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En este trabajo se estudid la remocién del colorante textil Azul-F-Oro, por los hongos
Aceptado: ligninoliticos Phanerochaete chrysosporium y Pycnoporus cinnabarinus, dos géneros
30/octubre/2020 importantes por sus eficientes sistemas enzimaticos degradadores de compuestos

organicos. El soporte de inmovilizacion fue turmalina, mineral borosilicato con alto
contenido de hierro y otros metales que actian como cofactores de las enzimas,
mejorando su actividad. La inmovilizacién de los hongos por separado, se realiz6
inoculando caldo extracto de malta (conteniendo la turmalina estéril) con una
suspension de esporas e incubando a temperatura ambiente durante 5 dias. Los

LD e hongos inmovilizados se agregaron por duplicado en matraces con 150.0 mL

Remocion, . .. ..
. o conteniendo una solucién acuosa del colorante a una concentraciéon de 50 ppm y se
hongos innmovilizados, . . o , s L
. incubaron en cultivo estatico durante 24 dias. La decoloracién se determiné por el
turmalina . o . .
método espectrofotométrico a 564 nm. Los porcentajes de remocién del colorante
fueron del 96.7% con P. chrysosporiumy del 99.7% con P. cinnabarinus.
Keywords:
Removal, ABSTRACT
immobilized fungus,
tourmaline In this paper, the removal of Blue-F-Gold textile dye by ligninolytic fungi was studied.

Phanerochaete chrysosporium and Pycnoporus cinnabarinu are two important genera
due to their efficient enzymatic systems that degrade organic material. The
immobilization solution was tourmaline, a borosilicate mineral high in iron and other
metals that act as cofactors of enzymes, improving their activity. Immobilization of
the fungi was performed separately whereby inoculating malt extract broth
(containing sterile tourmaline) with a spore suspension and incubating at room
temperature for 5 days. The immobilized fungi were added in duplicate to 150.0 mL
flasks containing an aqueous solution of the dye at a 50 ppm concentration and
incubated in static cultivation for 24 days. Discoloration was determined by
spectrophotometric method at 564 nm. The dye removal percentages were 96.7%
with P. chrysosporium and 99.7% with P. cinnabarinus.
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Las aguas residuales textiles son dificiles de tratar, ya que
los colorantes que contienen poseen estructuras
aromaticas complejas, estables en el ambiente y muy
recalcitrantes, que pueden ser grupos croméforos tipo
azo, carbonilo, metilo, nitro y quinoide (Christie, 20019).
En la actualidad existen variados procesos para la
remocién de colorantes en aguas residuales, los cuales
pueden ser tratamientos fisicos, quimicos y bioldgicos. La
biorremediacién es un tipo de tratamiento biolégico
donde se utilizan bacterias y hongos para la eliminacién
de colorantes en agua, por la accién de enzimas
microbianas. Los basidiomicetos conocidos como hongos
de pudricién blanca poseen un importante sistema
enzimatico para degradar lignina que ademas pueden
oxidar una gran variedad de sustratos entre los cuales se
encuentran los colorantes textiles, por tener una
estructura similar a las subunidades de fenil propano que
conforman al polimero de lignina, por lo que logran su
mineralizacion (Cardona et al., 2009; Fernandez et al,
2009). El sistema enzimatico de los hongos ligninoliticos
esta constituido por tres enzimas inespecificas llamadas:
Lignina Peroxidasa (LiP) (E.C.1.11.1.14), Manganeso
Peroxidasa (MnP) (E.C.1.11.1.13) y la Lacasa (Lac)
(1.10.3.2), las cuales estan clasificadas como oxidasas
(Battaner, 2013). La produccion de biomasa fungica es
un factor importante para la degradacién de colorantes,
ya que se relaciona con la capacidad de adsorcion en la
pared celular, compuesta en un 70% por polisacaridos
con carga negativa como la quitina, a los que se pueden
unir por intercambio idénico una gran variedad de
moléculas de colorantes. Por otro lado, si la biomasa se
inmoviliza en soportes inorganicos y porosos, se
desarrollan eficientes portadores bifasicos, que
combinan las propiedades fisicas de la matriz sé6lida con
el potencial bioquimico de las enzimas del hongo
inmovilizado (Gémez et al., 2008). Existen muchos y muy
variados tipos de soportes, entre los cuales la turmalina
sobresale por sus propiedades eléctricas, magnéticas y
calorificas, que pueden estimular el crecimiento y
metabolismo de los hongos. Ademads, la turmalina
contiene altas concentraciones de metales como el hierro
que las enzimas de los hongos lo utilizan como cofactores
para la activacién de su sitio activo (Wang et al.,, 2014).

Metodologia

La experimentaciéon de este trabajo se realizé en el
Laboratorio de Microbiologia Ambiental de la UAM-
Azcapotzalco. Se removid el colorante Azul F-oro de una
solucién acuosa utilizando los hongos Phanerochaete
chrysosporium (Ph) y Pycnoporus cinnabarinus (Py). La
cepa de P. chrysosporium (N° de clasificacién: ATCC
34540 y CDBB-H-686) fue donada por la Coleccién de

Politécnico Nacional (CINVESTAV-IPN). De la cepa de P.
cinnabarinus no se cuenta con los datos de clasificacién.
La turmalina utilizada provino de la mina Verodica II,
localizada en el Municipio de Suaqui Grande, en el estado
mexicano de Sonora. Dicho mineral fue caracterizado por
las técnicas de Difraccion de Rayos X (DRX),
Espectroscopia de Infra Rojo por Transferencia de
Fourier (FITR), Microscopia Electrénica de Barrido
(MEB) y Espectroscopia Electrénica de Energia
Dispersiva (EDS), encontrandose que pertenecia al grupo
delos ciclosilicatos con formas de prismas romboedrales,
con una composiciéon microanalitica de los siguientes
elementos quimicos: Na, Mg, Ca, Al, Si, Ti, Cr, Mn, Fe y Ni
(Chavez etal,, 2016).

Preparacion de la solucién del colorante

La solucidn del colorante Azul F-oro, fue preparada con
los componentes que se indican en la tabla 1. Cabe hacer
notar que esta solucién contenfa las sales basicas
necesarias para el desarrollo de los hongos propiciando
la utilizacién del colorante como sustrato principal.

Tabla 1. Composicién de la solucion del colorante Azul F-oro.

Componente Concentraciéon

(g/L)

Glucosa (CeH1206) 10.0

Fosfato monopotasico (KH2P04) 2.0

Sulfato de magnesio 0.5

heptahidratado (MgS04*7H20)

Cloruro de calcio (CaClz) 0.1

Tartrato de amonio ((NH4)2C4H40s) 0.5

Colorante Azul F-oro 0.05

Agua desionizada cpb

Se elabor6 una curva de calibracidn para determinar la
concentracion de colorante en la solucién. Se prepararon
diluciones que iban de 0 a 50 ppm de colorante y se
obtuvo el espectro de absorcién para cada dilucién en un
intervalo de longitud de onda de 200 a 700 nm mediante
un espectrofotémetro Shimadzu UV-1800. Se determiné
la longitud de onda con la absorbancia maxima y se hizo
el tratamiento de datos generando asi la relaciéon de la
absorbancia con la concentracién de colorante.

Preparacion de los indculos

Se desarrollaron cultivos de agar inclinado de las dos
cepas de hongos utilizadas Ph y Py, durante cinco dias a
28°C, utilizando el agar Extracto de Malta (AEM) de la
marca Difco. Para la realizaciéon de la “cosecha” por
barrido de las esporas maduras, se agreg6 a los tubos de
cultivos, 1.0 mL de una solucién salina (NaCl 0.15M)
estéril, para obtener las suspensiones de esporas que se
utilizaron como inéculo.

Universidad Auténoma Metropolitana
Revista tediq 6(6) 600, 2020



Universidad
Auténoma
Metropolitana

Casa abierta al tiempo Azcapotzalco

RevistaTendencias en Docencia
e Investigacion en Quimica
2020

Aiio 6

Nimero 6

Acondicionamiento de la turmalina

La turmalina fue triturada para obtener un tamafio de
particula menor y una mayor superficie de contacto para
el crecimiento de los hongos. Después se tamizé con una
malla de 2 mm. La turmalina tamizada se muestra en la
figura 1. Para determinar el grado de porosidad de la
turmalina, se le tomaron micrografias utilizando el
Microscopio Electrénico de Barrido ZEIZZ Modelo
SUPRA 55VP perteneciente a la Division de Ciencias
Basicas e Ingenieria (DCBI) de la UAM Azcapotzalco.

Figura 1. Imagen de la turmalina tamizada utilizada para la
inmovilizacién de los hongos Phy Py.

Inmovilizacion de los hongos en la turmalina

Para realizar la inmovilizacién de los hongos, se
colocaron 10.0 g de turmalina en cajas Petri chicas
agregando 10.0 mL de caldo extracto de malta marca
Difco y fueron sometidas a dos procesos de esterilizacion.
La primera esterilizacién fue en autoclave durante 15
minutos a 121°Cy la segunda exponiéndolas 15 minutos
a la luz UV directa en una campana de flujo laminar
Thermo Scientific 1300 Series A2. Una vez estériles, las
cajas con el caldo de cultivo y la turmalina, se inocularon
con 1.0 mL de la suspensiéon de esporas y se dejaron
desarrollar durante 5 dias a 28°C. En la figura 2, se
observa el desarrollo de este proceso.

Figura 2. Cajas Petri deonde se realiz6 el proceso de
inmovilizacion de los hongos en la turmanlina.

Tratamiento de remocion del colorante

Para el proceso de remocion del colorante Azul F-oro, se
prepararon por duplicado biorreactores en matraces
Erlenmeyer de 250 mL, a los que se les agregaron 150.0
mL de la solucién del colorante antes mencionada y el
correspondiente hongo ya inmovilizado en la turmalina.
Para evaluar la remocion del colorante por los hongos sin
inmovilizar, se prepararon biorreactores agregando solo
los in6culos sin la turmalina. Asimismo, para saber si
hubo adsorcién del colorante en el micelio de cada uno
de los hongos, se prepararon los biorreactores con el
hongo desarrollado en la turmalina y posteriormente
esterilizado. Como testigo para todos los tratamientos, se
prepar6 un biorreactor con turmalina sin inocular y se
procedid a incubar de la misma manera que los demas, a
temperatura ambiente y en condiciones estaticas. En la
tabla 2, se presentan los tratamientos realizados.

Tabla 2. Condiciones en los biorreactores para la remocion del
colorante Azul F-oro.

Condicién
Turmalina + P. chrysosporium
Turmalina + P. cinnabarinus
Turmalina
P. chrysosporium
P. cinnabarinus
Turmalina + P. chrysosporium
(micelio estéril)
Turmalina + P. cinnabarinus
(micelio estéril)

Biorreactor
Biorreactor 1
Biorreactor 2
Biorreactor 3
Biorreactor 4
Biorreactor 5
Biorreactor 6

Biorreactor 7

Resultados y discusion

Acondicionamiento de la turmalina

Al observar las micrografias de la turmalina (figuras 3 y
4) se comprueba que la turmalina no funciona como
matriz fibrilar ya que no se observo porosidad en los
diferentes aumentos. Al no funcionar como matriz
fibrilar el hongo solamente se desarrollé por encima de
su superficie y no por dentro de la turmalina.

EHT = 200V
WD = 3.4mm

Signal A= SE2
Mag= 1000 KX

Figura 3. Micrografia de la turmalina a 10,000 aumentos.
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EHT = 2.00 kv
WD = 4.3 mm

Signal A = SE2
Mag= 200KX

DCBI UAM-A

Figura 4. Micrografia de la turmalina a 2,000 aumentos.

Curva de calibracion del colorante

Los espectros de absorcion de las diluciones del
colorante presentaron una absorbancia maxima a 564
nm. La curva de calibracién mostrada en la figura 5
mostré un coeficiente de correlacién de 0.99914, esto
indica que la absorbancia y la concentracién de colorante
se relacionan de manera lineal en el intervalo de 0 a 50
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Absorbancia a 564 nm

10 20 30 40 50 60
Concenfracion de colorante (ppm)

Figura 5. Curva de calibracion del colorante Azul F-oro.

Tratamientos de decoloracion
Turmalina + P. chrysosporium

En la figura 6 se muestra la variacién del espectro de
absorciéon con respecto al tiempo, observandose una
disminucién de la absorbancia en todo el intervalo de
longitud de onda y la misma forma del espectro conforme
pasa el tiempo. Finalmente, a partir del dia 21 la
absorbancia registrada a 564 nm para el colorante tiende
a ser constante y muy cercana a cero por lo que el dia 24
se detuvo el tratamiento de decoloracidn.

—0Dia0

—Dia

Absorbancia

Dia 2

200 250 30 350 400 450 500 550 600
Longitud de onda {nm)

Figura 6. Espectro de absorcién del tratamiento Turmalina +
Ph.

La figura 7 muestra la tendencia de remociéon del
colorante, observandose que a partir del dia 3 se
comienza a remover constantemente hasta el dia 10
donde la concentracién se acerca cada vez mas al cero. A
partir del dia 14 la remocién de colorante comenzé a
mostrarse constante. El biorreactor 1 “Phanerochaete +
turmalina” obtuvo remociones de colorante del 96.7%
después de los 24 dias de tratamiento.
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Figura 7. Variacién de la concentracién del colorante en el
tratamiento Turmalina + Ph.

Turmalina + P. cinnabarinus

En la figura 8 se muestran los espectros de absorcién
obtenidos en el biorreactor 2 con respecto al tiempo,
observandose que a partir del dia 10 la absorbancia de la
region ultravioleta comienza a aumentar en 280 nm
mientras que en la regiéon visible comienza a ser
constante cercana a cero. Se mantiene la teoria de que el
hongo primero transforma el colorante en moléculas
menos complejas y después asimila estas moléculas.
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Figura 8. Espectro de absorcién del tratamiento Turmalina +
Py.

En la figura 9 se muestra el comportamiento de la
concentracion de colorante para el reactor 2. Se observa
que desde el dia cero comienza a remover el colorante y
a partir del dia 10 los valores son constantes, cercanos a
cero. Por otro lado, la absorbancia a 280 nm referente a
los subproductos comienza a aumentar hasta el dia 10 y
disminuye conforme pasa el tiempo. En este tratamiento
se obtuvo una remocion del colorante del 99.7%, es
importante resaltar que este hongo removié el colorante
desde el dia 10.
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Figura 9. Variacién de la concentracion del colorante en el
tratamiento Turmalina + Py.

Phanerochaete chrysosporium

En la figura 10 se presentan los espectros de absorcion
durante el tratamiento utilizando el hongo P.
chrysosporium sin inmovilizar, observando que a partir
del dia 7 comienza a ser constante la absorbancia
maxima de la regi6n visible. Al igual que el reactor 1 los
espectros de absorbancia para este reactor decrecen de
manera constante siguiendo la teoria de que P.
chrysosporium degrada con eficiencia al colorante.

200 250 300 350 400 450 500 550 600
Longitud de cnda (nm)

Figura 10. Espectros de absorcién del tratamiento solo con
Phanerochaete chrysosporium.

En la figura 11 se observa la biodegradacion del
colorante solo con Phanerochaete chrysosporium. , la
velocidad de decoloracion fue mayor en comparacion del
reactor 1. Al final del tratamiento se alcanzé un 98.2% de
remocion de colorante.
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Figura 11. Variacién de la concentracién del colorante del
tratamiento solo con Phanerochaete chrysosporium.

Pycnoporus cinnabarinus

En la figura 12 se muestra los espectros de absorcion del
tratamiento con Pycnhoporus cinnabarinus.
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Figura 12. Espectros de absorcion del tratamiento solo con
Pycnoporus cinnabarinus.
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Se presentan los espectros de absorcion durante el
tratamiento utilizando el hongo P. cinnabarinus sin
inmovilizar, observando que la transformacién del
colorante produce varios subproductos que también son
transformados al final del tratamiento.

La remocion del colorante en este tratamiento fue del
84.8%. La figura 13 muestra la disminucién de la
concentracion de colorante con respecto del tiempo.
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Figura 13. Variacién de la concentracién del colorante del
tratamiento solo con Pycnoporus cinnabarinus.

Los biorreactores 3,6y 7, que se colocaron como testigos
para determinar si se presentaba la desaparicién del
colorante solo en el soporte y por adsorcién en los
micelios inertes de los hongos, presentaron
contaminacién y no fue posible sacar conclusiones.

Enlatabla 2, se presentan los porcentajes de degradacion
del colorante Azul F-oro en los tratamientos realizados

Tabla 2. Porcentajes de degradacién obtenidos en los
tratameintos realizados.

Tratamiento % de Remocion

Turmalina + P. 96.7
chrysosporium

Turmalina + P. 99.7
cinnabarinus

Turmalina | = ---e--

P. chrysosporium 98.2

P. cinnabarinus 84.2

Turmalina + P.
chrysosporium
(micelio estéril)
Turmalina + P.
cinnabarinus
(micelio estéril)

Conclusiones

De acuerdo a las micrografias de la turmalina, se
concluye que no funciona como matriz fibrilar al no
poseer una superficie porosa.

P. chrysosporium removio al colorante a partir del dia 14
del tratamiento, por lo que se concluye que degrada
directamente a la molécula de colorante, mientras que P.
cinnabarinus lo hizo desde el dia 7, por lo que se propone
que este hongo primero transforma el colorante en
moléculas menos complejas y después las metaboliza.

Comparando los porcentajes de remocion del colorante
de cada hongo inmovilizado en la turmalina, se tiene que
el P. cinnabarinus fue mas eficiente que P. chrysosporium.
Por otro lado, al comparar los porcentajes de remocién
del colorante de cada hongo sin inmovilizar, se concluye
que P. chrysosporium fue mas eficiente que P.
cinnabarinus.

Finalmente se tiene que, en este trabajo, el mejor
tratamiento de remocion de colorante textil Azul-F-Oro
fue P. cinnabarinus inmovilizado en la turmalina.
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