtinene una mayor monodispersion en el tamano de las particulas de plata. Por
el contrario, en la sintesis de nanoparticulas de oro fue a partir del método
convencional el que alcanzé una mayor absorbancia de 0.437.

1.4
1.2

1

Microondas

Microondas

g Convencional o 04 Convencional
@ T Control

g 0.8 Control § oid ontro

$ 06 e

< o4 50.2

0.2
0 b=

300

400 500 600 700

Longitud de onda (nm)

800 500 600 700

Longitud de onda (nm)

800

Figura 47. Espectros UV-Vis de la sintesis de nanoparticulas de Ag (izquierda) y Au (derecha),
via microondas y via convencional por elfiltrado extracelular de P. chrysogenum.

La sintesis de nanoparticulas de plata por el filtrado extracelular de F.
oxysporum, presenté resultados similares a los de P. chrysogenum, mostrando
un incremento significativo en la absorbancia obtenida con el método por
microondas de 0.074 a 0.159. No asi para el caso de oro en dénde la absorbancia

fue mayor por el método convencional con un valor de 0.378, ver figura 48.
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Figura 48. Espectros UV-Vis de la sintesis de nanoparticulas de Ag (izquierda) y Au (derecha),
via microondas y via convencional por elfilirado extracelular de F. oxysporum.

De manera general, el calentamiento homogéneo de las mezclas de
reaccion via microondas, favorecio la biosintesis de nanoparticulas de plata con
cada filtrado extracelular. El pico maximo de absorbancia se increment6 en cada
caso y se obtuvieron bandas agudas lo que indica una mayor monodispersion
en el tamano de las particulas. Para el caso de oro, sélo los valores de
absorbancia para T. longibrachiatum y P. boydii se incrementaron via
microondas, y fueron iguales en el caso de A. ustus. Por lo tanto, las altas
temperaturas aplicadas por esta técnica no afecta a las moléculas organicas con
poder reductor, permitiendo asi que en 1 minuto se obtenga no sélo la reduccién
de los metales, sino la sintesis de nanoparticulas.

Por otro lado, el analisis por FT-IR de los filtrados extracelulares mostrados
en la figura 49, presentan bandas caracteristicas entre 3300-3200 cm atribuidas
a grupos -OH y -NH, pertenencientes a proteinas, carbohidratos y aminas
primarias. Entre 1640 y 1500 cm™' encontramos bandas propias de grupos C=0
y N-H de flexién, que se atribuyen al estiramiento carbonilico de proteinas y
amidas | de polipéptidos. Ademas, se encuentra una banda alrededor de 1030

cm™ del enlace C-N de estiramiento en aminas. En los espectros por FT-IR de
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las nanoparticulas de oro y plata se observan las mismas bandas caracteristicas
de los componenetes del filtrado extracelular. Esto indica, que las moléculas
organicas con poder reductor que participan en la sintesis de las nanoparticulas,
también contribuyen en el recubrimiento de las particulas evitando su

aglomeraciéon y manteniendo su estabilidad.
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Figura 49. Espectros FT-IR de los filtrados extracelulares y (a) AuNPs sintetizadas por P.
chrysogenum (J1) y F. oxysporum (K1); y AgNPs sintetizadas por F. oxysporum (K1) y P. boydii
().

Gopinath y Arumugam (2014), estudiaron la biorreduccién de iones Au3+ a
partir del filtrado extracelular de Fusarium solani a pH 8.5. EI maximo pico de
absorbancia fue encontrado a las 24 h de reaccién y a una longitud de onda de

527 nm. Ademas, realizaron mediciones por FTIR para identificar las posibles

biomoléculas responsables de la reduccién de los iones Au3* y el recubrimiento
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de las nanoparticulas de oro sintetizadas por el filtrado fungico. Los espectros
FTIR revelaron la presencia de grupos funcionales que concuerdan con los
obtenidos en este estudio. Mukherjee y colaboradores en el 2002, indicaron que
las bandas a 1650 y 1540 cm™' se identifican como bandas de amidas |y Il y son
debido al estiramiento carbonilico y vibraciones N-H de estiramiento en los
enlaces amida de proteinas. Incluso, las posiciones de estas bandas son
cercanas a las reportadas para proteinas nativas. Ademas, sugieren que el
mecanismo de la biosintesis extracelular de nanoparticulas sea por la enzima
nitraro reductasa secretada por hongos y que esta implicada en la biorreduccién
de iones metalicos, Sin embargo, numerosos agentes reductores y protectores
son secretados por estos y pueden también estar involucrados en el proceso de

biorreduccion.
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Capitulo 5

CONCLUSIONES

Se obtuvieron ocho cepas fungicas de los sitios seleccionados, dichos
aislados obtenidos disminuyeron conforme aumentaba la concentracion de
metales presentes en ellos, lo que indica el efecto adverso que estos
contaminantes tienen sobre la microbiota. El género y especie de cada una de
las cepas pertenecieron a; (A1) Aspergillus ustus, (B1) Penicillium janthinellum,
(D1) Rasamsonia emersonii, (G1) Trichoderma longibrachiatum, (I1)
Pseudallescheria boydii, (J1) Penicillium chrysogenum, (K1) Fusarium
oxysporum, (L1) Acremonium sclerotigenum; por lo que sitios con presencia de
metales pesados son fuentes de aislamiento de una diversidad de hongos metal
tolerantes. Las pruebas de CMI e indice de tolerancia a Cr(VI) realizadas,
indicaron que aun cuando sélo P. chrysogenum se aislé de un suelo con una alta
concentracion de Cr(VI), cepas como T. longibrachiatum, P. janthinellum, F.
oxysporumy A. sclerotigenum, presentaron la misma tolerancia al metal de 1000
ppm. Lo anterior, puede estar relacionado a que los mismos mecanismos
utilizados por los hongos para resistir altas concentraciones de otros metales,

pueden ser empleados para tolerar Cr(VI).

Las pruebas de eliminacién de Cr(VI) por biomasa activa e inactiva de los
hongos metal tolerantes, indicaron que la biomasa activa presenta un mayor
porcentaje de eliminacién de Cr(VI) con respecto al tiempo, a una concentracién
inicial de Cr(VI) de 50 mg L. Las cepas fungicas T. longibrachiatum, P. boydiiy
F. oxysporum, alcanzaron la completa eliminacién de Cr(VI) a pH 4 en un tiempo
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de 144 h de contacto, mientras que P. chrysogenum a las 168 h. Ademas, al
disminuir el pH a 2, el tiempo de eliminacién por las cepas F. oxysporumy P.
boydii disminuyd de 144 a 96 h; T. longibrachiatum de 168 a 120 h; P.
chrysogenum de 168 a 144 h y A. ustus alcanzé la completa eliminacion a las

144 h.

Se determin6 que el mecanismo de eliminacion de Cr(VI) por los aislados
fungicos estudiados es a partir de la reduccién de Cr(VI) a Cr(lll). El potencial de
carga cero evaluado para cada biomasa fangica (5.0-5.7), permite dilucidar que
la reduccién a pH 2 se favorece debido a la protonacién de grupos funcionales
en la biomasa (caracterizados por FT-IR) atrayendo electrostaticamente a los
aniones de Cr(VI) los cuéles son reducidos por grupos donadores de electrones
propios de la pared celular de la biomasa fungica. Debido a que la reduccion se
ve favorecida por la biomasa metabdlicamente activa, se deben considerar otros
factores como es el crecimiento del hongo por la presencia de nutrientes
permitiendo la existencia de nuevos sitios, asi como la participacién de otros
donadores de electrones pertenecientes al metabolismo. Sin embargo, la
biomasa inactiva a pH1 presenta capacidades de reduccién de Cr(VI) de 261.7 a
345.82 mg g'. Por su parte, la cepa de P. boydii presentdé bioacumulacién de
cromo posterior a la reduccién de Cr(VI). Los resultados fueron corroborados por
SEM, observdndose una microprecipitacion y acumulacion en el micelio del
hongo. El analisis de la biomasa por XPS indicé la presencia de Cr20s3, o que

confirmé la completa reduccién del Cr(VI) por los aislados fungicos.
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El analisis espectral de las soluciones de reduccion entre los iones Ag*y
Au+y el filtrado extracelular fungico a diferentes tiempos, indicaron que el cambio
de color (vino/marrén) de las soluciones se debi6é a la excitacidbn de las
vibraciones de los plasmones superficiales caracteristicos en la formacién de
nanoparticulas de oro y plata. Ademas, se logré optimizar la sintesis de
nanoparticulas de Ag(l) a partir de la irradiacién por microondas, disminuyendo
el tiempo de reaccion a 1 min. Dicha técnica, ha sido ampliamente utilizada con
extractos de plantas, sin embargo, no ha sido estudiada para hongos
filamentosos. Los espectros por FT-IR mostraron grupos funcionales
caracteristicos de los componentes organicos reductores presentes en el filtrado
extracelular, que ademas, se encuentran recubriendo a las nanoparticulas de oro

y plata dandoles estabilidad al evitar su aglomeracion.

Por lo tanto, se logr6 obtener un aprovechamiento global de las propiedades
de los hongos metal tolerantes, siendo la biomasa un agente reductor de aniones,
que puede ser una alternativa para la detoxificacion de sitios contaminados con
Cr(VI). Por su parte, el filtrado extracelular fungico presenta propiedades como
un agente reductor de cationes, como son los iones Ag* y Aud* y cuya
potencialidad para la sintesis biogénica de nanoparticulas metalicas es de interés

en amplias aplicaciones tecnolégicas.
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