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Resumen

La presencia de colorantes azoicos en aguas residuales de laindustria textil es un problema ambiental y sanitario,
porque muchos de estos compuestos son cancerigenos. Los tratamientos biolgicos son una alternativa para la
remocion de ese tipo de colorantes. En el presente trabajo se evalué el efecto de tres hongos de podredumbre
blanca, Trametes versicolor, Pleurotus ostreatusy Phanerochaete chrysosporium sobre la decoloracion de un agua que con-
tiene colorante negro reactivo 5 (NR5), ampliamente usado en la industria textil. Se estudio la inmovilizacion de
estos hongos en dos soportes, espuma de poliuretano y estropajo (L. ¢ylindrica) para seleccionar el mejor soporte
y el hongo con mayor capacidad para la decoloraciéon. Ambos soportes fueron igualmente efectivos, pero se se-
leccioné estropajo por ser un producto natural. El hongo que generd los mayores porcentajes de decoloracion
en 4 dias fue Trametes versicolor, con 96%, 98% y 98% para agua con concentracién de NR5 300 ppm, 150 ppm
y 75 ppm, respectivamente. La actividad lacasa para cada concentracién de NR5 fue SUL, 7UL'y5U L.

Palabras clave: , Trametes versicolor, Pleurotus ostreatus y Phanerochaete chrysosporium Luffa cylindrinca, espuma de
poliuretano y negro reactivo 5.

Abstract

Waste water from the textile industry represents a major environmental and health problem because it con-
tains azo dyes whose carcirogenic effect has been tested in research. Biological treatment represents a valuable
alternative for removing these dyes. The effect of Trametes versicolor, Plenrotus ostreatus and Phanerochaete chrysos-
porium rot fungi on decoloration of water containing reactive black five (NR5) textile dye was evaluated in this
work. Immobilising the fungi on polyurethane foam and luffa sponge (Luffa cylindrica) supports was studied

Microbidlogo Industrial. Pontificia Universidad Javeriana. Direccién: Carrera 71D No 122-72 Bogota. jf2014@yahoo.es

2 Microbidloga Industrial. Direccion. Carrera 22 No 101-72. Bogota. Correo: linahenao@hotmail.com

3 Bacteridloga. Ph.D. Grupo de Biotecnologia Ambiental e Industrial. Pontificia Universidad Javeriana, Carrera 7 No 43-82.
Edificio Carlos Ortiz. Oficina 608, apedroza@javeriana.edu.co

4 Ingeniera Quimica. Ms. IQ. Grupo de Biotecnologia Ambiental e Industrial. Pontificia Universidad Javeriana, Carrera 7 No 43-
82. Edificio Carlos Ortiz. Oficina 608. bauevedo@iaveriana.edu.co

Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XI No. 1 Julio 2009 59-72 59



in order to select the best support and the fungi having the best decolorisation. Both supports were equally

effective; however, the luffa sponge was selected as being a natural product. Trametes versicolor produced the
highest decolorisation percentages in four days (96%, 98% and 98% for 300 ppm, 150 ppm and 75 ppm NR5

concentrations, respectively) while lacase enzyme activity was 8 UL", 7 UL" and 5 UL" for each of them.

Key words: Trametes versicolor, Plenrotus ostreatus, Phanerochaete chrysosporinm Luffa cylindrinca, polyurethane foam,

reactive black 5 dye.
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Introduccién

Durante el proceso textil, la etapa de colo-
racién (Dyebath), ocasiona la pérdida de conside-
rables cantidades de colorantes. L.os volimenes
liberados dependen del tipo de colorante y del
proceso de aplicacion, variando desde solo un
2% si se trata de un colorante bésico a un 50%

cuando se utilizan algunos colorantes reactivos
(McMullan et al., 2001; Levin et al., 2004).

El color es el principal contaminante en
ser reconocido en el agua, concentraciones me-
nores a una ppm son altamente visibles para al-
gunos colorantes, afectando as la estética de los
cuerpos acuaticos (Banat et al., 1996). Sus carac-
teristicas quimicas, los hacen muy resistentes a
la luz, temperatura, al ataque microbiano y por
consiguiente son compuestos altamente recalci-
trantes (Levin et al., 2004; Blanquez et al., 2004;
Romero et al, 2006). Uno de los principales
efectos adversos de su liberacion al ecosistema
acuatico, esta asociado con la reduccion de la
concentracioén del oxigeno disuelto, generando
condiciones andxicas, que pueden afectar orga-
nismos a diferentes niveles troficos (Chander y
Arora, 2007; Nilsson et al., 2000).

Para el tratamiento de colorantes sintéticos
se utilizan diversas técnicas fisicas y quimicas,
como coagulacién y floculaciéon combinadas
con filtracién y flotacion, precipitacién-flocu-
lacién con Fe(Il) /Ca(OH)2, oxidacién con ozo-
no, filtraciéon por membrana, ésmosis inversa,
entre otras, las cuales producen efluentes de
buena calidad. No obstante, la mayoria de estas
técnicas son costosas, razon por la cual se bus-
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can otras alternativas de tratamiento, como la
utilizacién de hongos de podredumbre blanca
como Trametes versicolor, Phanerochaete chrysospo-
rinm 'y Plenrotus ostreatus, que son considerados
métodos biolbgicos no convencionales de alta
eficiencia (Rodriguez et al., 2002; Blanquez et
al., 2004; Radha et al., 2005).

Estos microorganismos son usados para
el tratamiento de efluentes textileros debido a
que producen enzimas inespecificas asociadas
con la degradacion de lignina, que oxidan los
diferentes sustituyentes y los anillos aroma-
ticos de un colorante. Gracias a que algunos
colorantes tienen similitud estructural con las
subunidades de fenilpropano que conforman
el polimero de lignina, se logra que sean bio-
transformados o mineralizados. Las enzimas
lacasa (E.C. 1.10.3.2), manganeso Peroxida-
sa (MnP) (E.C. 1.11.1.13), lignino Peroxida-
sa (E.C. 1.11.1.14) (LiP) y versatil Peroxidasa
(VP) (E.C. 1.11.1.16) son las mas relacionadas
con este proceso; sin embargo, otras enzimas
producidas por estos hongos, como cresola-
sas (E.C. 1.14.18.1), catecol oxidasas, glioxal
oxidasas, Aril-alcohol oxidasas (E.C. 1.1.3.7) y
tirosinasas, estan implicadas en la degradacion
de sustratos mas sencillos y con la produccion
de radicales catiénicos libres, que pueden con-
tinuar el proceso de degradacion por via en-
zimatica o sufrir ataques nucleofilicos, para
formar intermediarios menos complejos o, por
el contrario se da una mineralizacion completa
hasta COz, agua, iones y acidos organicos de-
pendiendo del tipo de compuesto (Fernandez
y Henao, 2007).
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La produccién de biomasa es otro de los
mecanismos involucrados en la remocién de
colorantes y se relaciona con la capacidad de
adsorcion de la pared celular, compuesta en un
70% por polisacaridos cargados negativamen-
te como la quitina y el quitosano, a los que se
pueden unir por intercambio ibénico una gran
variedad de colorantes. Por otro lado, si la bio-
masa fingica se inmoviliza en soportes biode-
gradables y porosos, se desarrollan portadores
bifasicos de gran eficiencia, que combinan las
propiedades fisicas de la matriz sélida con el
potencial bioquimico del hongo inmovilizado
(Gémez et 4l., 2008).

El objetivo de este estudio fue evaluar la
capacidad de decoloracion de los hongos 1. ver-
sicolor, P. ostreatus y P. chrysosporium, inmovilizan-
dolos sobre estropajo (Luffa cilindrica) y espuma
de poliuretano para degradar el colorante azdico
Negro Reactivo 5 (NR5). ILa cepa con mayor to-
lerancia y potencial de decoloracion fue valorada
en reactor para establecer el comportamiento de
enzimas ligninoliticas implicadas en la biotrans-
formacion de colorante en funcion del tiempo.

Materiales y métodos

Microorganismos

Se utilizaron tres cepas, 1. versicolor, P. ostrea-
s (Pontificia Universidad Javeriana. Colombia)
y P. chrysosporinm (CINVESTAV-IPN México), las
cuales fueron reactivadas por siembra en agar
extracto de salvado de trigo: g L' (glucosa 10,
peptona 5, extracto de levadura 2, KH2PO,4 0,1,
MgSO+7H20 0,05, MnSO4*H.O 0.076, agat-
agar 15, extracto liquido de salvado de trigo 175
g L' a 30° C por 8 dias) (Pedroza et 4l., 2007).

Seleccion del método

de inmovilizacién para la

biomasa fiingica

Se evaluaron dos protocolos de coloni-
zacién denominados colonizaciéon en medio
solido (CMS) y colonizacién en medio liquido
(CML), empleando como soportes estropajo

(L. ¢ylindrica) y espuma de poliuretano de 0,5
cm’ para los dos materiales. En el sistema li-
quido se utilizaron erlenmeyers de 100 mL con
50 mL de caldo extracto de salvado de trigo y
5 cubos de cada tipo de soporte. Después del
proceso de esterilizacion se inocularon con 15
discos de agar crecidos con cada hongo y se
incubaron por 8 dfas a 30 °C y 150 rpm. El
producto de inmovilizaciéon se filtré y se de-
terminé la cantidad de biomasa atrapada en
cada uno de los cubos por medio de peso seco,
teniendo en cuenta el peso inicial del soporte.
Este procedimiento se realizé por triplicado
(Pedroza et al., 2007).

La colonizacién en medio solido se reali-
z6 colocando 30 cubos de cada material sobre
una caja de Petri que contenfa agar extracto de
salvado de trigo y se sembraron 15 discos de
los microorganismos de tal forma que estu-
vieran en contacto con el medio de cultivo y
el soporte. Las cajas se incubaron por 8 dias
a 30 °C. Finalizado el proceso se determiné la
cantidad de biomasa atrapada en cada cubo,
por medio de peso seco. Como variable de res-
puesta se analizé la cantidad de biomasa fungi-
ca atrapada, expresada como mg de biomasa/
mg de sporte. La seleccion del mejor soporte
y método de inmovilizacién se realizé por me-
dio de comparacién de medias empleando el
programa estadistico SAS versién 9.0® para
Windows.

Seleccion de la cepa con mayor
capacidad de decoloracion
a escala de erlenmeyer

Se realizé por medio de un disefio facto-
rial 3°. Las pruebas se hicieron en eflenmeyers
de 100 mL que contenfan 50 mlL de medio
Radha modificado cuya composicion fue (g
L"): D-glucosa, 2,0; KH.PO., 2,0; NH.CI,
0,050; MgSO#7H.O 0,5; CaCL*2H.O, 0,1,
y tlamina, 100 pg L'. A este medio se le adi-
cionaron 10 mL de una solucién de elementos
traza, cuya composicion es: (g L'): MnSOs, 0,5;
FeSO4*7H:0, 0,1; ZnSO*7H-0, 0,1. El pH fi-
nal de medio fue 4,5 (Radha et al., 2005). Cada
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erlenmeyer se inoculé con 5 cubos del mejor
soporte colonizados con cada uno de los mi-
croorganismos que se iban a evaluar, cultivan-
dolos por 4 dias a 150 rpm. El disefio generd
una matriz de 9 tratamientos realizados por
triplicado, los factores estudiados fueron mi-
croorganismos y concentracién de colorante
en ppm. Para evaluar el efecto de los factores
sobre las variables de respuesta se realizé un
analisis de varianza con el programa estadistico
Desing expert 6.0 ® (Montgomery, 2003).

Como variables dependientes se cuantifi-
caron las unidades de color siguiendo el método
reportado por Livernoche et al (1983), la concen-
tracion de colorante se calcul6 reemplazando las
absorbancias obtenidas a 597 nm en una curva
de calibracion de NR5 con un intervalo de 0,1-20
ppm (Fernandez y Henao, 2007), las actividades
enzimaticas se evaluaron siguiendo el protocolo
descrito por Tinoco et al (2001) para actividad
lacasa, Michel et 4l. (1991) para actividad MnP, y
Tien y Kirk (1981) para lignina peroxidasa.

Seleccion de las condiciones de
operacion para el reactor bioldgico

Para evaluar el efecto de dos condiciones
de operacién en reactor tipo columna de bur-
bujeo sobre la capacidad de decoloraciéon y su
correlacion con la actividad enzimatica se llevo
a cabo un disefio experimental 2% Las pruebas
se realizaron en columnas de vidrio de 50 cm
de largo y 5 cm de diametro interno, que con-
tenfan un difusor de vidrio poroso (diametro 3
mm). Cada columna fue inoculada con las di-
ferentes concentraciones de in6culo y 500 mL
del medio colorante con una concentracion fi-
nal de 300 ppm. El diseflo generé una mattiz
de 4 tratamientos realizados por duplicado, los
factores estudiados fueron (Xi) aireacion, 500
y 1000 cm® min" y (X5) cantidad de indculo (g)
5y 9 gramos de biomasa inmovilizada y expre-
sada como peso humedo. El anilisis de datos
se realizé usando los programas SAS 9.0 ® y
Desing Expert 6.0®. Los resultados fueron
tratados con un modelo empirico el cual rela-
ciona las respuestas cuantificadas con los fac-

tores evaluados y sus respectivos niveles. Para
un disefio de dos factores el modelo de primer
orden fue:

I=by b by, +b,xx, (1)

Donde y, corresponde a la variable de-
pendiente; 4, es el intercepto, bs, bz, son los co-
eficientes lineales y Xi X> son los factores o
variables independientes. Las variables depen-
dientes fueron decoloraciéon (%) y actividad la-
casa (U LM).

Curvas de remocion en reactor
a escala de laboratorio

A partir de las condiciones seleccionadas
en el factorial 2°se realizaron curvas de remo-
cion por 7 dias a 30 °C, realizando muestreos
diarios para medir decoloracién, enzimas,
consumo de glucosa (Miller, 1959), y pH. Se
realizaron por duplicado y como control se uti-
lizaron cubos de soporte sin biomasa. Como
analisis estadistico se llevé a cabo una compa-
racién de medias entre tratamientos y analisis
de correlacién entre variables Programa SAS ®
version 9.0. Con el fin de evaluar posibles cam-
bios estructurales en la molécula del colorante
se realizaron los espectros de absorcién usan-
do un equipo de espectrofotometria Shimadzu
UV/VIS 160 A. Las muestras analizadas co-
rrespondieron a los tiempos 0, 24, 48, 72 y 96
horas. Las absorbancias fueron medidas en un
rango de longitud de onda entre 200 nm y 800
nm (Julson, 2005). Finalmente las caracteristi-
cas microscopicas del soporte sin colonizar y
colonizado que se utilizaron en las curvas de
remocién fueron observadas por microscopia
electronica de barrido, siguiendo el procedi-
miento descrito por Morales et al. (2008).

Resultados

Seleccion del protocolo para la
inmovilizacion de biomasa fiingica

Con respecto al protocolo de inmoviliza-
cién para las tres cepas evaluadas empleando
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estropajo (L. cilindrica) y espuma de poliuretano
se presentaron diferencias altamente signifi-
cativas entre la colonizaciéon en medio liquido
(CML) y en medio solido (CMS) (p<0,0001),
demostrando que en el proceso de inmovili-
zacion en solido se retuvo la mayor cantidad
de biomasa en mg/mg de soporte, con valo-
res de 67 mg mg' * 23; 70 mg mg' + 4y
51 mg mg' + 19 para T. versicolor, P. ostreatus y
P. chrysosporiun respectivamente a los 8 dias de
afianzamiento a 30 °C, sobre estropajo. Para
la espuma los valores obtenidos fueron de 66
mgmg' 28 76 mgmg' + 5y 71 mg mg’
5,9 para las tres cepas respectivamente (figu-
ra 1). Una vez se determiné cudl era el mejor
método para la inmovilizacién se seleccioné
un solo soporte teniendo en cuenta la cantidad
de biomasa inmovilizada. De acuerdo con los
resultados del analisis estadistico no se obser-
varon diferencias significativas entre los mg de
biomasa retenida/mg de espuma o estropajo
(p = 0,125). Por lo tanto, cualquiera de los dos
soportes podria ser empleado para el desarro-
llo del bioportador. Sin embargo, se selecciond
el estropajo (L. ¢ylindrica) por sus caracteristicas
de biodegradabilidad, alto contenido de lignina,
celulosa y hemicelulosa que podrian favorecer
la remocién de colorante.

Seleccion de la cepa con mayor
capacidad de remocién a escala
de erlenmeyer

De acuerdo con los resultados del dise-
fio factorial 3” la interaccion de Xi y Xz fue
altamente significativa sobre el porcentaje de
decoloracién (p<<0,0001), demostrando que
para el nivel alto de Xi (1. versicolor) los por-
centajes de decoloraciéon en los tres niveles
de X» (concentracién de NR5 ppm) fueron
los mas elevados con 96, 98 y 98% para 300,
150 y 75 ppm del colorante (tabla 1); por lo
tanto, la cepa seleccionada fue T. versicolor por
tener excelente capacidad de decoloracion y
tolerancia a concentraciones variables del co-
lorante. Por otra parte, P. ostreatus (nivel medio
de Xi), fue la segunda cepa mas eficiente para
la decoloracion, no obstante, las concentra-
ciones elevadas del NR5 ejercieron un efecto
negativo en la remocién con 44% a 300 ppm,
lo que restringiria su uso a concentraciones de
150 y 75 ppm, en las cuales la decoloracién
fue del 90 y 95%. P. chrysosporium fue la cepa
con menor capacidad de decoloracién, con
porcentajes de 16, 28 y 6% para 300, 150 y 75
ppm respectivamente.

La actividad lacasa producida por T. vers:-
color se cuantific6 al cuarto dfa, arrojando valo-
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Figura 1. Seleccion de soportes y protocolo de colonizacién. Colonizacién sobre espuma en medio
liquido (1), Colonizacién en estropajo en medio liquido (2), Colonizacién de estropajo en medio
solido (3) Colonizacién de espuma en medio sélido (4).
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resde 8 UL, 7UL"y5U L' para 300, 150 y
75 ppm de NR5 respectivamente. Se present6
una correlacion positiva significativa (p= 0,010)
entre decoloracion y actividad lacasa. La activi-
dad LiP se cuantific6 solamente a 300 ppm con
0,1 U L"; resultado interesante si se tiene en
cuenta que para 1. versicolor la decoloracion se
asocia mas con la enzima lacasa y es inusual que
se reporte LiP.

P. ostreatus present6 actividad lacasa de 15
UL'y8UL"a75y 150 ppm. Con ausen-
cia a 300 ppm. Las actividades MnP y LiP se
cuantificaron en todos los tratamientos, repre-
sentando los valores mas altos del disefio. P.
chrysosporinm no tuvo actividad lacasa en ningu-
no de los tratamientos y las ligninasas depen-
dientes de H:0: tuvieron actividad en todos
los tratamientos siendo la MnP la mas elevada
(tabla 1).

Condiciones de operacion
del reactor bioldgico
tipo columna de burbujeo

Los resultados del analisis estadistico
mostraron que la interacciéon de Xi y Xz en sus
niveles altos fue significativa para porcentaje de
decoloracién y actividad lacasa (p= 0,014 y p=
0,0016). Por lo tanto, las variables dependien-
tes se predijeron por las ecuaciones de primer
orden (ecuacion 2 y 3). Bajo estas condiciones
cuando el reactor se inoculé con 9 g de bioma-
sa y se aire6 con 1000 cm’min™ se obtuvo una
decoloracién del 97%, que equivale a 292 ppm
del colorante; con una actividad lacasa de 3.7
U L. La figura 2 representa los resultados del
analisis estadistico ya que la mayor intensidad
de color e inclinacién de la superficie se pre-
senta en la interaccion de los niveles altos de
cada factor.

Tabla 1. Efecto de la concentracion de NR5 vy el tipo de cepa a escala de erlenmeyer
sobre la capacidad de decoloracion y actividad enzimatica por medio de un diseno factorial 32
4 dias a 30 °C, 120 rpm

. Factor Decoloracion NR5 LiP MnP Lacasa
Tratamiento Factor Xi
X (%) (ppm) UL UL uL
1 +1 +1 96 £ 0,01 9,4+0,03 0,1 £0,01 00 8 0,07
2 0 +1 44+ 0,8 148 £ 0,57 0,4 £0,1 0,3 £0,01 00
3 -1 +1 16 +3,5 224 +5,6 0,02 £0 1,5 0,2 00
4 +1 0 98 + 0,148 2,2+0,18 0 0 00 40,9
5 0 0 90+ 8 11£10 0,16 +0,2 0,33 +£0,09 81,2
6 -1 0 28+0,9 86t1,4 00 0,5 0,07 00
7 +1 -1 98 £ 0,5 1,5+0,04 00 00 7 20,6
8 0 -1 95+ 0,6 2005 0,02 £0,1 1,6 £0 15 +0,17
9 -1 -1 6,0+0,7 50,0+ 1,4 0,015 £0 00 00
Nivel alto (+1) T. versicolor Nivel medio (0) P. ostreatus
Factor A Cepa . . .
Nivel bajo (-1) P. chrysosporium
Factor B
Concentracion Nivel alto (+1) 300 ppm, Nivel medio (0) 150 ppm, Nivel bajo (-1) 75 ppm
de colorante
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Decoloracion (%) = 92+0.25X, +1.2X,+3.2X X,

CV=24.DS=22.R"=0.82
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Figura 2. Efecto del porcentaje de inoculo y la aireacién sobre la remocién del NR5
en reactor tipo columna de burbujeo empleando biomasa viable de T. versicolor.

Decoloracion (%) = 92.55 + 0.25X1 +

+1.25X; + 3.25X1X> @
Lacasa (ULY) = 3.21 —1.39X; —
- 021X, + 2.04 X1.Xo )

Curvas de remocion en reactor
a escala de laboratorio

La decoloracién fue incrementando gra-
dualmente alcanzando un valor maximo del
98% al 5 dia (294 ppm), este porcentaje se
mantuvo constante hasta el final de la curva sin
que se presentara un proceso de desorcion del
colorante. Con respecto a la actividad lacasa se
observo una induccién en la actividad desde las
primeras 24 horas con valores de 2 U L hasta
el tercer dia con 8 U L. Posteriormente se pre-
sentd un descenso sin que se cuantificara en los
dfas 6y 7. La actividad lacasa y el porcentaje de
decoloracién se correlacionaron positivamen-
te (p =0,048) hasta el tercer dfa. En cuanto al
soporte sin colonizar, la decoloracién fue del
31% para el primer dfa, alcanzando un maximo
del 53% a los 7 dias de proceso (figura 3).

El pH se mantuvo dentro del rango de
acidez, oscilando entre 3,5 y 5,2 lo que favore-

ci6 la actividad enzimatica (figura 3). Por esta
razon, el pH present6 una correlacion positiva
altamente significativa (p<0,0001) con la enzi-
ma lacasa y el consumo de glucosa. Al final del
proceso la concentracion residual de glucosa
fue de 0,23 g L' y demostré que T. versicolor
utiliz6 la fuente de carbono como co-sustrato
para mantener metabolismo primario y poder
llevar a cabo la biotransformacién del coloran-
te a medida que la enzima lacasa se expresa en
respuesta a la induccién por los anillos aroma-
ticos del NR5.

En el tratamiento sin biomasa la concen-
tracion de glucosa se mantuvo constante durante
todo el proceso lo que permitié evidenciar que
el efecto de la flora acompafiante sobre la deco-
loracién fue minimo y el colorante fue removido
por adsorcion. Adicionalmente la comparacién
de medias entre sistema abidtico y bidtico pet-
miti6 establecer que existian diferencias signifi-
cativas (p < 0,0001) entre tratamientos, siendo el
sistema bifasico conformado por biomasa de T.
versicolor y estropajo mas eficiente que el soporte
solo en la remocion del NR5.
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Figura 3. Curvas de remocion del NR5 en columna de burbujeo. Decoloracion (%) para T. versicolor
inmovilizado y el soporte libre de biomasa (izquierda).Consumo de glucosa (g L"), actividad lacasa
(ULY y pH (derecha). 7 dias, 30 °C, 1000 cm® min™ flujo de aire.

Figura 4. (A) Microscopia electronica de barrido para el soporte sin colonizar (20X). (B) Microscopia
electronica de barrido para el soporte colonizado por las hifas de 1. versicolor (300X).

En la figura 4 se observan las microsco-
pias electronicas de barrido para el soporte sin
colonizar y colonizado. El soporte es una ma-
triz fibrosa, ramificada y porosa que favorecié
la colonizacién de T. versicolor. En el soporte co-
lonizado se observan dos zonas, la primera esta
colonizada con hifas delgadas del hongo y en la
segunda se visualiza una seccioén superficial la
cual estd sufriendo una transformacién parcial,

posiblemente asociada con degradacién de la
lignina.

Andlisis de espectros de absorcion
del tratamiento bioldgico

Los espectros de absorcién en los dife-
rentes dias de tratamiento, muestran un des-
plazamiento de la longitud de onda de maxima
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sensibilidad del colorante (sin tratamiento)
de 597 nm a 526 nm, en el primer dia, lo que
permite suponer que durante este tiempo se
presentd un cambio en la estructura original,
asociado con la transformacién enzimatica. El
desplazamiento de la longitud de onda se hace
mas evidente en el trancurso de la cinética ya
que al segundo dia el pico de absorcion se re-
gistré a 512 nm y desaparece completamente a
las 72 horas (figura 5). Adicionalmente, se ge-
neraron varios picos en la regién ultravioleta
que se asociaron con productos aromaticos li-
berados por la posible ruptura del enlace azo.

Discusion

Seleccion del método para la
inmovilizacion de biomasa fiingica

En un proceso de inmovilizacioén se bus-
ca retener dentro y alrededor del material de
inmovilizacion la biomasa para garantizar que
el bioportador sea eficiente en la remocién de
contaminantes. La inmovilizacion en medio s6-
lido (CMS) permitié cumplir con este objetivo,
arrojando mejores resultados que en el medio
liquido (CML). La posible explicacién es que
en el medio liquido no se recrearon las condi-
ciones naturales de estos microorganismos, los

cuales crecen colonizando la madera desde el
exterior hacia el interior por medio de un pro-
ceso erosivo sobre la lignina dado por la pro-
duccién de enzimas y la invasion de las hifas,
bajo unas condiciones de humedad que pueden
variar entre un 20 y 45% dependiendo del tipo
de arbol maderable (Smith, 1998). En el siste-
ma liquido y agitado el contenido de humedad
fue superior, y el movimiento rotatorio de los
erlenmeyers pudo impedir la adsorcién de ma-
yores cantidades de biomasa (Gowthman et al.,
1995; Rodriguez et al., 2002). Por el contrario,
en el cultivo estatico se favorecio la inmoviliza-
cion de la biomasa a los dos soportes, porque
se pudo llevar a cabo la adsorciéon de las hifas
al soporte y posteriormente estas fueron exten-
diéndose a través de la extensa red de poros
presentes en la espuma y el estropajo.

Con respecto a la selecciéon entre soporte
inerte y no inerte no se presentaron diferen-
cias significativas entre los dos. Sin embargo,
se selecciond el soporte no inerte porque es un
material rico en celulosa, hemicelulosa y ligni-
na a partir del cual los hongos podrian obte-
ner monomeros de facil asimilacion gracias a la
accion combinada de dos grupos enzimaticos:
las glicosilhidrolasas como celulasas, xilanasas y
hemicelulasas, las cuales hidrolizan los enlaces
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Figura 5. Espectro de absorcion UV/VIS para el colorante NR5 durante las curvas de remocién
en columna de burbujeo. 7 dfas, 27 °C, 1000 cm’ min flujo de aire.
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glicosidicos para liberar disacaridos y monéme-
ros como celobiosa, glucosa, xilosa, entre otros
(Hou et 4l.,, 2004; Couto et al., 2005; Tanobe
et al., 2005). El segundo grupo corresponde a
las polifenol oxidasas y peroxidasas que son las
responsables de atacar las subunidades de fenil
propano unidas por enlace C-C, éter, aril-éter y
aril-aril (Moreira et al., 2003).

El estropajo, como soporte no inerte,
presenta mayores ventajas que la espuma, ya
que por sus caracterfsticas de baja toxicidad,
maleabilidad, porosidad y economia lo con-
vierten en una excelente alternativa para el
desarrollo de biodsorbentes doble propésito
(Ganguly et al., 2007). Por otro lado, la posibi-
lidad de que los hongos obtengan a partir del
soporte una fuente adicional de carbono favo-
rece la factibilidad del procesos por que elimina
o se disminuye la necesidad de suplementar el
agua residual con fuente de carbono o co-sus-
trato para simular las condiciones ligninoliticas
que favorecen la remocién de los colorantes
(Moreno et 4l., 2008). Al final del tratamiento
biolégico el subproducto solido de la transfor-
macion del colorante o del agua residual puede
ser dispuesto al incorporarlo como material lle-
nantes en procesos de compostaje o biopilas,
sin que se genere un impacto ambiental fuerte
a diferencia de lo que ocurre cuando se trabaja
con materiales sintéticos como espuma, anillos
plasticos y poliestirenos (Liu et al., 1998).

Por el contrario, la espuma de poliuretano
es un polimero sintético y termoestable sinteti-
zado por la mezcla del poliol y el isocinato, los
cuales son compuestos quimicos que no son
degradados por estos hongos y simplemente
son empleados como matriz porosa para facili-
tar la extension apical de las hifas hasta llegar a
tener contacto con los nutrientes presentes en
el agar extracto de salvado de trigo.

Seleccion de la cepa con mayor
capacidad de remocién a escala
de erlenmeyer

T. versicolor fue seleccionado como micro-
organismo modelo para continuar con el estu-

dio por su elevada capacidad de decoloracion
a diferentes concentraciones del colorante lo
cual resulta muy favorable ya que los efluen-
tes provenientes del proceso textil usualmente
contienen concentraciones elevadas de estos
contaminantes. Por tanto, al implementar un
sistema biologico es necesario que la cepa tole-
re estas concentraciones para garantizar que la
remocién de color y disminuciéon en la toxici-
dad se lleve a cabo por medio de mecanismos
bioquimicos y fisicos (Rodriguez et al., 2002;
Zille et al., 2003; Romero et al., 2000).

P. ostreatus también fue una cepa eficiente
para la decoloracién, como lo han reportado
Rodriguez et al. (1999). No obstante, las con-
centraciones elevadas del colorante ejercieron
un efecto negativo en la remocién (44%), li-
mitando su uso a valores menores. Lo anterior
esta asociado quizas a algun tipo de inhibicion
relacionada con los productos intermediatios
de la degradacién a altas concentraciones de
colorante, que podrian estar afectando al hon-
go directamente o a la produccion de las enzi-
mas implicadas en el proceso. Esto ocasionatfa
el empleo de una dilucién previa del agua para
disminuir la concentracién del colorante a ni-
veles aptos para ser soportados por P. ostreatus,
lo cual implicarfa gastos operacionales adicio-
nales. Por otro lado, P. chrysosporium fue la cepa
con menor capacidad de decoloracion, por lo
tanto, para este tipo de colorantes no serfa una
cepa muy recomendable.

Con respecto a la actvidad lacasa producida
por T versicolor en las tres concentraciones se pudo
demostrar que es una de las enzimas implicadas
en la biotransformacién del NR5. Segun Zille et
al. (2003) la lacasa reacciona con el NR5 al darse
una interaccién electrostatica entre las fracciones
ani6nicas del colorante (Grupos sulfonicos) y los
aminoacidos cargados de la enzima, la interaccion
se ve favorecida por la presencia de ciertas sales
como cloruro de sodio, sulfato de amonio, etc,
las cuales incrementan la fuerza iénica de la so-
lucion. Al analizar la correlacién entre actividad
lacasa y decoloracion los resultados obtenidos en
este estudio coinciden con los trabajos realizados
por Rodriguez et al. (1999) y Zille et al. (2005),
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quienes observaron que la lacasa esta implicada
en la degradacion de colorantes azo y mas especi-
ficamente en la decoloracién del NR5 (Zille et 4l.,
2003). Aunque la actividad lacasa en T. versicolor a
75 ppm fue mas baja (8 U L") si se compara con
la de P. ostreatus a la misma concentracion (15 U
L"), diferentes estudios han demostrado que in-
cluso la lacasa producida por la misma especie de
hongo, o por especies diferentes, puede tener afi-
nidad por sustratos distintos, lo que podtia afectar
de manera relevante el grado de degradacion de
un sustrato (Mayer y Staples, 2002). A pesar de
que P, ostreatus presento la mayor actividad lacasa,
puede tener un grado de afinidad menor por el
colorante, en comparaciéon con la enzima produ-
cida por T versicolor.

Condiciones de operacion
del reactor bioldgico tipo columna

de burbujeo

Los resultados del analisis estadistico
mostraron que la interacciéon de Xi y Xz en sus
niveles altos fue significativa. Se obtuvieron los
mejores resultados debido a que la transferen-
cia de oxigeno es mas eficiente que a nivel de
erlenmeyer (Pedroza et 4l., 2007). Sin embargo,
la baja actividad enzimatica en el tratamiento
que presentd la mayor decoloracion podria ex-
plicarse por la accién de otro tipo de enzimas,
no cuantificadas, como las tirosinasas (E.C.
1.14.18.1), de las que se ha encontrado relacién
con la degradacion de azo colorantes (Jadavh et
al., 2007). Estas enzimas pueden actuar de ma-
nera indirecta en la degradacion del colorante,
atacando compuestos de bajo peso molecular
menos complejos que la molécula original pre-
viamente atacada por las enzimas de mayor po-
der oxidativo (LiP, MnP y lacasa), o mediante la
produccién de compuestos de alto poder oxi-
dante como el peroxido de hidrégeno, asociado
con la actividad de las glioxal oxidasas (Ander
y Marzullo, 1997). Por otra parte, aunque las
enzimas implicadas en la degradacion de la lig-
nina son de caracter extracelular, la medicion
de la lacasa intracelular ha sido contemplada
en la metodologia de algunos estudios, ya que
esta implicada con la degradacion de coloran-

tes (Blanquez et al., 2004). Romero et al. (2006)
proponen que en el primer paso en la degra-
dacion de colorantes azo hay una adsorcion de
estos y su posterior transferencia al interior de
la célula fungica, en donde sus mecanismos de
degradacion intracelulares entrarfan en accion
por lo que la expresion de bajas concentracio-
nes de enzimas de tipo extracelular en ocasio-
nes no esta relacionada con altos porcentajes
de degradacién de un compuesto problema.

Curvas de remocion

Al analizar la tendencia de la decoloracion
en funcién del tiempo el incremento gradual y
elevado obtenido desde las primeras horas de
proceso es similar a lo reportado por Blanquez et
al. (2004). En su estudio obtuvieron 83% de de-
coloracioén aproximadamente durante el mismo
petiodo de tiempo. Asi mismo, Borchert y Libra
(2001) demostraron que el 65% del NR5 fue re-
movido a las 24 horas. En el presente estudio se
pudo presentar un sinergismo entre la adsorcién
y la presencia de enzimas, ya que inicialmente el
colorante se une por medio de enlaces covalentes
tanto al soporte como a la biomasa inmovilizada,
proceso que se realiza con rapidez, permitiendo
que los grupos cromoforos quedaran cercanos a
las enzimas ligninoliticas presentes en la superficie
de las hifas tal y como lo demostraron Evans et
al. (1991) y Yang et al. (2003). Posteriormente, las
enzimas empezarfan a realizar la biotransforma-
cién del colorante, generando una disminucion
en la concentracién y cambios en los espectros
de absorcion en la region visible. Adicionalmente,
la decoloracién también fue atribuida a la unién
del NR5 al soporte, ya que este tipo de colorante
pertenece a una familia de los reactivos y estan
disefiados especificamente para adherirse fuerte-
mente a las fibras celulsicas como el algodén,
por esta razon el estropajo solo removi6 el 53%
al dfa 7. Este resultado es esperado si se tiene en
cuenta que la pérdida de algunos colorantes reac-
tivos en los procesos de tefiido es de aproxima-
damente el 50% (McMullan et al., 2001; Levin
etal,, 2004).
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Con respecto a la actividad lacasa la pro-
duccién se fue incrementando desde las 24 horas
con un maximo al tercer dfa, posiblemente pot-
que la estructura aromatica del colorante y el so-
porte pudieron realizar un proceso de induccién
enzimatica (Rodriguez el 4l., 2002; Amaral et al.,
2004). El evidente cambio de color en el residual
durante los 7 dias de tratamiento, variando entre
el parpura, rojo y amarillo, demuestran una trans-
formacion del complejo auxocromo-cromoforo,
que se asocia con un ataque enzimatico del grupo
hidroxi de la molécula del colorante. Al desesta-
bilizar este complejo la absorcion de luz dismi-
nuye y, por tanto, el color de la sustancia cambia.
Otro factor que favorecié la actividad lacasa fue
que no se presentd un cambio notorio en el pH
el cual se mantuvo acido por el metabolismo de
la glucosa con la respectiva produccion de acidos
organicos como el oxalico, manteniendo el pH en
valores muy cercanos al pH éptimo de la enzima
tal como lo reportaron Rancafo et al. (2003), que
en sus estudios demostraron que el pH éptimo
para la actividad de las enzimas ligninoliticas, se
encuentra entre 4,5-5,0, con una inactivacion pat-
cial por encima de 5,5 y por debajo de 3,5.

El consumo acelerado de la glucosa du-
rante las primeras 24 horas pudo relacionarse
con el empleo de la misma como fuente de
carbono sencilla para mantener el metabolismo
primario mientras se llevaba cabo la remocion
del colorante y al hacerse limitante el micro-
organismo empezaria a emplear otras fuentes
disponibles como el material lighocelul6sico
presente en el soporte; por esta razon, en las
microscopias electronicas de barrido se obset-
varon cambios estructurales en el estropajo con
zonas de colonizacioén abundante por parte de
las hifas de T versicolor. Un resultado similar fue
presentado por Garzén et al. (2009), quienes
inmovilizaron a P. ostreatus y 'I. versicolor en ma-
llas de agave tequilero y observaron por medio
de microscopias electronicas que el soporte era
colonizado por la biomasa fingica y, a medida
que transcurrié el tiempo fue degradado pre-
sentandose un incremento en los miligramos
de biomasa y en la cantidad de azicares totales
que fueron liberados al medio sintético suple-

mentado con colorantes azdicos, trifenilmeta-
nicos y antraquinénicos.

Al realizar un analisis del espectro de ab-
sorcion del colorante, se pueden mostrar en
cierta forma los cambios del complejo cromo-
foro-auxocromo del colorante, al observar el
desplazamiento del espectro de absorciéon con
un marcado incremento de los picos en la re-
gién UV que se asocia a un cambio drastico de
la molécula del NR5, lo que supone la biotrans-
formaciéon completa de éste. Borchert y Libra
(2001) realizaron el mismo tipo de analisis,
demostrando que al igual que en este estudio,
el corrimiento de la longitud de onda de luz
visible a luz UV se debe a cambios en la estruc-
tura quimica del colorante, y que esto evidencia
la presencia de metabolitos aromaticos en el
producto de degradacién, lo que harfa pensar
en una posible toxicidad del compuesto por la
presencia de aminas aromaticas. Es de destacar
el color amarillo que se obtuvo al final de los
tratamientos en ambos estudios.

Conclusién

De las tres cepas evaluadas se selecciond
a T. versicolor para desarrollar un bioportador a
base de biomasa viable inmovilizada por colo-
nizacién en soélido (CMS) sobre estropajo con
elevada porosidad, adsorcién y actividad bio-
légica para la remocién del colorante azdico
negro reactivo 5. Este fue eficiente a diferentes
concentraciones del colorante, y bajo condicio-
nes de operacion a escala de laboratorio aso-
ciadas con elevada concentracion de inéculo y
aireacion alta fue capaz de remover el 98% de
la concentracién inicial mediante un proceso
combinado entre adsorcién y actividad enzi-
matica del tipo lacasa.
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