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RESUMEN
La necesidad de abordar de manera responsable el tema de la contaminacion
ambiental causada por la tincion de textiles, impulsé la presente investigacion. El
trabajo se llevd a cabo con insumos (colorantes y muestras de agua residual)

provenientes de la empresa T-ANNA localizada en Zinapécuaro, Michoacan, México.

De forma amplia el estudio buscé conocer la posibilidad de que en el entorno ambiental
de la empresa existieran hongos con capacidades decolorativas altas que pudieran ser
empleados en alguna estrategia de manejo bioldgico de aguas residuales; para poder
llevar a cabo la comparacion se utilizo a el hongo Bjerkandera adusta, conocido por su

alta capacidad degradativa.

Los resultados mostraron que en el entorno pueden encontrarse hongos que
discriminan en su respuesta decolorativa dependiendo del colorante que enfrentan.
Ademas, algunos fueron capaces solo de adsorber el colorante, mientras que solo uno
de los seleccionados pudo adsorber y decolorar el medio de cultivo. Al compararse los
resultados respecto a Bjerkandera adusta, solo un aislado fungico (AGA10) mostré un
porcentaje de decoloracion, una velocidad de decoloracion y una capacidad de
decoloracién, potenciales para ser usado en manejo bioldgico de aguas residuales.

Por ultimo, se reporta por pimera vez la capacidad de la especie B. adusta para

decolorar el colorante Procion Blue H-ERD.

Palabras clave: Adsorcion; Agua residual textil; Biosorcion; Bjerkandera adusta;

Colorante reactivo azo.



ABSTRACT

Environmental contamination caused by textile dye was the principal aim which impulse
this research responsible. The research was carried out using inputs (colorants and
residual water samples) from the T-ANNA company located in Zinapécuaro,

Michoacéan, México.

Broadly, the study explored the possibility that in the environmental surroundings of the
company there were fungi with high decolorization capacities that could be used in
some biological wastewater management strategy. The fungus Bjerkandera adusta,

known for its high degradative capacity, was used for comparison.

Results show that fungi can be found in the environment and they discriminate in their
decolorization response depending on the type of dye. Furthermore, some fungi were
only able to adsorb the dye, while only one was able to adsorb and decoloring the
culture medium. Comparing the results with Bjerkandera adusta, only one fungal isolate
(AGA10) showed a percentage of discoloration, a rate of decolorization, and a
decolorization capacity, with the potential to be used in biological wastewater

management.

Finally, the ability of the specie B. adusta to decolorize the Procion Blue H-ERD dye is

reported for the first time.

Keywords: Adsorption; Biosorption; Bjerkandera adusta; Reactive azo dye; Textile

wastewater.



1. INTRODUCCION
1.1. Lalndustria textil en México

En México la industria textil es de gran relevancia ya que representa el 40.3% del
Producto Interno Bruto (PIB) de las industrias manufactureras; en 2018 emple6 a 208
mil trabajadores y en el afio 2019 ocupé la décima posicién entre las actividades
econOmicas mas importantes; la mayoria de los insumos requeridos por esta industria,
son de origen nacional con una baja dependencia de insumos importados (INEGI,
2020).

Este sector ha estado en constante avance y crecimiento, para dar respuesta a la
enorme demanda de la sociedad nacional e internacional (Flores, 2004). Por lo
anterior, han surgido gran diversidad de fibras y combinaciones entre ellas. Los
requisitos de manufactura en cada caso aunado a la constante variacion de la
demanda ejercida por los mercados, hacen del sector textil un sector dinamico, de gran
interés, pero también de gran complejidad (UNEP et al, 2002).

Entre la gran variedad de actividades que abarca la industria textil se encuentran el
estampado, los acabados y la tintura. Todos ejercen efectos significativos sobre el
medio ambiente, tanto a nivel de consumo de recursos (principalmente agua), como

de generacion de contaminacion (aguas residuales) (UNEP et al., 2002).

El aumento de estas actividades en la industria textil, conllevan al incremento de uso
de los colorantes, al igual que la demanda de agua utilizada, ya que el proceso de

fijacion de los tintes en las telas se da en medio acuoso.

Es muy importante recalcar que durante el proceso de tefiido en la industria textil se
requieren aproximadamente 200 L de agua para producir 1 kg de fibra tefiida. De ese
total, 32 L (16%) son utilizados directamente para el paso del tefiido (Ghaly et al.,
2014). Considerando que los colorantes reactivos se impregnan en las fibras de
celulosa con un grado de fijacion entre 50% y 90% (Zaruma et al., 2018), entonces,
entre el 10% y 50% del tinte se descargara en los efluentes textiles, los cuales

contienen entre 300 mg/L y 500 mg/L de colorante (Hessel et al., 2007).



Por este motivo, los efluentes que conducen este tipo de sustancias deben ser tratados
de manera adecuada antes de ser descargados al ambiente, de lo contrario se estaran

afectando directamente a los ecosistemas y, principalmente, a los cuerpos de agua.

Considerando lo anterior, cabe resaltar que uno de los retos mas importantes que
enfrentan las empresas del sector textil corresponde a fomentar el crecimiento de su

produccion pero sin afectar de manera considerable el entorno ambiental.

Por tanto, el reto consistira en manejar adecuadamente las aguas residuales que entre
otros contaminantes pueden contener los siguientes: fibras sintéticas o naturales
previamente procesadas; electrolitos, como carbonato de sodio (Na2COs3) y cloruro de
sodio (NacCl); tintes reactivos hidrolizados que no se fijan en las fibras, y son
responsables de la coloracion del agua; auxiliares de tintura, que actdan con los
anteriores facilitando la penetracion del colorante, los cuales son sustancias organicas
dificiles de reciclar y que son los responsables del alto nivel de DBOs y DQO de los

efluentes (Patarroyo-Hernandez, 2013).

Dentro de ese listado, de forma particular, los colorantes textiles que contaminan,

representan el motor que ha guiado la presente investigacion.

1.2. Los colorantes textiles

Los tintes o colorantes utilizados para el tefiido de la tela, son sustancias organicas
gue imparten color a un sustrato por medio de una absorcién selectiva de luz (Moeller
y Garzén 2003); su estructura basica se compone por dos elementos fundamentales:
un grupo cromaoforo y un grupo auxoécromo, fusionados por grupos quimicos de union
(Bansal y Sud, 2011y 2012).

El grupo cromoforo determina el matiz del colorante y generalmente va unido a
sustituyentes como sulfonatos de sodio (-SOsNa) que facilitan la solubilizacion en
agua; por su parte, el grupo auxécromo o0 grupo reactivo, es la parte de la molécula
gue se une a la fibra y determina la estabilidad del colorante en el textil (Bansal y Sud,
2011y 2012).



De acuerdo a Garzon (2009) y Zaruma et al. (2018), los colorantes textiles se pueden
clasificar con base a su aplicacion a la fibra, lo cual estd en funcién de las condiciones
en las que se efectla el proceso de tintura. Desde esta perspectiva y como puede
observarse en el Cuadro 1, existen colorantes acidos, basicos, directos, dispersos, con

mordente, a la tina, y reactivos.

Cuadro 1. Clasificacion de colorantes de acuerdo al método de aplicacién. Tomado de
Zaruma et al. (2018). En fondo gris se resalta el tipo de colorante utilizado para este trabajo.

Tipo Fibras Método de aplicacion Grupos cromoforos
i Nylon, lana, seda, | Normalmente para bafios de tinte A.ZO’. antraqt_unona,
Acidos . . - trifenilmetano, nitro vy
papel, tintas y piel neutros a acidos nitroso
. Papel,. i s . L . Azo, trimetilmetano,
Bésicos poliacrilonitrilos, nylon, | Para bafios de tintura basicos antraguinona
poliéster y seda q
Algodén. raven. piel Inmersién de la fibra en un bafio
Directos n ?on » Tayon., PIELY 1 con un electrolito. Forma enlaces | Azo
Y de hidrégeno.
Poliéster oliamida En forma de presion coloidal con
. POl ' | altas temperaturas y presion. . .
Dispersos | acetato, acrilico vy Unién  del colorante  por Azo, antraquinona y nitro
plasticos interacciones dipolares
Con Lana. piel v alaodén Aplicado en conjunto con sales de A0 v antraquinona
mordente - PIely aig Cr y q
Los grupos reactivos del
colorante reaccionan con los
Reactivos Algodén, lana, seda | grupos funcionales de la fibra Az0. antraquinona
y nylon para enlazarse covalentemente ' q
bajo la influencia de Ila
temperaturay el pH.
Reduccion con hidrosulfito de
Alatina | Algodén, rayonylana | sodio, después de la | Antraquinona e indigos
impregnacién se oxida

De los tipos anteriores, son los colorantes reactivos los de mayor demanda, con un
60% de uso en esta industria. Se caracterizan por tener grupos antraquinona,
ftalocianina y/o grupos azo, y por fijarse a la fibra de algodon a través del grupo
auxocromo; los grupos hidroxilo de la celulosa crean un enlace éter que garantiza

mayor duracion del color (Garzén, 2009; Arag6n-Vallenas, 2012).

Por su parte, la caracteristica principal de los colorantes azodicos es que poseen uno o

varios grupos azo en su estructura quimica, este grupo se caracteriza por un doble
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enlace Nitrogeno-Nitrégeno y cada uno se encuentra unido a un radical (grupo R) que
en muchas de las ocasiones corresponde a compuestos aromaticos (R-N=N-R’)
(Walters et al., 2005).

Dentro de la categoria de colorantes reactivos con grupo azoico se encuentran los
colorantes Procion Blue H-ERD y Procion Yellow H-E4R. Son de relevancia para este
trabajo ya que fueron empleados en la parte experimental del mismo. En la Figura 1
se muestra un esquema representativo y se ilustran el grupo auxoécromo, el grupo de

unién y el grupo croméforo, usando como modelo los colorantes Procion.

Puede observarse que el colorante Procion Blue H-ERD (Figura 1b), presenta dos
grupos auxécromos de monoclorotriazina, los cuales participaran en una reaccion de
sustitucion del cloro por los grupos alcohol de la fibra textil de celulosa, y la
consiguiente formacién de enlaces covalentes entre el colorante y la fibra textil; es
notorio también que el colorante posee dos grupos azo como cromaoforos y multiples

grupos sulfonatos que facilitan su solubilizacion en agua durante el proceso de tefido.

Por otra parte, la estructura quimica del colorante Procion Yellow H-E4R, posee un
grupo auxécromo de monoclorotriazina, ademas de un grupo azo como cromoéforo y

multiples grupos sulfonatos (Figura 1c).

Para ambos casos debe subrayarse que son ampliamente usados debido a que el

grupo triazina resiste la decoloracién inducida por la luz (Bansal y Sud, 2011y 2012).
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Figura 1. a) Representacién esquematica de las partes de un colorante, b) Estructura
guimica y ejemplificacion de partes de un colorante en la molécula del colorante Procion Blue
H-ERD y c) Estructura quimica y ejemplificacion de partes de un colorante en la molécula
Procion Yellow H-E4R.

En relacion a la forma de unién, cuando el grupo auxécromo se une a una fibra textil
como el algododn, la cual esta formada por fibras de celulosa, lo hace a travées de los
grupos hidroxilo que sobresalen de las cadenas del polimero; en la Figura 2, se

representa la organizacion de la celulosa y se pueden apreciar las largas microfibrillas



formadas por las unidades de 3-D-glucosa, las cuales forman la estructura de una fibra

de celulosa.

colorante

MICROFIBRILLAS

FIBRA
CELULOSA

B-D-glucosas unidas mediante enlaces B(1-=4)

Figura 2. Estructura quimica de la fibra de celulosa. Los grupos alcohol remarcados en rojo
permiten la unién al auxdcromo triazina en color amarillo (elaboracién propia).

1.3. Problematicas y propuestas de solucién de los efluentes textiles

Los efluentes textiles son una de las aguas residuales mas dificiles de tratar, ya que
contienen residuos que provocan altos pardmetros de: Demanda Bioquimica de
Oxigeno que va de 80-500 mg/L y Demanda Quimica de Oxigeno que va de 150-250
mg/L; cantidades de colorante que va de 300-500 mg/L; sélidos suspendidos de 30-
400 mg/L; grandes fluctuaciones de pH (5-12) y una temperatura muy variable (Neamtu
et al., 2002; Hessel et al., 2007; Solis et al., 2012).

Estos desechos industriales con un alto grado de color, poseen un gran poder de
bioacumulacién y una baja velocidad de degradacién, de forma que a largo plazo se
acumulan en cuerpos de agua como lagos y bahias, ocasionando una disminucion
significativa de la incidencia de los rayos solares debido a que actian como grupos
gue absorben la luz visible. La consecuencia de lo anterior es la disminucion de la
actividad fotosintética de algas y cianobacterias, y la disminucion del oxigeno disuelto
en el agua, los cuales producen dafnos y alteraciones finales a la flora y fauna acuaticas
(Rodriguez et al., 2006; Neamtu et al., 2002).



Asimismo, estas descargas favorecen procesos de eutrofizacion, ya que presentan un
alto contenido de nitrogeno, el cual es un nutriente que aumenta la poblacién de algas
y peces; cuando esto ocurre, se detona un crecimiento acelerado de algas que despoja
a los peces del oxigeno disponible en el entorno acuatico. De forma resumida, un
incremento en la carga organica reducira la concentracién de oxigeno molecular en el
agua promoviendo la modificacion de las condiciones de ese ecosistema (Mancilla et
al., 2009; Aranda, 2004).

Adicionalmente, existen investigaciones que sefialan la posible toxicidad vy
carcinogenicidad de ciertos colorantes (Banat et al., 1996). Se ha demostrado que los
compuestos azo y nitro (-NO2), encontrados en algunos tintes textiles, pueden
reducirse en los sedimentos acuaticos dando como resultado la produccién de aminas
toxicas (Weber y Wolfe, 1987); esto se debe, principalmente al hecho de que muchos
colorantes estan hechos de carcinégenos conocidos, como la bencidina y otros
compuestos aromaticos, los cuales pueden modificarse quimicamente como resultado

del metabolismo microbiano (Anliker et al., 1981).

Otros tintes con efectos adversos para cuerpos de agua receptores, son los colorantes
textiles a base de antraquinona, ya que debido a sus estructuras aromaticas
fusionadas (Utiles para impartir color durante largos periodos de tiempo) resultan mas
resistentes a la degradacién. En el caso de los tintes complejos a base de cromo, las
modificaciones quimicas que sufren podrian liberar este metal, de naturaleza
cancerigena, en los suministros de agua (Banat et al., 1996); debe hacerse notar que
también se han reportado altas concentraciones de metales pesados (plomo, arsénico,
cromo y cobre) en algas y plantas acuaticas que han sido expuestas a dichos efluentes
(Roy et al., 2018). También se ha demostrado que algunos tintes reactivos, como rojo
reactivo RB, negro reactivo B y azul reactivo, muestran una tendencia a bioacumularse
(Cetin y DOnmez, 2006).

Indudablemente que una solucion a los efluentes textiles son las plantas de
tratamiento, sin embargo, de acuerdo a Alatorre y Moeller (2006), las plantas

convencionales solo remueven un bajo porcentaje de los mudltiples colorantes



sintetizados por el hombre y consecuentemente gran cantidad de ellos son vertidos sin

un tratamiento previo.

La problematica de contaminacién descrita en las lineas anteriores ha promovido el
desarrollo de una gran variedad de procesos para el tratamiento de las aguas
residuales que provienen de la industria textil. Se trata de una variedad de técnicas y

meétodos que pueden clasificarse en Fisicoquimicos y en Bioldgicos.

En relacion a los primeros, a continuacion se enumeran y después se describen
algunas de sus caracteristicas particulares: 1) membranas de filtracion; 2) coagulacion;
3) destruccién electroquimica; 4) intercambio idnico; 5) degradacion fotoquimica; 6)

oxidacién quimica; y 7) adsorcion (Miranda, 2009).

1) En el método de membranas de filtracion, se hace circular el agua residual a
presion, a lo largo de una membrana no porosa, de esta forma se separan por
completo las moléculas de agua de los contaminantes disueltos en ella. Este
método, por lo general, se utiliza para remover bajas concentraciones de
colorantes; sin embargo, sus costos son altos (Sans et al., 1989).

2) Enlacoagulacion se utilizan agentes floculantes, como sulfato ferroso, que permite
la agregacion de los colorantes, logrando su eliminacion por medio de la
sedimentacion del complejo sulfato ferroso-colorante. Este proceso remueve
eficientemente solidos suspendidos en los efluentes industriales, en un corto
periodo de tiempo y con bajos costos; sin embargo, genera una gran cantidad de
lodos, y presenta resultados pobres en la remocion de colorantes acidos (Sans et
al., 1989).

3) La destruccion electroquimica, consiste en la oxidacién por medio del paso de
corriente eléctrica entre dos electrodos a través de una solucion, lo cual propicia
un intercambio de electrones. Es un método muy eficiente en la degradacién de
colorantes, ya que no produce subproductos toxicos ni lodos residuales, sin
embargo, la electricidad hace que sea un proceso costoso (Pelegrini et al., 1999;
Palma-Goyes et al., 2015).

4) En el intercambio idnico, el agua a tratar se hace pasar por un intercambiador

cationico, donde los cationes disueltos sustituyen a los iones hidronio en la
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columna, después el agua pasa a un intercambiador anionico, en donde los
aniones disueltos sustituyen a los iones hidroxilo de la resina. Este método es
exclusivo para colorantes catiénicos o aniodnicos; ademas, utiliza solventes muy
costosos ya que implica el uso de columnas altamente especificas para cada
colorante (Sans et al., 1989).

5) La degradacion fotoquimica, se lleva a cabo por medio de diéxido de carbono
(CO2) u oOxido de titanio (TiO2) disueltos en agua y por la exposicion a luz
ultravioleta, que da como resultado una mineralizacion total de la mayor parte de
los contaminantes orgénicos, sin generar lodos residuales; sin embargo, forma
subproductos toxicos, presenta altos costos y es eficiente si la concentracién de
colorantes es baja (Guillard et al., 2003).

6) La oxidacion quimica, se basa en el rompimiento de los anillos aromaticos que
componen a los colorantes por medio de un agente oxidante; por ejemplo, el
reactivo de Fenton, es una mezcla de ion ferroso (Fe?*) y peréxido de hidrogeno,
que produce un radical libre hidroxilo (*OH) y el ion férrico (Fe3*); el radical hidroxilo
realiza la oxidacion no especifica de muchos compuestos organicos, pudiendo
llegar a una completa mineralizacion en tiempos de reaccibn muy cortos; sin
embargo, este reactivo genera grandes cantidades de lodos residuales (Arroyave
et al., 2008).

7) La adsorcion, es el proceso mediante el cual los iones y las moléculas presentes
en una fase (adsorbato), tienden a condensarse y concentrarse sobre la superficie
de otra fase (adsorbente). Existen tres tipos: la adsorcion fisica se debe a fuerzas
de Van der Waals, la adsorcién quimica sucede por enlaces covalentes, y la
adsorcién de intercambio ocurre por atracciones electrostaticas (Sawyer et al.,
2001). La ventaja de este proceso es que remueve eficientemente muchos de los
colorantes presentes en el agua residual, no obstante genera una gran cantidad

de residuos organicos (Cortazar-Martinez et al., 2012).

Los procesos fisicoquimicos producen efluentes de buena calidad, pero en la mayoria
de las ocasiones generan altos costos, y pueden originar subproductos de mayor

toxicidad. Por lo anterior, los procesos biolégicos han sido ampliamente estudiados a
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efecto de explorar estrategias mas efectivas a través del empleo de microorganismos
(Robinson et al., 2001; Garzon, 2009).

1.4. Procesos microbiolégicos de aguas residuales

Los procesos microbiologicos se refieren al uso de algin microorganismo, como un
hongo o una bacteria, con objeto de eliminar el color o biodegradar las moléculas de
colorantes, presentes en las aguas residuales provenientes de la industria textil.

Se ha determinado que el nivel de aeracidon es determinante para el manejo de este
tipo de procesos bioldgicos. Por ejemplo, en el caso de los colorantes azoicos violeta
brillante remazol 5R y negro remazol B, Lourenco et al (2000, 2001), reportaron la
formacion de aminas aromaticas después de una reduccion anaerobica; es decir,
aunque este paso elimino el color del tinte, no fue capaz de anular el peligro de la

presencia de las aminas aromaticas carcinogénicas.

Otros estudios como el de Supaka et al (2004), ha sugerido que para los casos de los
colorantes naranja brillante remazol 3R, negro remazol B y violeta brillante remazol
5R, las aminas aroméaticas que se producen después de una reduccion anaerébica
podrian ser degradadas bajo condiciones aerobias; sin embargo, ellos mismos

sugieren una investigacion mas profunda al respecto.

Por otra parte, los mecanismos biolégicos por los cuales pueden darse estos procesos
microbianos han sido clasificados en: 1) adsorcién; 2) biosorcion; 3) degradacion
enzimatica (Cortazar-Martinez et al., 2012; Wu et al., 2012). A continuacién se detallan

estos procesos:

1) La adsorcion o bioadsorcion es un proceso fisicoquimico de superficie donde
una sustancia queda acumulada por el contacto con la superficie exterior de una
célula; la superficie donde queda depositada la sustancia es el adsorbente, y el
material concentrado o adsorbido es el adsorbato (Hidalgo, 2004; Tejada-Tovar et
al., 2015). Cabe distinguir tres clases de adsorcidon segun el tipo de atracciéon que
se dé entre el adsorbato y el adsorbente: a) adsorcion tipo eléctrico, la adsorcion

se da por intercambio i6nico en el cual, los iones de una sustancia de interés se
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2)

concentran en una superficie del material adsorbente como resultado de la
atraccién electrostatica entre ambos; b) adsorcion por fuerzas de Van der Waals,
la molécula adsorbida no esta fija en un lugar especifico de la superficie, sino mas
bien esta libre de trasladarse dentro de la interfase; c) adsorcion de naturaleza
quimica, el adsorbato forma enlaces fuertes localizados en los centros activos del
adsorbente (Tejada-Tovar et al., 2015). Es importante hacer notar que el proceso
de adsorcion se puede ver afectado de manera positiva 0 negativa, por ciertas
variables como la temperatura, pH, la naturaleza del adsorbente, el tipo y
concentracion de adsorbato o simplemente por la presencia de otros iones. La
bioadsorcién se empezé a implementar a principios de los afios noventa con el fin
de remover sustancias contaminantes de las aguas residuales provenientes del
sector industrial. A lo largo de esos afos, las investigaciones se han centrado
principalmente en la utilizacidon de la biomasa viva y/o muerta (Tejada-Tovar et al.,
2015). Entre las ventajas que presenta la bioadsorcion se encuentra: un bajo costo,
alta eficiencia, minimizacion de productos quimicos y lodos biologicos, ademas, si
se emplea biomasa muerta no se requieren nutrientes adicionales; a pesar de las
ventajas que presenta este método, se encuentra aun en etapa de investigacion,
por esta razén en la actualidad no ha sido implementado a nivel industrial (Tejada-
Tovar et al., 2015).

La biosorcidn, se define como la absorcion o acumulacion de sustancias quimicas
por la biomasa microbiana en el interior celular (Tsezos y Bell, 1989). Y aunque es
cierto que la acumulacién implica una primera etapa de adsorcién, sin embargo, a
ésta le sigue el transporte de las sustancias al interior de las células (Tejada-Tovar
et al., 2015); en ese punto se dice que se biosorbié la sustancia. La capacidad de
biosorcién de los hongos juega un rol muy importante en la decoloracion de tintes,
y su efectividad depende del pH, la temperatura, la fuerza idnica, el tiempo de
contacto, la concentracion de adsorbente y colorante, la estructura del colorante y
el tipo de microorganismo (Kaushik y Malik, 2009). En algunos casos donde se
emplean células de hongos, el mecanismo de decoloracién podria implicar,
ademas de la biosorcién, un proceso de degradacion enzimatica (Cortazar-

Martinez et al., 2012).Este método no se ha aplicado al tratamiento de aguas
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residuales en gran escala, debido a los problemas asociados con el manejo de la
biomasa residual que ya contiene los colorantes adsorbidos (Cortazar-Martinez et
al., 2012).

3) La degradaciéon enzimatica, consiste en la actividad metabdlica de hongos o de
bacterias capaces de reconocer y metabolizar ciertas partes de los compuestos
coloreados. La actividad la realizan complejos enziméticos entre los que se
encuentran las lacasas y las peroxidasas. Es importante hacer notar que la
actividad enzimatica esta dirigida naturalmente a la degradacion de lignina, pero
que no es altamente especifica ya que afecta también a otros sustratos (como los
colorantes textiles). Otra cuestion que debe tenerse en cuenta es que la actividad
enzimatica requiere de condiciones fisicas, quimicas y biolégicas muy reguladas,
gue de no lograrse, afectaran su efectividad. Debe tenerse en cuenta que las
condiciones presentes en el agua residual textil podrian no favorecer su buen

desemperio (Cortazar-Martinez et al., 2012; Guzméan-Hernandez, 2017).

Son abundantes y extensas las investigaciones al respecto de las enzimas
involucradas en la actividad decolorativa. Para efectos del presente trabajo se ha
sintetizado la informacion relevante en el Cuadro 2. Ahi se muestran tanto las
caracteristicas descriptivas como el mecanismo de reaccion conocido para las tres
enzimas mas significativas de los hongos de la pudricion blanca: Manganeso

Peroxidasa (MnP), Lignina Peroxidasa (LiP) y Lacasas.

Es importante recalcar que las enzimas antes mencionadas son sintetizadas por los
hongos, especificamente para la degradacion completa de los componentes de la
madera (lignina, celulosa y hemicelulosa) durante el metabolismo secundario
(Wesenberg et al., 2003). Eso significa que no son altamente especificas para un
colorante textil, sino que el colorante es un sustrato secundario. Ademas, son
extracelulares, es decir, se liberan al medio para degradar la lignina a compuestos

Gtiles para su crecimiento y metabolismo (Salas et al., 2012).
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Davila y Vazquez-Duhalt (2006), han expuesto que estas enzimas pueden actuar

separadas o en cooperacion, dependiendo de si el hongo es capaz de producir una o

mas.

Cuadro 2. Principales caracteristicas y funcionamiento de las enzimas ligninoliticas en hongos.
Elaboracion propia con base en la revision de: Ruiz-Duefias, 1998; Wesenberg et al., 2003; Plaza,
2004; Zille et al., 2005; Davila y Vazquez, 2006; Garzén, 2009; Jadhav y Phugare, 2012.

*Cofactores importantes para las enzimas LiP y MnP: manganeso, hidroperéxidos, alcohol veratrilico, oxalato,

MANGANESO PEROXIDASA

LIGNINA PEROXIDASA

LACASAS

Glicoproteina, con un grupo hemo de ; . Glicoproteina del grupo oxidorreductasas
. g o Glicoproteina, con un grupo hemo de . : . .
Estructura protoporfirina que cataliza la oxidacion protoporfiina multicobre que cataliza la 6xido-reduccién del
de Mn*2 a Mn*3 cobre de Cu*? a Cu*! y viceversa
-Oxida un amplio espectro de compuestos
) - tales como acidos humicos, monofenoles
-Oxida compuestos fendlicos y no X . L )
. X -Oxida compuestos fendlicos e metoxi-sustituidos, difenoles orto y para,
fenolicos del sustrato a través del - o L ) ) " .
- L hidrocarburos aromaticos policiclicos polifencles, aminas aromaticas, aminofenoles,
complejo: Mn*? enlazado a un écido . o
o (HAP) anilina y compuestos heterociclicos no
Tipode ~ [0f98NICO fendlicos
reaccion ) . ) -Abstrae electrones individuales de
PR AL 2D e anillos aromaticos -Descarboxila y desmetila
DESCRIPCION para su actividad U
: ' -Forma radicales aromaticos -Fomma radicales libres de naturaleza
-Descarboxila y desmetila L . :
inespecifica para degradar compuestos sin
formar aminas aromaticas toxicas
El centro activo de la enzima contiene El centro activo de la enzima contiene un . . .
Centro ) ) . ) El centro activo de la enzima contiene cuatro
- un atomo de hierro en su estado de atomo de hierro en su estado de . S
catalitico o o atomos de cobre en su estado de oxidacion +2
oxidacion +3 oxidacion +3
Cofactores® Utl_llza Como _oofactor el H,0, para Uullza_oomo cofactor el H,O, para oxidar No utiliza cofactores
oxidar la enzima la enzima
Tlpq 03 Extracelular Extracelular Extracelular
enzima

Reaccion en
centro
cataliico

Intermediarios
MECANISMO

DE REACCION

El centro activo de la enzima es
oxidado por H,O, para formar un
intermediario deficiente de un par de
electrones (Fe**=0), llamado
‘componente I"

El Mn*2 o sustratos fendlicos reducen
el “‘componente I” generando el
“componente II”

El “componente II" gana un electron de
otra molécula de sustrato, y el oxigeno
del oxoferil (Fe**=0) reacciona con
dos atomos de hidrogeno obtenidos
del sustrato para formar agua,
finaimente el atomo de hierro regresa
a su forma inicial (Fe*3) haciendo que
la enzima detenga su actividad

El centro activo de la enzima es oxidado
por H,0, para formar un intermediario
deficiente de un par de electrones,
conocido como “componente I”

El “componente I” se reduce a
“‘componente I en presencia de
sustratos fendlicos o aroméaticos, debido
a que gana un electron proveniente del
sustrato y genera un radical aromatico

El ciclo se completa cuando se genera la
enzima nativa, debido a una segunda
reduccion del ‘componente I con un
sustrato fendlico o aromatico, que dara
como resultado un compuesto fendlico o
aromatico oxidado y agua

2-cloro-1,4-dimetoxibenceno (Davila 'y Vazquez, 2006).

El centro activo de la enzima es oxidado por
0Xigeno 0 un compuesto aromatico para
generar un intermediario deficiente de un par
de electrones

Este componente sera oxidado nuevamente
por oxigeno o por sustratos fendlicos, debido a
la remocion de un electron forma radicales
libres

El ciclo es completado gracias a cuatro
oxidaciones posteniores, lo cual provoca que la
enzima vuglva a su estado relajado, finalmente
utiliza el oxigeno molecular como aceptor de
electrones, reduciéndolo a agua
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2. ANTECEDENTES

Los Hongos de la Pudricién Blanca (HPB) constituyen el grupo mas importante en la
degradacion de la lignina, gracias a que producen diversas enzimas ligninoliticas
extracelulares con una potente capacidad oxidante que les permite acceder a la fuente
de carbono limitada de dicho sustrato (Barr y Aust, 1994; Hammel, 1996; Guzman-
Hernandez, 2017). Ademas de su importancia ecosistémica, estos organismos han
sido ampliamente estudiados por su actividad enziméatica sobre los colorantes textiles,
razon por la cual han representado un modelo para diferentes experimentos realizados

con el fin de eliminar estos contaminantes de las aguas residuales.

Lo anterior se explica de la siguiente manera. El sistema de degradacion enzimatico
que emplean los HPB hacia la lignina, actia también sobre los colorantes,
promoviendo la decoloracion de estas moléculas aromaticas policiclicas (Have et al.,
1998; Knapp et al., 2001; Garzon, 2009). En un primer paso, las enzimas fungicas
inducen la formacion de radicales libres, los cudles se forman cada vez que se elimina
0 se agrega un electron al estado fundamental de la sustancia quimica. Los radicales
libres son muy reactivos y rapidamente cederan o extraeran un electron de otra
sustancia quimica, por lo tanto, sus reacciones producirdn rupturas quimicas que

fracturaran a la molécula de colorante en partes mas pequefias (Barr y Aust, 1994).

La decoloracion de tintes llevada a cabo por HPB fue reportada por primera vez por
Glenn y Gold (1983), quienes evaluaron la decoloracién de colorantes poliméricos
sulfonados utilizando el hongo Phanerochaete chrysosporium. A partir de ese estudio
se han publicado numerosos trabajos (Spadaro et al., 1992; Heinfling et al., 1997,
Cardona et al., 2009) donde se ha evaluado la capacidad de decoloracién de P.
chrysosporium, siendo este el hongo mas estudiado para degradar sustancias

coloridas.

No obstante, existen también otros miembros de esta categoria de los HPB, capaces
de degradar colorantes azdicos; entre ellos destacan: Coriolus versicolor, Trametes

versicolor, Fungalia trogii, Penicillium geastrivous, Rhizopus oryzar, Pleurotus
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ostreatus, Rigidoporus lignosus, Pycnoporus sanguineus, Aspergillus flavus,
Aspergillus niger (Sudha et al., 2014) y Bjerkandera adusta (Anastasi et al., 2010;

Guzman-Hernandez, 2017).

Particularmente el género Bjerkandera, resulta de interés para la presente
investigacion ya que sera empleado como referencia o control positivo. De este hongo
se sabe que una vez que actuan las enzimas MnP, LiP y lacasas, posteriormente
podrian sintetizar también otras enzimas tales como cresolasas, catecol oxidasas,
glioxal oxidasas, aril-alcohol oxidasas y tirosinasas, implicadas en la degradacion de
sustratos mas sencillos. De esta forma, el hongo puede continuar el proceso de
degradacion hasta formar intermediarios menos complejos o bien, llegar a la
mineralizacion completa hasta COz2, agua, iones y acidos organicos dependiendo del

tipo de compuesto (Ferndndez-Gonzalez y Henao-Jaramillo, 2007).

El estudio de las capacidades enzimaticas en hongos, ha promovido una amplia

investigacion, cuyos resultados se exponen a continuacion.

Heinfling et al. (1997), analizaron la capacidad de biodegradacion de los colorantes
reactivos comerciales azo y ftalocianina (azo: naranja reactivo 96, violeta reactivo 5 y
negro reactivo 5; ftalocianina: azul reactivo 15 y azul reactivo 38), por 18 especies
fungicas aisladas en medio sélido de agar extracto de malta. La conclusion del trabajo
fue que de las 18 especies aisladas, solo las especies Trametes versicolor,
Phanerochaete chrysosporium y B. adusta eran capaces de decolorar todos los
colorantes; ademas, concluyeron que la degradacién de un tinte azo por B. adusta

daba como resultado metabolitos no téxicos.

En trabajos relativamente recientes, Yonni et al. (2008), evaluaron la capacidad de la
cepa Bjerkandera sp. BOS55 (ATCC 90940) para la degradacion de los colorantes
textiles negro directo 38 y rojo acido 114, (ambos con caracteristicas carcinogénicas y
resistentes al ataque bacteriano), en medio nutritivo limitado de nitrégeno; también
analizaron la ecotoxicidad de los colorantes por medio de la dosis letal 50 (DLso) de
Artemia salina. La conclusion de este trabajo fue que la cepa Bjerkandera posee la

capacidad para degradar colorantes textiles resistentes al ataque bacteriano.
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Cardona et al.(2009), analizaron siete cepas de hongos ligninoliticos, en funcién de su
capacidad para degradar los colorantes orange Il, rojo cibacron®, rojo erionyl®, azul
terasil® y turquesa erionyl®. La conclusion a la que llegaron fue que todos los
colorantes se eliminaron completamente entre los 8 y 12 dias, mostrando halos de

decoloracién a una velocidad entre 2 y 2.5 cm/dia, en medios de cultivo semisdélidos.

Anastasi et al. (2010), investigaron la eficacia de decoloracion de doce basidiomicetos
(diez hongos de pudricion blanca, un hongo de pudricibn parda y un hongo no
identificado), frente a 13 tintes industriales representativos de diferentes tipos de
colorantes estructurales (con cromoforos mono, di, poliazéicos, estilbenos y
antraquinonicos) de importancia comercial en condiciones individuales y en medios
sélidos con diferentes proporciones de C:N; también los analizaron en cuatro modelos
de aguas residuales textiles; y la cepa Bjerkandera adusta se empaquetd en un
biorreactor de lecho fijo, para el tratamiento de grandes volumenes de un agua residual
real. La conclusion del trabajo para el medio sélido fue que los hongos B. adusta,
Trametes versicolor, G. odoratum, Phlebia radiata, Pleurotus ostreatus presentaron
una capacidad de degradacion prometedora, frente a diferentes tintes industriales a
altas concentraciones, la cepa B. adusta fue capaz de decolorar por completo la
mayoria de los tintes, ademas de desintoxicar tres aguas residuales simuladas en un

tiempo muy corto (1-2 dias).

Holguin et al. (2017), analizaron la capacidad de degradacién de la especie B. adusta,
frente a los colorantes reactivos bezaktiv azul V-2B 133, bezaktiv amarillo V-5 GL,
bezaktiv rojo V-5B, pertenecientes a la familia de colorantes vinilsulfénicos, en tres
medios sélidos: Kirk, Zouari-Mechichi y Park-Robinson, evaluando también la
presencia de aserrin en el medio, como agente elicitador; por ultimo, determinaron la
remocién de colorantes en aguas residuales sintéticas. Las conclusiones a las que
llegaron, fueron que el medio Park-Robinson con el agente elicitador, mostré mejores

resultados en el proceso de degradacién total del color reactivo bezaktiv rojo V-5B.

En 2019, Ramos analizo la capacidad decolorativa de colorantes trifenilmetanos (verde
de malaquita, cristal violeta, fucsina basica) y azoico (safranina), a partir de hongos
aislados del suelo y restos vegetales, en medio sélido PDA y en caldo dextrosa papa.
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Las conclusiones del trabajo fueron la identificacion de 10 cepas con capacidad
decolorativa: Aspergillus niger, A. alternata, Penicillium chrysogenum, A. nidulans,
Hialofomiceto, Nigrospora sp., Oideodendron sp., P. expansumy A. flavus cepa 1y 2;
de las cuales, las que tuvieron mejores resultados fueron Hialofomiceto y A. alternata
en verde de malaquita, Hialofomiceto y A. alternata en cristal violeta, Nigrospora sp. y
P. expansum en safranina y en fucsina, por ultimo, P. chrysogenum y A. alternata
tuvieron la capacidad de decolorar los cuatro colorantes antes mencionados, en

particular P. chrysogenum fue el que dio mejores resultados.

En la Universidad Michoacana de San Nicolds de Hidalgo, en el 2017 Guzman-
Hernandez estudio la capacidad de Bjerkandera adusta para biorremediar los efluentes
textiles de una empresa de tincion textil (T-ANNA). Se investigd la capacidad de
crecimiento y de decoloraciéon de dicho hongo cuando se enfrentaba a cuatro
colorantes textiles DyStar™: negro remazol NF-A, rojo remazol INT R-GB, amarillo
remazol RR GRAN y naranja remazol RR-GRAN (los cuales son empleados para tefiir
algodon en la misma empresa). Las conclusiones del trabajo fueron que B. adusta es
capaz de emplear los colorantes negro, naranja y rojo como fuente de carbono y
energia para desarrollarse, y ademas decolorar el 100%, 81% y 70% de los colorantes
respectivamente; aunque fue incapaz de metabolizar al colorante amarillo remazol RR
GRAN.

En los parrafos anteriores se ha descrito la capacidad de los HPB para degradar el
colorante; sin embargo, al ser desechados los contaminantes textiles en el agua,
resulta muy relevante hacer referencia a investigaciones acerca de hongos en
ambientes acuaticos capaces de decolorar colorantes. Al respecto se presentan a
continuacion algunas investigaciones, considerando también que la presencia de un
hongo en tal ambiente no significa que este sea el habitat 6ptimo y/o que ahi cumpla

todo su ciclo de vida.

Es importante recalcar que de acuerdo a Wong et al. (1998), el estudio de la diversidad
fungica en un sistema acuatico puede llevar a encontrar mas de 50% de nuevas
especies de hongos; lo anterior presenta el desconocimiento de su posible actividad
enzimatica frente a los colorantes; indudablemente el documentar la capacidad de
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biorremediacion de diferentes hongos resulta importante, ya que remarcan la

importancia que representa su papel en el medio.

Uno de los trabajos, donde se analiz6 la capacidad de biorremedacion de diferentes
hongos acuaticos para el tratamiento de efluentes que contienian colorantes, fue el
realizado por Yang et al. (2016), quienes aislaron cepas fungicas de pedazos de
madera en descomposicion sumergidos en arroyos de la provincia de Zhejiang,
Republica Popular de China. Evaluaron la decoloracion de siete colorantes sintéticos
(azul &cido 40, rojo reactivo 11, azul 4cido 193, azul acido 62, azul acido 113, azul
reactivo 74 y rojo acido 73), e investigaron 13 aislados fungicos con alta capacidad de
decoloracion en un sistema liquido. Las conclusiones del trabajo fueron que varios
aislados mostraban la capacidad de decolorar multiples tintes y, al menos, decolorar
uno con alta eficiencia; ademas, ciertos aislados del estudio tuvieron una eficacia de
decoloracion mayor que la del hongo de la pudricion blanca Ceriporia lacerata; la
investigaciébn generé también el primer reporte que expuso las capacidades de
decoloracion de las especies de hongos Acrogenospora sphaerocephala,
Dictyosporium zhejiangensis y Plectosporium tabacinum sobre los colorantes

sintéticos.

Junghanns et al. (2008), analizaron el potencial de decoloracion de los colorantes azo
(rojo &cido 299, negro directo 38, azul directo 1, rojo directo 28, rojo disperso 1, amarillo
disperso 3, negro reactivo 5, rojo reactivo 4 y amarillo reactivo 81) y antraquinonas
(azul &cido 62, azul disperso 1y azul reactivo 19), utilizando 37 cepas de Hifomicetos
acuaticos y 95 aislados fungicos derivados de diferentes ambientes acuaticos, ademas
de cinco Hongos de la Pudricién Blanca (HPB) para su comparacion. Para determinar
la decoloracion, las cepas y los aislados fungicos fueron cultivados en agar sélido y
medio liquido de extracto de malta. La mayoria de los colorantes fue degradado por
diferentes aislados acuaticos mitosporicos, a un grado comparable con el de los HPB,
y bajo ciertas condiciones, algunas cepas acuaticas degradaron el colorante de forma
mas eficiente que los HPB. En general, los resultados apuntan al potencial que tienen
los hongos que habitan en ambientes de agua dulce para el tratamiento de efluentes

gue contienen colorantes.
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Enrelacién a todos los antecedentes descritos anteriormente, es importante mencionar
que en la mayoria de los casos se emplearon medios de cultivo sélidos y/o liquidos,
enriquecidos y selectivos con glucosa, con soluciones de sales minerales, vitaminas,
peptona, tiamina, levadura, biotina, extracto de malta, o bien con elicitores, como el
aserrin. El presente trabajo usé un medio con una suficiente cantidad de nutrientes
(Agar Dextrosa y Papa), pero también analizé la respuesta frente a medios carentes

de nutrientes a efecto de saber si existian cambios ante el estrés nutricional.

Debe recalcarse que los aislados fungicos empleados en la presente investigacion
provinieron de la propia agua residual de la empresa, y que se usaron los mismos
colorantes que estaban siendo empleados por la empresa en el momento del

muestreo.
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3. HIPOTESIS

Los cinco aislados fungicos obtenidos del agua residual textil muestreada poseen
capacidades decolorativas similares a las del hongo control positivo Bjerkandera
adusta, cuando se encuentran en un medio con los colorantes DyStar™ Procion Blue
H-ERD y Procion Yellow H-E4R.
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4. OBJETIVOS
Objetivo General

Evaluar las competencias decolorativas in vitro de cinco aislados fungicos obtenidos
de agua residual textil frente a los colorantes textiles DyStar™ Procion Blue H-ERD y
Procion Yellow H-E4R.

Objetivos Especificos

1. Obtener los aislados fungicos del agua residual de una empresa textilera.

2. Evaluar el crecimiento de los aislados fungicos seleccionados por su visible

capacidad decolorativa.

3. Comparar las competencias decolorativas (Porcentaje de Decoloracion,
Velocidad de Decoloracion y Capacidad de Decoloracion) de los cinco aislados

respecto al control Bjerkandera adusta.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Diagrama Metodolégico
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5.2. Trabajo en campo
5.2.1. Muestreo y Andlisis Fisicoquimicos del agua residual textil

El trabajo en campo consistié tanto en la toma de muestras como en la determinacién
de algunos parametros fisicoquimicos en cada sitio del muestreo. En lo referente a la
primera actividad, ésta se realiz6 conforme a lo establecido en el Proyecto de Norma
Mexicana PROY-NMX-AA-003/1-SCFI-2008 en la cual se dan los lineamientos

generales y recomendaciones para la toma de muestras de aguas residuales.

Las tomas se realizaron el dia 21 de septiembre del 2017 en dos sitios dentro de la
industria textil T-ANNA ubicada en el municipio de Zinapécuaro de Figueroa en las

coordenadas 19° 52’ 36" latitud norte y 100° 49’ 07" longitud oeste, en el estado de
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Michoacan; esta empresa se ubica en la salida de la carretera 120 que se dirige a

Acémbaro, Guanajuato, Michoacan, México (Figura 3).
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Figura 3. Ubicacion del sitio de muestreo en la ciudad de Zinapécuaro de Figueroa en el
Municipio de Zinapécuaro, Michoacan.

El primer sitio de muestreo fue el efluente de las aguas residuales de la fabrica (S1) y
el segundo corresponde a un estanque de tierra aledafio (E2), que en ocasiones suele
llenarse con agua residual, ademas de ser alimentado por escurrimientos del ducto de

salida. Ambos lugares quedan ilustrados en la Figura 4.
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Figura 4. Sitios de muestreo en la empresa textil T-ANNA.a) Salida directa del agua residual
(S1); b) Estanque de tierra donde se diluye el agua residual (E2).

Para los dos sitios de muestreo se determinaron en campo los siguientes parametros:
la temperatura del agua y temperatura ambiental (°C) usando un termometro de
mercurio, el pH con un potenciémetro de campo HANNA® modelo pHZ20, la
conductividad eléctrica (uS/cm) y los sélidos disueltos totales (mg/L) con un
conductivimetro de campo HANNA® modelo Hi98130, el oxigeno disuelto (mgO,/L)
con un medidor HQ40d Portable Meter de OD, las coordenadas y la altura con un GPS,
las dimensiones del lugar muestreado con una cinta métrica, el color del agua y la
materia aparente se describieron por la presencia o ausencia de materiales percibidos

a simple vista.

A continuacién, se describe la toma de muestra para el analisis de los parametros

fisicoquimicos, microbiolégicos y de metales pesados:

e Muestreo de parametros fisicoquimicos. Las muestras se tomaron en recipientes
de plastico con tapa, de capacidad de 2L y se llenaron sin dejar cabezal de aire.
Cada recipiente se etiqueto con la fecha y sitio de muestro. Por sitio se tomaron
4L de agua residual los cuales fueron conservados a 4°C hasta su trasladado al
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Centro de Estudios en Medio Ambiente (CEMA) ubicado Morelia, Michoacan
donde se determinaron los siguientes parametros: Demanda Bioquimica de
Oxigeno, DBOs, (mg/L), Demanda Quimica de Oxigeno, DQO, (mg/L), Solidos
Sedimentables, SD, (mg/L), Sélidos Suspendidos Totales, SST, (mg/L), Solidos
Disueltos Totales, SDT, (mg/L), Nitrégeno Total, NT, (mg/L), Nitratos, NOs-, (mg/L),
Nitritos, NOz-, (mg/L), Nitrdgeno Orgéanico, N, (mg/L).

e Muestreo de parametros microbiologicos. Se tomd la muestra directamente del
fluo de salida (S1) o del estanque (E2) mediante una taza previamente
esterilizada, y de ella se llenaron dos bolsas estériles Whirlpack con capacidad de
500 mL, sin dejar espacio de aire superior. Las muestras se conservaron a 4°C
hasta su traslado al Laboratorio de Investigacion y Servicios de Microbiologia
Acuética de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo (donde se inicié
el aislamiento) y al CEMA (donde se realizaron los analisis de coliformes fecales,
coliformes totales, hongos y levaduras).

e Muestreo de metales pasados. Se utilizaron bolsas estériles Whirlpack con
capacidad de 500 mL para contener la muestra del sitio S1 o del sitio E2; estas
muestras fueron trasportadas en hielera 4°C hasta su llegada al CEMA para la

determinacion de plomo (mg/L), arsénico (mg/L) y fluoruros (mg/L).
En el Cuadro 3 se muestra la metodologia utilizada para establecer las caracteristicas

del agua a partir de métodos normalizados en Meéxico para los parametros

fisicoquimicos, elementos quimicos y microbioldgicos.
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Cuadro 3. Normas mexicanas para la determinacion de los parametros en laboratorio.

Parametro Metodologia
NMX-AA-028-SCFI-2001
NMX-AA-030/2-SCFI-2011

Demanda bioquimica de oxigeno (mg/L)

Demanda quimica de oxigeno (mg/L)

Sélidos sedimentables (mg/L)

NMX-AA-004-SCFI-2013

Solidos suspendidos totales (mg/L)

NMX-AA-034-SCFI-2015

Soélidos disueltos totales (mg/L)

NMX-AA-034-SCFI-2015

Nitrégeno total k (mg/L)

NMX-AA-026-SCFI-2010

Nitratos(mg/L)

NMX-AA-079-SCFI-2001

Nitritos (mg/L)

NMX-AA-099-1987

Nitrégeno organico (mg/L)

NMX-AA-079-SCFI-2001

Plomo (mg/L)

NMX-AA-051-SCFI-2016

Arsénico (mg/L)

NMX-AA-051-SCFI-2016

Floruros (mg/L) NMX-AA-077-SCFI-2001
NMX-AA-042-SCFI-2015
Coliformes totales NMP/100 mL NMX-AA-042-SCFI-2015
Hongos UFC/mL NOM-111-SSA1-1994
NOM-111-SSA1-1994

Coliformes fecales NMP/100 mL

Levaduras UFC/mL

5.3. Trabajo de laboratorio
5.3.1. Cuantificacion de hongos por Unidades Formadoras de Colonias (UFC)

El calculo de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de hongos en el agua
muestreada se realizo con la finalidad de contar, seleccionar y aislar hongos del agua

residual textil.

Para el presente estudio se utilizé el método propuesto por Miles y Misra (1938) con
algunas modificaciones, ya que es una metodologia util para cuantificar el nimero de
células fangicas viables que estan presentes en muestras liquidas, en distintas etapas
de crecimiento (Mufioz-Rojas et al., 2016), con este método se estiman las Unidades

Formadoras de Colonias de microorganismos (UFC) por un mililitro (1 mL) de muestra.
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La realizacién del método se describe a continuacién: se transfirio 1 mL de cada
muestra de agua residual a un tubo con tapa previamente esterilizado y que contenia
9 mL de agua destilada. La mezcla se agit6 en vortex por 15 segundos. Se realiz6 este
paso para llevar a cabo diluciones seriadas desde 10 hasta 10 y se contemplé como

testigo analitico agua destilada sin muestra.

Posteriormente se prepararon cajas Petri con medio Agar Dextrosa y Papa (PDA) y
colorante (Procion Blue H-ERD y Procion Yellow H-E4R) en concentraciones de 100
mg/L y 500 mg/L y sin colorante (Anexo 1); a los medios con PDA se les agrego

estreptomicina (C21H3sN7012) en una concentracion de 50 pug/mL.

Con un asa microbiolégica de 10 uL se inocularon cinco gotas de la dilucion apropiada
en el &rea correspondiente de la caja de Petri. Se usaron dos cajas Petri divididas en
tres secciones para albergar a las seis diluciones seriadas, y se consideré una réplica

para cada dilucion seriada.

Ademas, se incluy6 un testigo analitico que contenia agua estéril, la cual fue inoculada
en placas de Petri para verificar la correcta esterilizacion. Cuando el indculo secé
completamente sobre el medio de crecimiento, se invirtid la caja de Petri. De esta
manera las cajas se incubaron durante un periodo de 24 horas a una temperatura de
28°C para evaluar la presencia y ausencia de crecimiento microbiano en la superficie
de cada placa de Petri inoculada. Durante 12 dias cada 24 horas se registro la

presencia o ausencia de microorganismos.

Al finalizar la incubacion los valores de UFC se estimaron con la media del numero de
colonias de cada caja y su replica, después se multiplicé el nimero de UFC/mL
obtenido por el factor de dilucidon correspondiente. Los datos se expresaron como el
logaritmo base 10 de las UFC (log10 UFC /mL).

En la Figura 5 se resume el disefio experimental descrito anteriormente.
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Figura 5. Disefio experimental para estimar las Unidades Formadoras de Colonias. a)
Diluciones en serie inoculadas en el area correspondiente de dos cajas Petri divididas en 3
secciones para albergar a las 6 diluciones seriadas. b) Tratamientos empleados de los
colorantes Procion Blue y Procion Yellow para cada sitio de muestreo (S1y E2).
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5.3.2. Aislamiento y seleccion de hongos

De las colonias fungicas que crecieron por el método de diluciones en serie, se realizd
la resiembra directa de cada una de ellas en medio solido Agar Dextrosa y Papa (PDA),

conservando la misma concentracion y el colorante del que provenian.

Posteriormente se seleccionaron y aislaron las colonias que presentaron un buen
crecimiento en las condiciones de laboratorio. El aislamiento se llevo a cabo con el
medio PDA en cajas de Petri con las concentraciones de 100 mg/L y 500 mg/L de los
colorantes Procion Blue H-ERD y Procion Yellow H-E4R por separado, mediante la
técnica de estriado en superficie; la incubacién se realizdé a 28°C durante 72 hrs. De
esta manera el total de hongos aislados provenientes de los dos sitios muestreados
fue 30.

A partir de los 30 aislados, se realizé una segunda seleccion para obtener aquellos
con alguna capacidad decolorativa (observada a simple vista) y/o facilidad de
crecimiento en el laboratorio. Para lograrlo se realizaron varias resiembras individuales
en nuevas cajas de Petri con medio solido PDA y los colorantes Procion Blue H-ERD
y Procion Yellow H-E4R, en las concentraciones de 100 mg/L y 500 mg/L, hasta que
se obtuvo el aislado fungico puro; a cada aislado se le designo las letras “AGA” y un
namero consecutivo. En esta segunda seleccién se escogieron los siguientes cinco
hongos: AGA2, AGA3, AGA10, AGA1l y AGA29, que son con los que se trabaj6 en

esta investigacion.

5.3.3. Mantenimiento y cultivo de Bjerkandera adusta y de los aislados fungicos

Bjerkandera adusta fue la cepa usada como control positivo en este trabajo de
investigaciéon. Es un basidiomiceto degradador de la madera cuyas capacidades para
degradar compuestos xenobibticos aromaticos ha sido expuesta en los antecedentes.
Pertenece a la siguiente clasificacion taxonémica (Encyclopedia of Life, 2020; Global

Biodiversity Information Facility, 2020):

Dominio: Eukaryota

Reino: Fungi
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Phylum: Basidiomycota

Clase: Agaricomycetes

Orden: Polyporales

Familia: Meruliaceae

Género: Bjerkandera

Especie: Bjerkandera adusta (Willd.) P.Karst, 1879

Se dispuso de la cepa en cultivo puro de Bjerkandera adusta proporcionada por el
Laboratorio de Biotecnologia Ambiental (Micorremediacion y fitorremediacion de
suelos y agua) de la Universidad Autonoma de Aguascalientes. Dicha cepa fue
cultivada en todos los casos en medio PDA, el cual permitio su preservacion y manejo

en el laboratorio.

Su manejo en laboratorio, al igual que con los aislados puros se realizé de la siguiente
manera. Se procedid a abrir la caja de Petri con la cepa (o con el aislado), a la flama
del mechero para evitar contaminaciones, y con un sacabocados de 1 cm de diametro,
se perford el medio que contenia micelio, posteriormente y a la llama del mechero se
colocé el inéculo en el centro de una nueva placa de Petri con medio PDA estéril. Las
placas se incubaron a una temperatura de 28°C en condiciones de oscuridad por 14
dias.

5.3.4. Preparacién de condiciones homogéneas en el crecimiento

Con el objetivo de homogeneizar el tiempo de crecimiento de cada uno de los cinco
aislados AGA y de B. adusta, que se usaron en todos los experimentos, se llevo a cabo
la siembra previa de los in6culos de un centimetro de didmetro en cajas Petri con
medio sdélido PDA estéril. En todos los casos se realiz6 la incubacion a una temperatura
de 28°C en condiciones de oscuridad y se esperaron 14 dias para poder tomar al

organismo y someterlo a los experimentos.
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5.3.5. Identificacion macroscopica de decoloracién del medio y coloracion

colonial

Una vez realizada la seleccion, se procedio a describir la morfologia colonial de cada
aislado fangico y de B. adusta crecidos en medio PDA con y sin colorante; esta se
realiz6 con base a las caracteristicas que presentaron los hongos, en el aspecto y
desarrollo de su colonia sobre la superficie del medio de cultivo; se considero si las
colonias eran filamentosas o circulares, cual era su elevacion aérea, su aspecto
(algodonoso, velloso o polvoriento), su color (Microbiology Society, 2017) y para
efectos de este trabajo se considerd también si habia decoloracion en el medio con

colorante.

Ademas, al estar sembrados los aislados fungicos y B . adusta en medio con colorante,
se registro el color de la colonia comparandola con la colonia crecida sin colorante a
efecto de detectar algun posible cambio en la coloracion debido a la probable

capacidad de adsorcion de los aislados.

5.3.6. Descripcion de la morfologia microscopicay observaciéon de procesos de

biosorcion o de adsorcion

Por su parte, para la descripcién microscoépica de los aislados fungicos y de B. adusta
se consideraron aspectos estructurales y reproductivos especificos de los hongos,
tales como la forma de las hifas que conforman el micelio, las estructuras de
reproduccion y/o esporas (LOpez et al., 1998; Prescott, 2002; Watanabe, 2010) y el

proceso de biosorcidon o de adsorcion para esta investigacion.

Con la finalidad de identificar la capacidad de adsorcion y/o biosorcién del micelio, se
realizaron observaciones microscoépicas de los aislados y de B. adusta que provenian
de los medios donde habian crecido frente a los colorantes Procion Blue H-ERD y
Procion Yellow H-E4R, para asi observar la presencia o ausencia de los colorantes

tifendo la pared celular o el interior de las hifas.
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La descripcion microscépica se realiz6 mediante un microscopio Optico compuesto
Leica DM300, usando la tincién simple por impronta de azul de lactofenol de la

siguiente manera.

En la parte central del portaobjetos se colocé una gota del colorante lactofenol azul de
algoddén en solucién 1:1 en agua destilada. Posteriormente se corté con tijeras un
fragmento de cinta adhesiva transparente. Se esterilizo el asa micoldgica y se dejo

enfriar, después se adhirié la punta del asa micoldgica a la cinta adhesiva.

En condiciones asépticas se abrio la caja de Petri con el cultivo y se presiono
ligeramente el micelio con la parte adhesiva de la cinta. Inmediatamente después se
coloco la muestra sobre la gota de lactofenol azul de algodon que se depositd
previamente en el portaobjetos, con ayuda de unas pinzas se extendio la cinta y se
esterilizaron nuevamente el asa y las pinzas, enseguida se adicion6 otra gota de
colorante lactofenol azul de algodon sobre la cinta adhesiva y se coloc6 un
cubreobjetos. Finalmente, se acomodé la preparacion en el microscopio 6ptico con el
objetivo de inmersién 10X, seguido de 40X y finalmente 100X para observar a detalle

los componentes estructurales de los aislados y de B. adusta.

La tincién para observar la morfologia microscdépica se realizd con cultivos que tenian
siete dias de crecimiento en cajas con medio solido PDA sin colorantes y, la tincion
para observar el proceso de adsorcidn se realiz6 con cultivos que tenian siete dias de
crecimiento en cajas con los colorantes Procion Blue H-ERD y Procion Yellow H-E4R
en la concentracién de 500 mg/L en medio sélido PDA. Para observar este proceso de
adsorcion, se realiz6 la tincion con agua destilada para que el tinte lactofenol azul de

algoddén no impartiera color a las hifas de los hongos.

5.3.7. Cinéticas de crecimiento y pH 6ptimo

Para poder determinar el pH 6ptimo de crecimiento, se realizdé un experimento donde
se cambio el valor de pH del medio sélido PDA de 5.91, a 4 (medio acido) y 8 (medio
alcalino). Cada medio contenia la concentracion de 500 mg/L de colorante azul o
amarillo. La correccion del pH se efectu6 agregando acido clorhidrico (HCI) o hidréxido
de sodio (NaOH) a concentraciones de 1 molar (Anexo 1). Los medios preparados se
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esterilizaron en autoclave a 120°C a 15 PSI durante 15 minutos; al término se vaciaron
en cajas Petri estériles y se esperaron 48 horas para verificar su esterilidad.

En cada caso se realizaron los experimentos por triplicado.

Para realizar la siembra de cada hongo se emple6 un sacabocados de 1 cm de
diametro, con el cual se trasladd una porcion del micelio crecido con anterioridad al
medio recién preparado. De esta forma se inocularon los aislados flungicos y la cepa
B. adusta en cajas Petri con tres valores diferentes de pH (4, 5.91y 8), con y sin los

colorantes Procion.

A efecto de determinar la cinética de crecimiento de cada aislado y de B. adusta, en
los diferentes medios preparados, éstos se incubaron a una temperatura de 28 °C en
condiciones de oscuridad y durante 14 dias se registré en Excel el incremento del

diametro del micelio hasta alcanzar el borde de la caja.

5.3.8. Cinéticas de decoloracion

Estos experimentos consistieron en evaluar la decoloracion realizada por los cinco
aislados fungicos y por B. adusta en medios sélidos con y sin fuente de nutrientes

complejos. En cada caso se realizaron los experimentos por triplicado.

El medio complejo utilizado fue Agar Dextrosa y Papa, el cual representa una amplia
variedad de nutrientes entre los que se encuentran el almidon y sus polimeros de
amilosa y de amilopectina; contiene también proteinas (casi exclusivamente globulinas
y glutelinas), y cerca de 21 aminoacidos como fuente de nitr6geno; entre otros
nutrientes se encuentran grasas, calcio, fésforo, hierro y acido ascorbico (Prada,
2012); por otra parte la dextrosa que se incorpora al medio sirve también como base

para el crecimiento de los hongos.

Se vaciaron 25 mL de medio PDA esterilizado en autoclave a 120°C a 15 PSI durante
15 minutos, a cajas Petri plasticas estériles; el medio se prepardé con 500 mg/L del

colorante Procion Blue H-ERD o Procion Yellow H-E4R.
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En lo que respecta a los medios de cultivo considerados como medios sin nutrientes

complejos, éstos consistieron en:

e cajas con Agar Bacteriologico (AB) esterilizado, y los colorantes a la misma
concentracion descrita anteriormente.

e matraces con 80 mL de agua de garrafén estéril conteniendo una concentracion
de 500 mg/L de los colorantes. El diseiio experimental se muestra en la Figura
6.

Para las cajas de PDA y AB se inocularon los aislados y B. adusta de forma aséptica
con un sacabocados de 1 cm de diametro. Las placas se incubaron a una temperatura
de 28 °C en condiciones de oscuridad y durante 25 dias se registro en Excel el

incremento del diametro del halo de decoloracion.

En los medios liquidos solo se inocularon al aislado AGA10 y a la cepa B. adusta, de
forma aséptica con un sacabocados de 1 cm de diametro; posteriormente se incubaron
en la obscuridad a una temperatura de 28 °C durante 23 dias. Cada tercer dia se agit6
el medio y se obtuvieron 6 mL del cultivo, el cual fue filtrado con papel filtro Whatman
del nimero 4 cuyo tamafio de poro es de 20-25 um. Cada filtrado fue colocado en una
celda de cuarzo para su medicion espectrofotométrica en el espectrofotometro marca
UNICO® modelo S_2150, utilizando el programa BASIC MODE-%T/Abs measure. La

comparacion se realiz6 con medio con colorante sin inocular.

La decoloracién del colorante Procion Blue H-ERD se determind midiendo a una
longitud de onda de 500 nm; mientras que la decoloracién de colorante Procion Yellow

H-E4R se determiné midiendo a una longitud de onda de 600 nm.

La concentracién de cada colorante se obtuvo mediante una curva de calibracion
(Anexo 2), donde a partir de concentraciones conocidas se determinaron previamente

las absorbancias y se realizo un gréafico en Excel (curva estandar).
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Tratamiento Procion Yellow H-E4R

500 mg/L 500 mg/L

i Lo o o Lo B &

Tratamiento Procion Blue H-ERD

500 mg/L 500 mg/L

o DAL AL
s A A T o L L1
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Figura 6. Disefio experimental para evaluar la decoloracién de los colorantes Procion Yellow

y Procion Blue en medio liquido, de la cepa Bjerkandera adusta y el aislado fungico AGA10.

El punto en cada matraz representa el indculo que fue sembrado del aislado AGA10y de la
cepa B. adusta.
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5.4. Identificacion de Competencias Decolorativas

Para la presente investigacion se consideraran tres caracteristicas cuando se designe

el término “Competencias Decolorativas”.

1. El Porcentaje de Decoloracion (%D). Definido como el porcentaje de decoloracion
gue representa el halo decolorativo respecto al diametro total de la placa de Petri;
para el estudio se considerd un didmetro total de 8.5 cm. La forma matemética de

calcularlo fue la siguiente:

Diametro de decoloracién final (100)

%D=
Diametro total de la caja Petri

2. La Velocidad de Decoloracion (VD). Definida como los centimetros que por dia
logra decolorar un hongo en una caja Petri. La forma matematica de calcularla fue
la siguiente:

cm finales decolorados
VD=

dias totales de decoloracién

3. La Capacidad de Decoloracion (CD). Definida como los miligramos por dia que un
hongo es capaz de decolorar; se evalué en medio sélido y en agua. La forma

matematica de calcularla fue la siguiente:

mg finales decolorados
CD=

dias totales de decoloracion
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5.5. Analisis estadistico

Se desarroll6 una prueba de permutacién estadistica utilizando el estadistico t de
Student para dos muestras y asi comparar las curvas del halo de decoloracion entre
los aislados fungicos y la cepa B. adusta durante 25 dias. Se realizaron comparaciones
por pares entre los aislados fungicos y los valores de p se ajustaron para multiples
pruebas usando un procedimiento de Bonferonni descendente, tal como lo establecen
Elso et al. (2004) y Baldwin et al. (2007).

Se obtuvo un valor p para el estadistico de prueba por simulacién, cada uno de los
aislados fungicos y la media t se recalcul6 para 9,999 conjuntos de datos permutados
de esta manera, el valor p es la proporcién de permutaciones, donde la media t es

mayor en valor absoluto que la media t para el conjunto de datos original.

Todos los andlisis fueron evaluados utilizando la funcion ‘compareGrowthCurves' del
paquete de software statmod para R

(http://bioinf.wehi.edu.au/software/compareCurves/index.html).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1. Analisis Fisicoquimicos del agua residual textil in situ

Los resultados de los analisis fisicoquimicos realizados tanto en campo como en
laboratorio se muestran en el Cuadro 3. Puede observarse que el sitio S1 revela
algunos parametros por arriba del Limite Maximo Permisible (LMP) marcado por las
NOM’s, como la temperatura, pH, Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBOs) y
Demanda Quimica de Oxigeno (DQO); mientras, en el sitio E2, coliformes totales es

el Unico parametro que excede el LMP. Todos ellos se han resaltado en color rojo.

Conductividad Electrolitica

La conductividad varia directamente con la cantidad de soélidos disueltos

(principalmente sales minerales) en un medio acuoso (Cortina y Marquez, 2008).

En el cuadro 3 puede observarse que el sitio S1 presentd un valor mas alto de
conductividad electrolitica respecto al sitio E2; se trata de 2.8 veces mas cantidad en
la salida del agua residual. Es muy probable que su origen sean las sales de sodio
empleadas en la fijacion de los colorantes durante la etapa de tintura. Existen reportes
previos que indican que el empleo de estas sustancias proporcionan al agua residual

una elevada conductividad (Flores, 2004; Henao y Ramirez, 2016).
Oxigeno Disuelto

El sitio S1 presentd un valor mas alto de oxigeno disuelto en relacion al sitio E2. Es un
resultado esperable ya que el agua residual se encuentra con mas movimiento en el
ducto de salida de la fabrica textil debido a la constante expulsion a través de la tuberia
(Figura 4a); en contraparte, el valor mas bajo que se reportd en el segundo sitio puede
deberse a que el agua del estanque de tierra no cuenta con ningun tipo de aireacion,

ni movimiento, y el agua residual solo llega a él por suave escurrimiento.
Color y Materia aparente

El agua del primer sitio (S1) presentd un color verde relacionado a la tincion que ese

dia se realizd en la empresa, asi como restos de telas y fibras finas que pueden
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ocasionar obstrucciones; en el sitio E2 el agua tuvo un color café claro, presentd
materia vegetal y tierra relacionado a la exposicion al ambiente. La presencia del
colorante que se uso en las lavadoras de la empresa para tefiir la tela en el momento
del muestreo indica que la composicion del agua residual en el sitio S1 tiene una
concentracion mayor de contaminantes que la del sitio E2, donde ya ha existido
dilucién o algun proceso fisicoquimico de precipitacién, de 6xido-reduccion, de foto-

oxidacion, o de naturaleza bioldgica.
Temperatura del agua y Potencial de Hidrégeno

La temperatura del agua es una constante fisica que tiene gran importancia en el
desarrollo de diversos fendmenos, por ejemplo, en la solubilidad de los gases (entre
los que es fundamental la solubilidad del oxigeno) y de las sales, asi como en las
reacciones bioldgicas, las cuales tienen una temperatura Optima para poder realizarse
(Zamora, 2009).

El potencial hidrogeno (pH) es el coeficiente que muestra el grado de acidez o
basicidad en un liquido, a partir del 0 al 7 en la escala indican las soluciones acidas y

de 7 a 14 indican soluciones alcalinas (Bauder y Singler, 2017).

El sitio S1 presentd una temperatura mayor a los 40°C que sobrepasa el LMP que
establece la Norma Oficial Mexicana NOM-001-SEMARNAT-1996 en las descargas
de aguas residuales; asi como también excede el LMP en el valor de pH (9.67),
establecido por las NOM's. Para el sitio E2 ambos parametros se encuentran dentro
de los LMP; aunque vale la pena recalcar que el valor de pH para este sitio es de 8.91

(basico).

La alcalinidad en ambos sitios se puede explicar ya que, durante el proceso de lavado
se utiliza un complejo de sustancias conocidas como “licor’, mismas que llegan a
contener un pH mayor de 12, el licor de lavado constituye del 30% al 50% del total del
flujo de residuo y contiene la mayor parte de las sustancias e impurezas del algodén
(Flores, 2004).

Respecto a la elevada temperatura del agua obtenida en el sitio S1, esta se debe al

proceso propio de tefiido de telas en las lavadoras industriales donde este factor fisico
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ayuda a mejorar la adicion del colorante al sustrato. De acuerdo a Flores (2004), las
temperaturas empleadas pudieran ir desde 55°C hasta alrededor de 80°C antes de

proceder al lavado final de la tela.
Solidos Disueltos Totales

Los solidos disueltos totales (SDT) incluyen compuestos muy variados como, sales
indrganicas, carbonatos, bicarbonatos, cloruros, sulfatos, fosfatos y nitratos de sodio,
potasio, calcio, magnesio y hierro, asi como pequefias cantidades de materia organica

disueltas en el medio acuoso (Cortina y Marquez, 2008).

El sitio S1 presenta 2.9 veces mas SDT que el sitio E2. El valor elevado de este
pardmetro en el primer sitio, se debe a que la mayoria de las sustancias antes
mencionadas fueron usadas en alguna etapa del proceso textil. Probablemente, el
menor valor en el estanque de tierra se debe a que el agua se encuentra en contacto
con el entorno, donde la lluvia o alguna otra fuente (como escurrimientos naturales)

pueden participar en su dilucion.
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Cuadro 4. Pardmetros fisicoquimicos in situ (fondo gris) y analizados en el Laboratorio
CEMA (fondo blanco) de la salida directa del agua residual (S1) y del estanque de tierra
almacenador (E2).

. LMP! | LMP! | LMP? . . .
Parametro 0142 001° 065" Sitio S1 Sitio E2 Metodologia
Cond'u_ctlwdad - - *x 3.46 1.24 Potenciométrico
electrolitica (uS/cm)
. . HQ40d Portable Meter
Oxigeno disuelto (mg/L) - - - 6.94 5.85 de Oxigeno disuelto
Color aparente *x - *x el ealic Visual
claro claro
articulas IS
Materia aparente - - - P organica Visual
de tela )
y tierra
Temperatura del agua (°C) *x 35 ** 47.16 22.7 . Termpmetro de_
inmersion (mercurio)
Potencial g)‘;;"drogeno 69 | 6585 | 69 9.67 8.91 Potenciométrico
Solidos disueltos totales x _ _ 1,156 406 Potenciométrico
(ppm)
Demanda bioquimica de 100- - -
oxigeno (mg/L) 120 200.00 620.25 5.64 Volumétrico
Demanda quimicade | 200- | 150 | 1,22225 | 64.605 Volumétrico
oxigeno (mg/L) 240
Solidos sedimentables | 4 ; , | 2 <01 <0.1 Volumétrico
(mL/L)
Solidos suspendidos 100- S
totales (mg/L) 120 - 250 16 24 Gravimétrico
Sélidos disueltos totales o S
(mglL) - - 1,640.66 822.66 Gravimétrico
Nitrégeno total k (mg/L) - - *x 20.72 5.60 Volumétrico
Nitratos(mg/L) - - - 3.42 <0.09 Espectrofotométrico
Nitritos (mg/L) - - - 0.07 <0.04 Espectrofotométrico
Nitrégeno orgénico ) ) ) -
(mg/L) 19.32 5.04 Volumétrico
Plomo (mg/L) - 1 - <0.154 <0.154 Espectrofotometria
Arsénico (mg/L) - 0.4 - <0.001 <0.001 Espectrofotometria
Fluoruros (mg/L) - - - 11.88 0.733 Potenciométrico
Coliformes fecales -
NMP/100 mL - 2,000 - <3 240 Tubos multiples
Coliformes totales -
NMP/100 mL 1,000 - 1,000 <3 4,600 Tubos multiples
Hongos UFC/mL ) ) ) o 60" Cuenta de bacterias
aerobias en placa
Levaduras UFC/mL - - - o* 120* Cuenta_ de bacterias
aerobias en placa

LMP?: Limite maximo permisible; 014%: NORMA Oficial Mexicana NOM-CCA-014-ECOL/1993, que establece los limites maximos
permisibles de contaminantes en las descargas de aguas residuales a cuerpos receptores provenientes de la industria textil; 0013:
Norma Oficial Mexicana NOM-001-SEMARNAT-1996, que establece los limites maximos permisibles de contaminantes en las
descargas de aguas residuales en aguas y bienes nacionales para quedar como proyecto de modificacion de la Norma Oficial
Mexicana PROY-NOM-001-SEMARNAT-2017; 065 Norma Oficial Mexicana NOM-065-ECOL-1994, que establece los limites
maximos permisibles de contaminantes en las descargas de aguas residuales a cuerpos receptores de las industrias de pigmentos
y colorantes; *: Placa en agar dextrosa y papa acidificada incubados a 25°C durante 5 dias;

**: Se podran establecer limites maximos permisibles, en el caso de que se identifiquen descargas que a pesar del cumplimiento
de los limites maximos permisibles establecidos en esta norma causen efectos negativos en el cuerpo receptor, la Secretaria de
Agricultura y Recursos Hidraulicos a través de la Comision Nacional del Agua, fijara condiciones particulares;

- : No aplica.
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6.2. Analisis Fisicoquimicos del agua residual textil en laboratorio

Demanda Bioquimica de Oxigeno y Demanda Quimica de Oxigeno

Segun el indice de Calidad de Agua propuesto por la CONAGUA (2015) (Anexos 3.1
y 3.2), el primer punto de muestreo se caracteriza por estar Fuertemente Contaminado
en relacion a la DBOs y DQO, mientras que el agua del segundo punto se puede
describir de Buena Calidad respecto a la DBOsy Contaminada respecto a la DQO. Por
tanto el agua que sale directamente de la empresa constituye un volumen hidrico
superficial “con fuerte impacto de descargas de aguas residuales crudas”. En
contraparte el agua del estanque tiene “bajo contenido de materia organica

biodegradable” pero proviene de “aguas residuales crudas”.

Sanchez y Garcia (2018) han explicado que cuando la relaciéon DBOs/DQO es menor
de 0.4, existe la presencia de contaminantes refractarios que resultan de la mezcla de
aguas residuales domeésticas con aguas industriales sin tratamiento; los contaminantes
refractarios pueden ser pesticidas, medicamentos, compuestos de aseo personal,
residuos toxicos industriales. Para el caso del presente trabajo se considerara que los
compuestos refractarios son mayormente los colorantes textiles ya que de acuerdo a
Pearce et al., (2003) muchos colorantes sintéticos son moléculas recalcitrantes que
constituyen el principal residuo encontrado en el efluente de la industria del tefiido
textil. En el caso de S1 la relacion DBOs/DQO indica que existe un buen nivel de
biodegradabilidad en el agua (0.507), mientras que para E2 el indice muestra

contaminantes refractarios mas dificiles de biodegradar (0.087).

Puede suponerse que el sitio E2 se encuentra préximo a parcelas cultivadas, donde
probablemente utilizan fertilizantes y/o pesticidas, los cuales, por accién de escorrentia
durante la precipitacién, podrian llegar al estanque combinandose con las aguas

residuales de la industria, logrando que este sitio sea dificil de biodegradar.

Para determinar la biodegradabilidad del agua en ambos sitios se requeririan hacer
experimentos que permitieran reconocer en el tiempo el comportamiento de esos

compuestos en el estanque.
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Solidos Suspendidos Totales y Sélidos Sedimentables

Los solidos suspendidos totales (SST) representan los sélidos insolubles de la muestra
gue forman parte de los sélidos totales (Cortina y Marquez, 2008). Son los solidos que
el agua conserva en suspension, incluyen a los minerales de arcilla, arena, limo, papel,
pedazos de tela, materia organica e inorganica finamente dividida, y células biologicas
gue forman una masa de sélidos suspendidos en el agua, incluso las particulas de
materiales inertes adsorben sustancias organicas en su superficie (Beltran y Rangel,
2012; Argandofia y Macias, 2013).

Los SST se determinan como la cantidad de material retenido después de filtrar un
determinado volumen de muestra, a través de filtros de fibra de vidrio o filtros de
membrana con un tamafo de poro de aproximadamente 1.2 um (Argandoiia y Macias,
2013).

Para el caso de la tincion de algodon, los SST podrian originarse en el proceso de
descrude (paso previo al blanqueamiento), donde la tela es bafiada con agua a altas
temperaturas y mezclada con sosa caustica (NaOH), para eliminar las imperfecciones
restantes como: grasas, aceites, pigmentos naturales, suciedad que pueda contener

la tela y parafina (Salas-Colotta, 2003; Flores, 2004).

Las muestras de ambos sitios presentaron un agua de Excelente calidad respecto a
SST, con base al indice de Calidad de Agua propuesto por la CONAGUA (2015)
(Anexo 3.3).

Por su parte, los solidos sedimentables (SD) representan a los sélidos en suspension
gue pueden llegar a sedimentar en condiciones de reposo en un periodo de tiempo,
debido a la influencia de la gravedad, llegando a sedimentar aquellos sélidos
suspendidos gruesos, que tengan gravedad especifica mayor que la del agua; por
ejemplo, los lodos son acumulaciones de sélidos sedimentables (Cortina y Marquez,
2008). El tamafio de particula de los SD corresponde a 10 micras o mas (Argandofia
y Macias, 2013). Los valores de este parametro para ambos sitios se encuentran por
debajo de los LMP, una explicacion para este bajo valor en el estanque de tierra es
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que las muestras correspondieron a agua superficial y no al agua mas profunda

proxima al sedimento.
Nitrogeno Total y Nitrogeno Orgénico

El sitio S1 presentd 3.7 y 3.8 veces mas de Nitrégeno total y organico,

respectivamente, que el sitio E2.

Es evidente que las moléculas de colorantes contienen nitrégeno en su composicion
guimica y que estas moléculas estan siendo arrojadas directamente por el efluente de
salida, donde se encontraran en mayor concentracion. Debe mencionarse que en la
empresa textii es muy comdn usar compuestos coloreados que incluyan grupos
funcionales nitrogenados tales como monoazo (N=N), bi-azo, triazo-compuestos,
amino (-NHz2), nitro (-NO2), triazinas, pirimidinas, piridacinas, ftalazinas, quinoxalinas,

benzotiazoles, acrilamidas, y ftalocianina (Marcano, 2018; Flores, 2004).

El empleo de los colorantes nitrogenados por parte de la industria textil en estudio
gueda en evidencia en la Figura 1, donde se ha mostrado que dentro de la estructura
quimica del colorante Procion Yellow y del Procion Blue existen respectivamente 9 y

15 atomos de Nitrégeno en formas organicas, como son: grupos amino (-NHz), aminas

-
aromaticas secundarias (@-NH-C), grupos triazinas (1,3,5-triazina), y enlaces azo
(N=N). Los resultados mostraron que casi todo el Nitrdgeno detectado correspondi6 a

Nitr6geno organico en ambos sitios.
Plomo

Los resultados revelaron que los valores de plomo estan por debajo del LMP para las
muestras de ambos sitios. Es indicativo de que probablemente la empresa no utiliza

algun auxiliar de tintura o un colorante que pueda contener este metal.

La importancia de detectar este cation metalico radica en que en algunos casos se ha
relacionado su presencia con el empleo de pigmentos en cuya composicion se
encuentra el acetato de plomo, el sulfato basico de plomo, el cromato de plomo o el
blanco de plomo (2PbCOs.Pb(OH)2) (Nordberg, 1998; Health, 2017). Debido a su

elevada toxicidad estas moléculas poco a poco se dirigen al desuso.
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Arsénico y Fluoruros

En Michoacéan se ha detectado la contaminacion natural geotermal de Arsénico (As) y
Fluoruros en el municipio de Zinapécuaro, debido a la geologia de tipo
volcanosedimentaria, sedimentaria e ignea intrusiva y extrusiva; se ha reportado en
pozos de agua subterranea y manantiales ubicados alrededor del lago de Cuitzeo
niveles de As que van desde 0.001 hasta 3.812 mg/L, siendo la localidad de Arar6, en
Zinapécuaro, la que presenta el mayor nivel de As (Paez, 2008; Benitez, 2013); en
esta misma localidad se han reportado rangos de concentracion de Fluoruros entre 0.7
a 4.2 mg/L (Alarcon-Herrera et al., 2013).

Sin embargo, en una investigacion realizada por Benitez en el 2013, se reportaron
concentraciones de Asy Fluor, entre 0.001 hasta 0.086 mg/L, y rangos de 0.94 a 21.20
mg/L, respectivamente, en agua potable de pozos y manantiales que abastecen a los
municipios de Acambaro y Jerécuaro, los cuales colindan con mantos freaticos de la
misma cuenca de agua (lago de Cuitzeo que se integra a la Cuenca Lerma-Chapala-

Santiago) a la que pertenece el municipio de Zinapécuaro.

El As es un metaloide (con propiedades tanto de metal como de elemento no metalico)
que en el ambiente se encuentra combinado con otros elementos como el oxigeno,
cloro y azufre para formar arsénico inorganico, este esta presente naturalmente en el
suelo y en muchos tipos de rocas, especialmente minerales que contienen cobre o
plomo. En algunas zonas existe como resultado de la composicién geoldgica o por
erupciones volcanicas que por medio de la escorrentia puede entrar al agua debido a
infiltraciones a través del suelo, por esta razén las concentraciones en el agua

subterranea son elevadas (Benitez, 2013).

El As en el agua subterranea se encuentra asociado a otras especies quimicas como
el fldor, vanadio, selenio entre otros (Carro y Montoro, 2009). En relacion al fluor, éste
es un elemento muy reactivo cuya forma quimica es la aniénica (fluoruro F') (Ghosh
et al., 2012). Los fluoruros liberados al aire por volcanes y la industria son
transportados por el viento y la lluvia, a aguas, suelo y fuentes de alimentos cercanas;
en el aguay en el suelo los fluoruros se adhieren fuertemente al sedimento o particulas
(Benitez, 2013).
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Los resultados mostraron valores de As por debajo del LMP en ambos sitios (< 0.001),
lo cual indica que probablemente la empresa no utiliza colorantes que pudieran
contener este elemento; en cuanto a la cantidad de fluoruros que presento el sitio S1

fue elevada (11.88 mg/L), 16 veces mayor en comparacion con el sitio E2 (0.733 mg/L).

Probablemente los valores tanto de As como de Fluoruros se deben a un origen
natural, ya que los valores maximos reportados en este trabajo, resultaron ser menores
gue los valores reportados por Benitez en el 2013 en esta zona; ademas, el agua que
se emplea en la empresa textil proviene de un pozo de la region, y cerca de la zona se
encuentran areas geotermales, y regiones de origen volcanico como la region donde

se encuentra el Lago de Cuitzeo.
Coliformes Fecales y Coliformes Totales

Para el parametro de coliformes fecales, el primer sitio se categoriza como Excelente,
mientras el segundo como Aceptable, segun el indice de Calidad de Agua propuesto
por la CONAGUA (2015) (Anexo 3.4).

En el sitio E2, los coliformes totales fue el Unico parametro que excedié el LMP,
mientras que para el sitio S1 se encuentra dentro del LMP. La diferencia en la cantidad
de coliformes totales y fecales encontrada en los dos sitios, concuerda con que el agua
residual de la empresa en el sitio S1, no es mezclada con agua residual doméstica; sin
embargo, el valor que excede el LMP de coliformes totales en el estanque de tierra
(sitio E2) puede deberse en gran medida a las excretas de animales de pastoreo que

se observaron muy proximas al estanque.
Hongos y Levaduras

Los resultados del laboratorio Centro de Estudios en Medio Ambiente (CEMA) no
mostraron hongos y levaduras en las muestras de agua tomadas del sitio S1, mientras

gue en el sitio E2 reportaron 60 UFC/mL de hongos y 120 UFC/mL de levaduras.

Los resultados anteriores son similares con los obtenidos en esta investigacion ya que
para los medios de cultivo sin colorante, se contabiliz6 una muy baja cantidad de UFC
en el sitio S1 (2.70 log UFC/mL) y una cantidad mayor de 5.3 unidades logaritmicas
mas en el sitio E2 (8 log UFC/mL). Estos resultados podrian ser explicados con algunas
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caracteristicas ya mostradas en el agua del sitio S1: fluoruro en concentraciones que
podrian inhibir el crecimiento fingico, alta concentracion de colorantes textiles no
fijados y de auxiliares de tintura, ademas de un mayor contenido de sales. También
podrian actuar como inhibidores el pH alcalino y las temperaturas por encima de los
40°C que no favorecen el crecimiento de hongos y levaduras; de acuerdo a Sen et al.
(2016), la mayoria de los hongos poseen un crecimiento 6ptimo en condiciones de pH

acidos, normalmente en un rango entre 4 y 5.

6.3. Cuantificacién de hongos por Unidades Formadoras de Colonias
(UFC/mL)

La cuantificacion por UFC se realiz6 con el fin de conocer la cantidad de hongos que

se encontraban en un mililitro (1 mL) de agua en condiciones naturales y de esta forma

determinar la abundancia de los hongos con capacidad para crecer en presencia de

los colorantes.

Los resultados que se obtuvieron se muestran en la Figura 7. Puede notarse que para
el sitio S1, ambos colorantes otorgaron las condiciones para obtener un mayor nimero
de UFC, respecto al valor logaritmico de 2.7 UFC del medio sin colorante.
Interesantemente el uso de colorantes incrementd en 1.3 a 5 unidades logaritmicas las
UFC en este sitio S1. Esto coincide con el trabajo de investigacion de Yang et al.
(2009), en el que se expone que los microorganismos que se aislan de ambientes
contaminados por la industria textil estan adaptados para crecer en condiciones
extremas. Asi que podria suponerse que los aislados AGA tienen un reconocimiento

por las moléculas de colorante Procion empleadas en el presente trabajo.

Por su parte en el estanque (sitio E2) la situacion encontrada fue diferente. Las UFC
recuperadas sin colorante estuvieron en el nivel numérico alto, que es de alrededor de
8 unidades logaritmicas. En ese mismo nivel se encontraron los resultados con 100
mg/L de colorante (azul o amarillo). El estanque de tierra muestra una situacion natural
donde existe una abundancia fungica adaptada a la presencia de los colorantes
Procion Blue y Procion Yellow; es una circunstancia diferente al agua de salida S1

donde hay una menor abundancia fungica adaptada a tales colorantes.
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Por otra parte es también notorio que las concentraciones mas altas de los colorantes:
Procion Blue en ambos sitios, y Procion Yellow en el sitio E2, hace que disminuyan las
UFC, como si existiera cierto efecto inhibitorio. Resulta coincidente con lo reportado
por Guzméan-Hernandez (2017) y Senthilkumar et al., (2012), quienes al trabajar con
los hongos Bjerkandera adusta y Curvularia respectivamente, concluyeron que estos
organismos crecen y se desarrollan mejor cuando se disminuye la concentracion de

los colorantes.
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Figura 7. Comparacion de las UFC de hongos obtenidos en los dos sitios de muestreo en
medio sin colorante (control) y con colorantes Procion Blue y Procion Yellow.
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6.4. Aislamiento y seleccién de hongos

De las colonias fungicas que crecieron por el método de diluciones en serie, se realizd
una primera seleccién con base en el buen crecimiento que presentaron en el medio
solido PDA con los colorantes Procion. Se obtuvieron un total de 30 aislados fungicos
de los dos sitios muestreados, 14 de ellos provenientes del sitio S1, y 16 del sitio E2.
La descripcion del origen y de la morfologia a las 72 horas para los 30 aislados fungicos
se encuentran reportadas en el Cuadro 5.

Posteriormente, del total de aislados se realizé una segunda seleccion para obtener
aguellos con alguna capacidad decolorativa (observada a simple vista) en medio sélido
que tenia las concentraciones de 100 y 500 mg/L de colorante. Del sitio S1 se
seleccionaron a los aislados AGA2 y AGA3; del sitio E2 se eligieron AGA10, AGAl1ly
AGAZ29. Es importante resaltar que se eligio al aislado AGA2 como un control negativo,
ya que aunque crecié en presencia de ambos colorantes, no mostré6 capacidad

decolorativa ni absorcién que cambiara de color su colonia.

En el Cuadro 5 se resalta con fondo gris la descripcidon morfolégica colonial los cinco

aislados seleccionados.
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Cuadro 5. Morfologia colonial a las 72 horas y caracteristicas representativas de los 30
aislados fungicos, obtenidos en los dos sitios de muestreo, y B. adusta. En fondo gris se
resaltan los cinco aislados fungicos seleccionados para el presente trabajo.

Concentracion

,;AJsIa_dos Forma Elevacion Margen Textura Color del colgrante en
ungicos medio PDA
(mg/L)
AGAL11? filamentosa plana filamentoso polvosa  verde-orégano claro 100 A2
AGA2 1 circular plana filamentoso polvosa negro-gris 500 A2
AGA3 1 circular algodonosa  filamentoso polvosa blanco 500 A2
AGA4 1 circular umbilicada espiculado polvosa verde oscuro 100 AMA

verde claro(centro),
verde oscuro (orilla)
AGAG6 ! circular rugosa espiculado cremosa rosa 100 AMA
verde (centro),

AGA5 1! filamentosa convexa filamentoso polvosa 500 AMA

AGA7 2 filamentosa convexa filamentoso polvosa . 100 A2
blanco (orilla)
AGA9 ? filamentosa convexa filamentoso polvosa verde-gris 10044
AGA10 2 circular convexa espiculado polvosa gzl (Cig:irfl)é)ls SIEED 500 A%
AGA11 2 circular convexa filamentoso polvosa morado-verde 500 A%
AGA12 2 irregular convexa filamentoso cremosa rosa-amarillo 500 AMA
AGA132 filamentosa convexa filamentoso polvosa verde-negro-gris 500 AMA
AGA142 filamentosa algodonosa = filamentoso polvosa blanco 100 AMA
AGAL15 2 circular umbilicada = espiculado polvosa amarillo-café 100 AMA
AGA162 filamentosa convexa filamentoso polvosa  verde orégano- azul 500 AMA
AGA17 2 irregular convexa espiculado polvosa s (ce(r(;trr”cl);)blanco 100 AvA
AGA18' filamentosa umbilicada espiculado polvosa blanco 100 A4
AGA19? circular plana filamentoso polvosa café-negro 100 A4
AGA20! filamentosa plana filamentoso polvosa gris-negro 500 AMA
AGA22 ' filamentosa plana espiculado polvosa rosa 500 AMA
AGA23 ' filamentosa elevada espiculado polvosa verde-gris 100 AMA
AGA241  filamentosa elevada espiculado polvosa verde-gris (centro), 500 AMA
rosa (orilla)
AGA25' filamentosa plana espiculado polvosa verde-gris 500 AMA
AGA29 2 circular sumzrgg;c:a €N filamentoso polvosa verde oscuro-gris 500 A2
AGA30 2 filamentosa convexa filamentoso polvosa gris-negro 500 A%
AGA36 2 circular hC:xr:;(;/r?ell entero polvosa azul-blanco 100 A4
AGA492  filamentosa plana filamentoso polvosa s (c(%r:itlzg; » fosa 500 AMA
AGA512  filamentosa plana filamentoso polvosa s (C(%?ﬁg » fosd 500 AMA
AGA52 2 circular convexa espiculado polvosa gns (c(%r:itﬁg; » rosa 100 AMA
AGA54 1 circular convexa entero polvosa azul fuerte 100 A?
B. adusta cwgula_r algodonosa | anillos enteros polvosa blanco NA
concéntrica

1 Aislados flingicos provenientes de sitio S1; 2 : Aislados fangicos provenientes de sitio E2; A% Provienen de una
siembra en colorante Procion Blue H-ERD; AMA: Provienen de una siembra en colorante Procion Yellow H-E4R; NA:
No Aplica.

Cabe resaltar que los cinco AGA formaron colonias de forma circular con textura

polvosa; y en su mayoria éstas presentaron margen filamentoso, a excepcion de
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AGA10 que exhibié un margen espiculado; en todos los casos los aislados provinieron
de medios donde el colorante azul actué como seleccionador; esto fue asi porque el

colorante amarillo no mostré ser decolorado en estos primeros experimentos.

6.5. Identificacibn macroscopica de decoloracion del medio y coloracion

colonial

Con la intencién de identificar el comportamiento fungico frente a los colorantes, los
cinco aislados AGA y Bjerkandera adusta se inocularon en los medios sélidos PDA
con y sin colorante (Procion Blue H-ERD o Procion Yellow H-E4R). Se registro: a) un
cambio en la coloracion colonial que manifestara algin mecanismo de biosorciéon o
adsorcioén (lo cual se manifestaria con coloracion colonial diferente a la del medio sin
colorante, que se muestra en el Anexo 4.1); b) una decoloracién del medio de cultivo
gue diera indicios de una excrecion enzimatica promotora de la decoloracion (en este

caso se esperaria visualizar halos de decoloracion).

Los resultados se ilustran en la Figura 8. A través de medios circulos se representan
las colonias, y se indica la capacidad de biosorber o adsorber el colorante mediante el
relleno coloreado del medio circulo. En el caso de que las colonias hubieran mostrado
capacidad de decoloracién, ésta se ha ilustrado como lineas punteadas fuera del
medio circulo. Entre corchetes se muestra la relacion cualitativa entre el [cAmBIO DE
COLOR EN LA COLONIA / DECOLORACION DEL MEDIO]. El aislado AGA 2 fue usado como control

negativo.
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AGA2 ~ ,cn3 AGA10 AGA11 AGA29 B. adusta

Control negativo

— -

CAMBIO EN COLOR DE
COLONIA

DECOLORACION DEL
MEDIO

Procion Blue

— —

CAMBIO EN COLOR DE
COLONIA

DECOLORACION DEL
MEDIO

Figura 8. Cambio de coloracién colonial y decoloracion de los aislados fungicos y B. adusta
en medio solido PDA con colorante Procion Yellow y Procion Blue en concentracion de 500
mg/L. Los medios circulos representan la colonia y el reborde punteado la presencia de

decoloracién. Entre corchetes se anota la relacién cualitativa entre [CAMBIO DE COLOR EN LA
COLONIA/DECOLORACION DEL MEDIQ].

En la Figura 8 se observa que los aislados AGA3, 10, 11, 29 y B. adusta crecidos en
los medios con Procion Blue, si presentan alguna estrategia para enfrentar a esta
molécula ya sea mediante halos de decoloraciéon o algun proceso de biosorcién o
adsorcion. Al realizar una comparacion mas especifica de esas respuestas fungicas
frente al colorante azul, se observan diferencias importantes respecto a B. adusta cuya

respuesta [CAMBIO DE COLOR EN LA COLONIA / DECOLORACION DEL MEDIO] es [-/+]:
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e EIl aislado AGA10 tiene un tipo de respuesta [+/+], es decir, realiza una
decoloracion extensa en el medio de cultivo mucho mas alla de su limite de
crecimiento desde el primer dia de su inoculacion, y ademas, su colonia adsorbe
o biosorbe el colorante (fotografia en Figura 8).

e Los aislados AGA3, AGA11 y AGA29 son [+/-], lo cual implica que adsorben o
biosorben pero no decoloran.

e B. adusta muestra una respuesta [-/+], su decoloracion es extensa y lejana al
limite del crecimiento desde los primeros dias de inoculacion. Ademas en

ningin momento adquiere color colonial.

Debe resaltarse que existen multiples reportes que indican que B. adusta posee un
sistema enzimético ligninolitico no especifico que le permite decolorar tintes de varias
clases estructurales. De acuerdo a Heinfling et al. (1997), son las exoenzimas
peroxidasa las responsables de esta actividad, y en 2007 Eichlerova et al. incluyeron

también como agentes enzimaticos a la lacasa y a la manganeso peroxidasa (MnP).

Probablemente la decoloracién por parte de B. adusta al tinte Procion Blue usado en
este trabajo, fue realizada mediante un proceso enzimatico extracelular como los
seflalados por los autores anteriores. Esto queda de manifiesto por el tipo de
decoloracion dispersa donde se percibe la difusion de una sustancia que decolora
extracelularmente. Comparativamente y debido al tipo dispersivo de la decoloracién
encontrada, podria sugerirse que el aislado AGA10 desarroll6 también un proceso

enzimatico extracelular. Se requeririan estudios posteriores para comprobarlo.

Para el colorante azul, los aislados AGA3, AGA1l y AGA29 no mostraron una
excrecidon enzimatica debido a que no formaron halos de decoloracion, sin embargo,
estos aislados AGA mostraron cambio en la coloracién colonial en este colorante; por
tanto se sugiere que estan utilizando otras vias de decoloracion no enzimaticas tales
como la biosorcion o la adsorcion. Existen diversos reportes de hongos como
Myrothecium verrucaria, Ganoderma sp, Pleurotus ostreatus, Pichia sp. y Penicillium
sp., capaces de decolorar mediante adsorcion de los tintes sobre la superficie del
micelio (Sumathi y Manju, 2000; Munera et al., 2017), y que permiten validar esta

posibilidad.
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En relacion al colorante Procion Yellow, solamente AGA29 y B. adusta mostraron
alguna estrategia para afrontarlo. Debe resaltarse que las maneras de responder de
ambos hongos es muy diferente: el primero parece biosorber o adsorber, mientras que
el segundo decolora amplia y dispersivamente. En B. adusta existié una respuesta
idéntica cuando decoloré al Procion Blue respecto a cuando lo hizo con el Procion
Yellow, mostrando asi que la actividad enzimatica extracelular de este hongo afronta

a ambos colorantes indistintamente.

6.6. Descripcion de la morfologia microscopicay observacion de procesos de

biosorcién o de adsorcién
Morfologia microscépica

Para los cinco aislados fungicos y la cepa B. adusta se realizaron tinciones con azul
de lactofenol para poder conocer su estructura microscopica mas precisa. Los
resultados se muestran en la Figura 9. Puede observarse que los aislados fungicos
AGA2, AGA3, AGA1l, AGA29 y la cepa B. adusta presentaron micelio septado,
mientras que unicamente AGA10 mostré micelio cenocitico; ademas, las hifas de los

aislados AGA2, AGA10 y AGAL11 se encontraron enrolladas en forma de anillos.

Por otro lado, la presencia de esporas se observo en todos los hongos a excepcion de
AGAZ3 (es probable que no se encontrara en un estadio reproductivo al momento de
revisarlo, porque no se encontraron conidios). En AGA2 se observaron blastosporas
con conidiéforos pobremente desarrollados, células conidiogenas globosas o simples
y conidios septados longitudinal y transversalmente (muriformes), los cuales presentan
dos o0 mas células, un marcado aumento de tamafio y una superficie ornamentada con
espinas. El aislado AGA10 mostré esporas macroconidias septadas, en forma de
barca de pared delgada y lisa con tres septos; mientras que B. adusta se distingui6 por
la produccién de conidios de tipo de artrosporas (provenientes de la fragmentacion de
hifas para la produccion de artroconidios), estas estructuras han sido documentadas
en esta especie por Rajchenberg (1996). El aislado AGA1ll presentd esporas
terminales y seudohifas ensanchadas y vesiculosas; y el aislado AGA29 exhibio

conidios esféricos-ovalados de una sola célula en agrupaciones de blastosporas
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Competencias decolorativas de cinco aislados fungicos obtenidos de agua residual textil TESIS DIANA AVILA TREJO

rodeando las seudohifas, con conidiéforos ausentes, siendo el conidio transparente

mientras que la hifa no.
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Figura 9. Caracteristicas microscépicas de los aislados fungicos AGA2, AGA3, AGA10,
AGA11, AGA29 y la cepa Bjerkandera adusta. Morfologia de hifas y esporas.



Observacion microscopica de los procesos de biosorcion o adsorcion

Se ha definido la biosorcibn como la acumulacion de sustancias quimicas por la
biomasa microbiana en el interior celular (Tsezos y Bell, 1989). De acuerdo a Cortazar-
Martinez et al. (2012), para algunos hongos la decoloracién puede ser resultado de

esta retencion fisica del colorante en la biomasa fungica.

Al realizar la observacion microscopica sin azul de lactofenol a partir de los hongos
crecidos previamente en medio con colorante (azul y amarillo), no se visualizo el
proceso de biosorcion en las hifas de ninguno de los aislados fungicos ni de B. adusta
(Anexo 4.2); es decir, no se observo color azul o amarillo tifiendo el interior celular. Por
tanto se establece como resultado que no se realizé en ningun caso el proceso de

biosorcion.

En lo relativo al mecanismo de adsorcion o bioadsorcion, el cual es descrito como un
proceso fisicogquimico de superficie donde una sustancia solo queda acumulada por el
contacto con la superficie exterior de una célula, éste no logré verse por la microscopia
Optica convencional usada. Sin embargo, aunque la capa de colorante que cubre una
hifa no pudo ser vista en el microscopio, la adquisicién de color por parte de las

colonias si nos expone la existencia del fenémeno.

Es decir, para los aislados AGA3,10,11 y 29 que si adquirieron color colonial (Figura
8), existe la posibilidad de que el mecanismo desarrollado para afrontar los colorantes
sea el de una acumulacién en su superficie o adsorcion. Esto seria probable ya que
de acuerdo a Gautam et al. (2014), los adsorbentes mas usados en la actualidad son

microorganismos tales como algas, hongos y levaduras.

Por su parte, en la observacion microscopica B. adusta no presentd tampoco ningun
tipo de coloracion membranal. Eso coincide con lo descrito por Singh (2006) y por
Rybczynska-Tkaczyk et al. (2020), donde exponen de forma particular que el principal
mecanismo para la decoloracion de los tintes llevado a cabo por B. adusta es la
biodegradacion enzimética extracelular. Rybczynska-Tkaczyk et al., realizaron su

experimentacion con la cepa B. adusta CCBAS 930 y reportaron que eliminé los
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colorantes de antraquinona (alizarina azul negro B y azul acido 129) principalmente
por biodegradacién (86.50-89.22%) en lugar de biosorcion (9.91-12.67%).

Ademas, en una investigacion realizada por Guzman-Hernandez (2017), en la cual
analizé de forma cualitativa los procesos de bioadsorcién y bioabsorcién, llevados a
cabo por el hongo B. adusta de los colorantes: amarillo remazol, naranja remazol y
rojo remazol, en medio de cultivo sélido de Sales Minerales, y reportdé que en la
observacion microscopica de las hifas de este hongo no se observé bioabsorcion ni

bioadsorcidén con ninguno de los colorantes.

6.7. Cinéticas de crecimiento y pH 6ptimo

El trabajo con microorganismos obliga a determinar de forma inicial su crecimiento
mediante una cinética. Para la presente investigacion se llevaron a cabo las curvas de
crecimiento a diferentes pH a efecto de conocer las mejores condiciones de laboratorio
para realizar los posteriores experimentos. Se evaluaron tres diferentes valores de pH
(4, 5.91 y 8). El primero con la intencion de saber si es mejor un pH mas acido; el
segundo para saber si el pH del medio era el 6ptimo; y el Ultimo para reconocer si a
pH alcalino (que es el pH aproximado del efluente) crecerian mejor.

Los resultados mostraron que el pH 6ptimo en todos los casos fue el del medio PDA
sin modificar (5.91), por esa razon se presentan en las Figuras 10, 11y 12 las cinéticas

de crecimiento que como base se consideraran en este trabajo de tesis.
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Figura 10. Cinéticas de crecimiento en medio sélido PDA de los aislados fungicos y B.

adusta con pH 6ptimo de 5.91.

De acuerdo a los resultados obtenidos, en la Figura 10 se pueden observar tres
agrupaciones que permiten definir tres categorias para reconocer el crecimiento de los
aislados fungicos. El Grupo 1 asocia a los aislados AGA2, AGA3 y B. adusta, ya que
Su crecimiento estuvo entre 6.5 cmy 8.5 cm; el Grupo 2, esta integrado por los aislados
AGA11 y AGA29, cuyo crecimiento se encontré entre 4.0 cm a 6.4 cm; finalmente el
Grupo 3, muestra al aislado AGA10, cuyo crecimiento es bajo, menor a 3.9 cm. Esta
escala relativa de crecimiento seguira siendo usada como referencia en todas las

cinéticas de crecimiento en medio sélido.

6.8. Cinéticas de crecimiento en presencia de colorantes

Cinéticas de crecimiento en presencia de Procion Blue en medio PDA

A efecto de reconocer algun cambio que pudiera ocurrir en el crecimiento fangico de
los aislados y B. adusta cuando se enfrentan a los colorantes (Anexo 4.3), se realizaron
cinéticas a pH 5.91 y con una concentracion unica de 500 mg/L del colorante. Los

resultados con colorante Procion Blue (Figura 11), muestran que todos los aislados
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AGA y la cepa B. adusta se mantienen en la misma categoria de crecimiento

establecida para el crecimiento en medio PDA con pH éptimo sin colorante.

Cinéticas de crecimiento en presencia de Procion Yellow en medio PDA

Los resultados que corresponden al crecimiento en colorante Procion Yellow (Anexo

4.4), mostraron que los aislados AGA y la cepa B. adusta también se mantienen en la

misma categoria de crecimiento que presentaron en el medio PDA con pH 6ptimo sin

colorante y con colorante Procion Blue (Figura 12).

Por lo tanto debe destacarse que la concentracién de 500 mg/L de colorante (azul o

amarillo) en el medio donde crecieron los aislados fungicos y la cepa B. adusta, no

representd un factor que inhibiera o promoviera el crecimiento para estos hongos.
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(TRl

Dias
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o
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-
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~— Crecimiento
Intermedio
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Figura 11. Cinéticas de crecimiento en medio sélido PDA con colorante Procion Blue H-ERD

de los aislados fungicos y B. adusta con pH 6ptimo de 5.91.
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Figura 12. Cinéticas de crecimiento en medio sélido PDA
de los aislados flangicos y B. adusta con pH 6ptimo de 5.91.

6.9. Cinéticas de decoloracién en medio PDA (con nutrientes)

Cinéticas de decoloracion en medio sélido PDA con Procion Blue

En este trabajo se llevaron a cabo las curvas de decoloracion con el pH 6ptimo (5.91),
a fin de comparar las capacidades de decoloracion de los aislados AGA respecto a B.

adusta en presencia de los colorantes Procion.

Es importante recalcar que los experimentos realizados contemplan a la decoloracion
como el resultado de la ruptura del grupo cromo6foro en una molécula de colorante y
no siempre implica la degradacion completa de la molécula del colorante. La diferencia

anterior ha sido destacada por otros autores como Guillard et al., 2003.

Los resultados de las cinéticas de decoloracién en medio sélido con PDA preparado
con 500 mg/L de Procion Blue se presenta en la Figura 13. Se observan lineas
horizontales sin cambio en la decoloracion para AGA3, AGAl1l, AGA29 y el control
AGAZ2; en ninguno de esos casos se presentd capacidad decolorativa relacionada con
una excrecion extracelular de enzimas y por eso se han agrupado en un mismo
conjunto de No Decoloradores.
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Por el contrario, el aislado AGA 10y la cepa B. adusta si realizaron una decoloracion
del medio con el colorante Procion Blue. En este punto es importante destacar las

diferencias en esa actividad decolorativa.

El aislado AGA10 decolor6 en 25 dias el 88.24% del colorante presente en la caja Petri
(%D=porcentaje de decoloracion) y lo realiz6 a una velocidad (VD=velocidad de
decoloracion) de 0.3 cm/dia, que equivale a 0.44 mg/dia (que representa su

CD=capacidad de decoloracion).

B. adusta decolor6 en nueve dias el 100% del colorante presente en la caja Petri
(%D=100%) y lo realiz6 a una VD=0.94 cm/dia que equivale a una CD de 1.39 mg/dia.
Los resultados anteriores implican que B. adusta supera 3 veces a AGA10 en su

velocidad y capacidad de decoloracion.
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Figura 13. Cinéticas de decoloracion en medio solido PDA con colorante Procion Blue H-

ERD de los aislados fangicos y B. adusta.

Un resultado relevante en el presente trabajo es el relativo al momento en que AGA10
y B. adusta decoloran. En términos generales para el colorante Procion Blue el proceso
de decoloracioén inicié desde el dia 0 de la cinética y terminé en el dia 25 para AGA10,
y para B. adusta comenz6 en el dia 2 y finalizé en el dia 11, esta actividad la realizaron

los dos hongos en la fase exponencial (Figuras 11 y 13). Como dato comparativo,
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Cardona et al. (2009), reporto que en los perfiles de degradacion del tinte orange 1l los
hongos Phanerochaete chrysosporium y P. sérdida (hongos de la pudricién blanca),
mostraron una alta velocidad de decoloracion durante su fase de crecimiento

exponencial.
Cinéticas de decoloracién en medio s6lido PDA con Procion Yellow

En relaciéon al comportamiento frente al colorante Procion Yellow, Unicamente B.
adusta mostro capacidad para decolorar (Figura 14). Los aislados AGA no mostraron

indicios de excrecion enzimatica que eliminara el color amarillo del medio PDA.

Cabe destacar que en los trabajos de Rodriguez et al. (1999), y Tinoco y Vazquez-
Duhalt (2007), evaluaron la decoloracion del tinte Procion Yellow H-E4R por los hongos
ligninoliticos Phanerochaete chrysosporium (ATCC-24725), Phanerochaete ostreatus
(IE8), y Trametes hispida (8260). En ningun caso lograron decolorar el tinte, lo cual
demuestra que existen hongos que no expresan 0 que no poseen capacidad

decolorativa frente a algun colorante.

De forma particular la descripcion de la capacidad decolorativa de B. adusta ante
Procion Yellow es la siguiente: en cinco dias decoloré el 100% del colorante presente
en la caja Petri (%D=100%) y lo realizé a una VD=1.70 cm/dia que equivale a una CD
de 2.50 mg/dia. En el trabajo de Tinoco y Vazquez-Duhalt (2007) reportaron también
que B. adusta logr6 la decoloracién de este colorante y logré el mismo efecto frente a

una amplia gama de tintes industriales.

Puede notarse que los valores de VD y de CD son mayores en relacion al colorante
azul. De acuerdo a Saratale et al. (2011), las variaciones de decoloracién para
diferentes tintes podrian atribuirse a la diversidad estructural y complejidad que estos
presentan, particularmente de la naturaleza y posicion de grupos sustituyentes en los
anillos aromaticos, ya que la biodecolorizacién del tinte depende en gran medida de la
capacidad de extraccion de los electrones de los grupos funcionales en la proximidad

del enlace azo.

64



Dias AGAZ
0 1 2 3 4 5 B 7 8 11 13 15 17 19 21 23 25| AGA3
(=] & o

a4 AGA10 Grupo No

AGAA 1 Decolorativo
1 AGAZ9
2
3
4
5
&
-
%D=100 %
8 VO=1.70 cm/dia G
CD=2 50 mg/dia B. adusta | > °°

Decolorativo

Figura 14. Cinéticas de decoloracion en medio sélido PDA
de los aislados fangicos y B. adusta.

Para el colorante Procion Yellow el proceso de decoloracion de B. adusta inici6 en el
dia 8 de la cinética y concluyé en el dia 13, esa actividad la realiz6 durante la fase
exponencial y parte de la estacionaria (Figuras 12 y 14); este resultado coincide con lo
reportado por Holguin et al. (2017), para el hongo B. adusta, el cual se tardo siete dias
para empezar a mostrar actividad decolorativa frente a los colorantes reactivos de la

familia Bezaktiv.

6.10. Cinéticas de decoloracién en medio sin nutrientes

A efecto de conocer si los aislados AGA pudieran mostrar un mejor desempefio
decolorativo respecto a B. adusta, se cambiaron algunas condiciones nutritivas. De

esta forma se realizaron cinéticas de crecimiento sin nutrientes:

e Primeramente se llevaron a cabo cinéticas solo en Agar Bacteriolégico y el
colorante (azul o amarillo) a una concentracion de 500 mg/L (Anexo 4.5y 4.6).
e Posteriormente, solo para AGA10 y B. adusta se realizaron los experimentos en

agua con el colorante a una concentracién de 500 mg/L.
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Los resultados en agar PDA, Agar Bacteriolégico (AB) y Agua en el colorante Procion
Blue, se muestran en el Cuadro 6. En relacion a B. adusta es notorio que la escasez
de nutrientes no modifica su respuesta decolorativa en cualquiera de los dos medios
sélidos (PDA o AB); sus valores de porcentaje de decoloracion (%D), velocidad de
decoloracion (VD), y capacidad de decoloracién (CD) permanecen igual. Pero al
realizar el experimento en medio liquido, la CD se incrementé poco mas de 14 veces.
Lo anterior coincide con los resultados de Choi et al. (2013), quienes reportaron que
cuatro cepas de B. adusta (KUC8204, KUC8808, KUC9065 y KUC9107) aisladas de
varios sustratos lefiosos, presentaron tasas de decoloracién distintas en medio sélido
respecto al liquido; en el primer caso eliminaron mas del 70% del color de los tintes,
mientras que en el medio liquido obtuvieron mayores porcentajes de decoloracién del
orden de 90%. Esto podria deberse a que el hongo esta en contacto con el colorante

en una mayor proporcion.

Por su parte, para AGA10 la circunstancia de deficiencia nutricional entre ambos
medios sélidos si caus6 una disminucion en sus capacidades decolorativas; logré
decolorar solo el 51.76% del colorante azul (un 36% menos que en condiciones con
suficientes nutrientes). De igual forma su capacidad decolorativa disminuy6é a 0.26
mg/dia (que son 0.18 mg menos al dia). Pero al colocar al hongo AGA10 en el medio
liquido, su capacidad decolorativa se increment6 en 56 veces respecto a si misma en
medio solido. El medio liquido parece favorecer el contacto con el colorante y ademas

resulta tener mas similitudes con el agua residual de donde se aislé.

Inesperadamente el aislado AGA29, que no habia mostrado competencias
decolorativas en medio con nutrientes (PDA), en el medio so6lido AB consigui6
decolorar el 70.59% del tinte azul, y exhibié en 12 dias una capacidad de 0.74 mg/dia
a una velocidad de 0.50 cm/dia. Estas competencias superan en mas del doble a los

resultados con AGA10 cuando se crecid en AB con colorante azul.

Olvera (2003), sefala que en algunos de los hongos ligninoliticos se observa que la
ligndlisis ocurre durante el metabolismo secundario, es decir bajo condiciones de
limitacion de nutrientes, lo que permite que el hongo sintetice y secrete enzimas
ligninoliticas que comiencen a fragmentar el polimero; esto podria ayudar a
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comprender por qué al no adicionar nutrientes al medio, el hongo AGA29 presentd
decoloracion en este medio y no en un medio de mejor calidad nutritiva; posiblemente

este hongo tomo6 como fuente de carbono al colorante.

Cuadro 6. Resumen de las competencias decolorativas de Procion Blue por parte de los
hongos usados en este estudio. Se comparan los resultados de un medio con nutrientes
(PDA), con un medio sin nutrientes (Agar Bacteriol6gico) y Agua.

PORCENTAJE DE VELOCIDAD DE CAFACIDAD DE
DECOLORACION [%D] | DECOLORACION [VD] DECOLORACION [CD] de
de Frocion Blue de Frocion Blue Procion Blue
(%) {cm/dia) {mg/dia)
HONGO FPDA Agar FDA Agar FPDA Agar Agua
Bacterioldgico Bacterioldgico Bacteriolégico
AGAZ2 0 0 0 0 0 0 nd*
AGA3 0 0 0 0 0 0 nd*
AGA10 | 88.24 91.76 0.3 0.18 0.44 0.26 24.71
AGAN 0 0 0 0 0 0 nd*
AGA29 0 70.59 0 0.50 0 0.74 nd*
B. adusta 100 100 0.94 0.94 1.39 1.39 20.41

*nd: no determinado.

Posteriormente, al realizar la prueba t de Student para comparar la decoloracién entre
AGA10 y B. adusta en el medio con el tinte Procion Blue con nutrientes, se obtuvo
diferencia estadisticamente significativa (p = 0.002), al igual que en el medio sin
nutrientes (p = <0.0001).

De igual manera, al comparar la decoloracion entre AGA29 y B. adusta en el medio
con el tinte Procion Blue sin nutrientes, se obtuvo diferencia estadistica (p = 0.0009).
Por lo tanto, la decoloracion es distinta entre los aislados AGA10 y AGA 29, en

comparacion con B. adusta.

En lo relativo al colorante Procion Yellow, los resultados en agar PDA, Agar

Bacteriologico y Agua se muestran en el Cuadro 7. Puede advertirse que cuando B.
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adusta se encuentra en buenas condiciones nutricionales en medio solido, incrementa
sus competencias decolorativas. Para comparar, hay que recordar que frente al

colorante azul estas mismas competencias quedaban sin cambio.

Esas buenas condiciones nutricionales permitieron a B. adusta decolorar en cinco dias
el 100% del colorante en la placa, ademds, su capacidad decolorativa aumento a 2.50
mg/dia (que son 1.11 mg mas al dia, en comparacion con B. adusta en el colorante

Procion Blue).

Al igual que en los casos anteriores, cuando se desarrolla el hongo en el medio liquido
se mejora la capacidad de decoloracién. Esto se debe a que al agitar los cultivos
liquidos se mejora la transferencia de oxigeno y distribucion de nutrientes (en este
caso la distribucion del colorante), accion que no puede realizarse en un medio

estacionario (Kaushik y Malik, 2009).

Esto se demuestra en el trabajo de Rigas y Dritsa (2006), quienes reportan una mayor
eficiencia decolorativa del tinte poly R-478 utilizando cepas de basidiomicetos en
medio liquido con agitacion, en comparacion a medios en condiciones estaticas; la
eficiencia de eliminacion del tinte en los cultivos con agitacion varié de 50.31 + 6.72%
a 93.4 + 5.64%, mientras que en los cultivos estaticos varié de 26.14 + 1.02% a 52.95
+ 0.97%.
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Cuadro 7. Resumen de las competencias decolorativas de Procion Yellow por parte de los

hongos usados en este estudio. Se comparan los resultados de un medio con nutrientes
(PDA), con un medio sin nutrientes (Agar Bacterioldgico) y Agua.

PORCENTAJE DE VELOCIDAD DE CAPACIDAD DE
DECOLORACION [%D] DECOLORACION [‘v‘D] DECOLORACION [CD] de
de Procion Yelloy de Procion Yelliow Procion Yelloy
(%) {cm/dia) mg d|a
HONGO PDA Agar FPDA Agar FPDA Agar Agua
Bacteriolagico Bacteriologico Bacteriolagico
AGA2 0 0 0 0 0 0 nd*
AGA3 0 0 0 0 0 0 nd*
AGA10 0 0 0 0 0 0 0
AGA11 0 0 0 0 0 0 nd*
AGA29 0 0 0 0 0 0 nd*
B. adusta | 100 100 .70 0.94 2.50 1.39 19.33

*nd: no determinado.
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7. RESUMEN DE RESULTADOS Y PERSPECTIVAS

La contaminacién por colorantes textiles en nuestro pais requiere trabajos de
investigacion que se dirijan a solucionar el problema ambiental que representan. En
este sentido, la presente investigacion se desarroll6 con la intencion de analizar una
posible estrategia biolégica en el manejo de aguas residuales con insumos bioldgicos
locales. Se compar6 el desempefio de las capacidades decolorativas de aislados
fangicos provenientes del agua residual de la misma empresa que emite la
contaminacion, respecto al hongo Bjerkandera adusta, conocido por su gran capacidad

para decolorar estas moléculas.
Los resultados obtenidos se resumen a continuacion.

1. El agua residual en la salida de la empresa (sitio S1) excede algunos Limites
Méaximos Permisibles (LMP) en los rubros de Temperatura, pH, Demanda
Bioquimica de Oxigeno y Demanda Quimica de Oxigeno. Con esa informacion
se puede considerar al efluente como éptimo para algun tipo de tratamiento.

2. Tanto el agua residual (sitio S1) como el agua almacenada en un estanque de
tierra (sitio E2) pueden proveer hongos con capacidades decolorativas,
potencialmente Utiles para ser empleados en algun tratamiento biolégico del
agua. Es recomendable su aislamiento en concentraciones de 100 mg/L a 500
mg/L.

3. Tanto en el agua de salida como en el estanque se encontraran hongos con
respuestas diferenciales a los colorantes textiles; es necesario investigar mas
acerca de las razones por las que un colorante no es decolorado como en el
caso del Procion Yellow, mientras que otro si (Procion Blue).

4, Tanto en el agua de salida como en el estanque se encontraran hongos que
expresan capacidades decolorativas diferentes:

e Los capaces de adsorber los colorantes en la superficie del micelio
e Los capaces de adsorber los colorantes en la superficie del micelio y al

mismo tiempo excretar sustancias decolorativas

70



No necesariamente los hongos que crezcan mas rapidamente y con mayor
biomasa serdn los que presenten capacidades decolorativas. En el caso del
aislado AGA10, presentd una buena capacidad decolorativa pero se localiza en
un grupo de bajo crecimiento. Es importante realizar mas estudios para intentar
mejorar el crecimiento con cambios nutricionales o ambientales.

Las competencias decolorativas (porcentaje de decoloracién, velocidad de
decoloracion y capacidad de decoloracion) del aislado AGA10 estuvieron por
debajo de las correspondientes a Bjerkandera adusta con respecto al colorante
azul en los medios sélidos empleados. Sin embargo AGA10 posee mayor CD
en medio acuoso preparado con 500 mg/L.

En relacién al colorante amarillo no hubo respuesta decolorativa por ninguno de
los aislados.

Con esta investigacion, se observa por primera vez la capacidad de B. adusta
para decolorar el colorante textil Procion Blue H-ERD, agregandolo a la lista de

compuestos capaces de ser decolorados por esta especie.
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8. CONCLUSION
La Hipo6tesis de Trabajo fue:

Los cinco aislados fungicos obtenidos del agua residual textil muestreada
poseen capacidades decolorativas similares a las del hongo control positivo
Bjerkandera adusta, cuando se encuentran en un medio con los colorantes
DyStar™ Procion Blue H-ERD y Procion Yellow H-E4R.

Se concluye que :

A. Cuatro aislados fungicos (AGA2, AGA3, AGAl1l y AGA29) obtenidos del agua
residual textil muestreada no poseen capacidades decolorativas similares a las
del hongo control positivo Bjerkandera adusta cuando se encuentran en un
medio con el colorante DyStar™ Procion Blue H-ERD. Pero el aislado AGA10
si muestra esas capacidades decolorativas, en menor proporcién en

medio sélido y en mayor proporciéon en medio acuoso.

B. Ninguno de los cinco aislados fungicos obtenidos del agua residual textil
muestreada poseen capacidades decolorativas similares a las del hongo control
positivo Bjerkandera adusta cuando se encuentran en un medio con el colorante
DyStar™ Procion Yellow H-E4R.
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ANEXOS

Anexo 1. Preparacién de medios de cultivo y colorantes utilizados.
1) Agar Dextrosay Papa

La preparacion del medio Agar Dextrosa y Papa (PDA), se describe a continuacion: se
pesaron 39 g del medio de cultivo deshidratado marca BD Bioxon, posteriormente se
vertio el medio de cultivo en un matraz Erlenmeyer para disolver en 1 L de agua

destilada hasta eliminar los grumos.

Después de agitar se cerro el matraz con un tapon de algodon cubierto de gasa y papel
aluminio para esterilizarlo en una autoclave a 121°C y 15 psi durante 15 minutos, una
vez esterilizado, se vacié el medio PDA en cajas de Petri estériles colocando 25 mL
de medio de cultivo en cada una, a la flama del mechero y cerrando posteriormente

cada caja para dejar solidificar.

Para la preparacion de las cajas con medio de cultivo y con los colorantes Procion
Yellow H-E4R y Procion Blue H-ERD; se agreg6 2 mL y 10 mL de la solucion stock de
cada colorante, por separado, al matraz que contenia el medio de cultivo sin esterilizar,

para obtener las concentraciones de 100 mg/L y 500 mg/L, respectivamente.
2) Agar Bacteriologico

Se pesod 25 g de medio Agar Bacteriologico (AB) deshidratado marca BD Bioxon,
enseguida se vertié el medio de cultivo en un matraz Erlenmeyer para disolver en 1 L

de agua destilada hasta eliminar los grumos.

Después de agitar se procedié a cubrir la boca del matraz con un tapon de algodén
cubierto de gasa y papel aluminio. Se esterilizé el medio en autoclave a 121°C y 15 psi

durante 15 minutos.

Una vez estéril se vacio el medio en cajas de Petri estériles colocando 25 mL de medio
de cultivo en cada una de ellas a la flama del mechero, y cerrando posteriormente cada

caja para dejar solidificar.
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Para la preparacion de las cajas con medio de cultivo y con los colorantes Procion
Yellow H-E4R y Procion Blue H-ERD; se agreg6 2 mL y 10 mL de la solucion stock de
ambos colorantes, por separado, al matraz que contenia el medio de cultivo sin
esterilizar, para obtener las concentraciones de 100 mg/L y 500 mg/L,

respectivamente.
3) Correccién de pH

Se peso 39 g del medio PDA y se agrego6 en un matraz Erlenmeyer para disolver en 1
L de agua destilada. Se prepararon medios sin y con colorante, al medio de cultivo con
colorante se le agregd 10 mL de la solucién stock de los tintes (Procion Blue H-ERD y
Procion Yellow H-E4R) por separado, para obtener una concentracion final de 500

mg/L.

Inmediatamente después se colocd el matraz sobre un agitador magnético con
resistencia, con el fin de mantener el medio de cultivo con el colorante en movimiento
y asi poder agregar lentamente con una pipeta la solucién de hidréxido de sodio
(NaOH) hasta que se obtuvo un pH de 8; esta solucion se estuvo midiendo con un

potenciéometro HANNA® modelo pH20 hasta que se consiguié el pH deseado.

Para conseguir el pH 4, el procedimiento anteriormente descrito se repitié de la misma
manera, con la diferencia que se le adicion6 al medio coloreado de PDA la solucién de
acido clorhidrico (HCI), los medios con el pH modificado se esterilizaron en una
autoclave a 121°C y 15 psi durante 15 minutos.

Una vez estéril el medio se vaci6 en cajas de Petri colocando 25 mL del medio en cada

una, a la flama del mechero y cerrando posteriormente para dejar solidificar.
4) Medio liquido

En un matraz Erlenmeyer se preparo un volumen de 750 mL de medio liquido con una
concentracion de 500 mg/L, este medio se elabord con agua de garrafon y con 37.5

mL de la solucion stock del colorante Procion Blue H-ERD.
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Dicha solucion se vacio a nueve matraces Erlenmeyer que incluyeron: tres replicas por
cada tratamiento y tres controles negativos, posteriormente se cubri6 la boca de cada

matraz con un tapon de algodon, cubierto de gasa y papel aluminio.

Después se esterilizaron todos los matraces con calor humedo a 121°C y 15 psi
durante 15 minutos, una vez que se enfriaron los medios, se inocularon agregando al
medio de forma aséptica 1 cm de diametro de in6culo del aislado fungico AGA10 y de
la cepa B. adusta, por separado. El procedimiento anterior se realizé de igual manera
para el colorante Procion Yellow H-E4R.

5) Colorantes textiles

Los colorantes textiles DyStar™: Procion Blue H-ERD y Procion Yellow H-E4R son
empleados para tefiir algodon, estos fueron donados por la empresa DyStar de México,
S.de R. L. de C. V. Estos colorantes entre otros, son los que se utilizan en la empresa

textil muestreada.

Se preparé una solucién stock de 250 mL con 2.5 g de cada colorante (Procion Blue
H-ERD o Procion Yellow H-E4R), donde 2 mL equivale a 100 mg y 10 mL equivale a

500 mg; estas cantidades se utilizaron para preparar los medios de cultivo sélidos.
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Anexo 2. Curvas de calibracion de los colorantes Procion en la concentracion de 500

mg/L.
2.1. Curva de calibracion de Procion Blue H-ERD a A de 500 nm.
3.0
y=0.0055x +0.1151 ..,
2.5 R2 =0.9956

Absorbancia
= PN
o (6)] o

o
o

o
o
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2.2. Curva de calibracién de Procion Yellow H-E4R a A de 600 nm.

y = 0.0023x + 0.0616
1.2 R2 = 0.9986 ;

rbancia

bs
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Concentracion (mg/L)
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Anexo 3. Indicadores de calidad del agua (CONAGUA, 2015).

3.1. Escala de clasificacion de calidad de agua superficial con base en la

Demanda Bioquimica de Oxigeno a cinco dias (DBOs).

Criterio (mg/L) Clasificacion Color
DBOs< 3 EXCELENTE

No contaminada.
3<DBOs<6 Verde

Aguas superficiales con bajo contenido de materia
organica biodegradable.
6 < DBOs < 30 Amarillo

Con indicio de contaminacién, aguas superficiales

con capacidad de autodepuracion o con

descargas de aguas residuales tratadas

biol6bgicamente
30<DBOs <120 CONTAMINADA
Aguas superficiales con descargas de aguas

residuales crudas, principalmente de origen
municipal.

DBOs > 120 FUERTEMENTE CONTAMINADA

Aguas superficiales con fuerte impacto de

descargas de aguas residuales crudas

municipales y no municipales.
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3.2. Escala de clasificacion de calidad del agua superficial con base en la

Demanda Quimica de Oxigeno (DQO).

Criterio (mg/L)

Clasificacién Color

]

DQO<10 EXCELENTE
No contaminada.

10<DQO <20 Verde
Aguas superficiales con bajo contenido de materia
organica biodegradable y no biodegradable.

20<DQO <40 Amarillo

Con indicio de contaminacién, aguas superficiales
con capacidad de autodepuracion o con descargas

de aguas residuales tratadas biologicamente

40 < DQO < 200

CONTAMINADA
Aguas superficiales con descargas de aguas
residuales crudas, principalmente de origen

municipal.

DQO > 200

FUERTEMENTE CONTAMINADA
Aguas superficiales con fuerte impacto de
descargas de aguas residuales crudas municipales

y no municipales.




3.3. Escala de clasificacion de calidad del agua superficial con base en los

solidos suspendidos totales (SST).

Criterio (mg/L)

Clasificacién

Color ‘

SST<25 EXCELENTE

Clase de excepcion, muy buena calidad. -
25<SST <75 Verde

Aguas superficiales con bajo contenido de solidos

suspendidos, generalmente condiciones

naturales. Favorece la conservacion de

comunidades acuéticas y el riego agricola

irrestricto.
75 < SST <150 Amarillo

Aguas superficiales con indicio de contaminacion,
con descargas de aguas residuales tratadas
biolégicamente. Condicién regular para peces.

Riego agricola restringido.

150 < SST =400

CONTAMINADA
Aguas superficiales de mala calidad con
descargas de aguas residuales crudas, aguas con

alto contenido de materia suspendida.

SST > 400

FUERTEMENTE CONTAMINADA
Aguas superficiales con fuerte impacto de

descargas de aguas residuales crudas

municipales y no municipales con alta carga

contaminante, mala condicién para peces.
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3.4. Escala de clasificacion de calidad del agua superficial con base en los
coliformes fecales (CF).

Criterio (mg/L) Clasificacién Color ‘

CF < 100 EXCELENTE -

No contaminada.
100< CF = 200 Verde
Aguas superficiales con calidad satisfactoria
para la vida acuatica y para uso recreativo con

contacto primario.

200 < CF <1000 Amarillo
Aguas superficiales con calidad satisfactoria
como fuente de abastecimiento de agua potable

y para riego agricola.

1000 < CF 10000 CONTAMINADA
Aguas  superficiales con  contaminacion

bacteriologica.

CF > 10000 FUERTEMENTE CONTAMINADA
Aguas superficiales con fuerte contaminacion

bacteriologica.
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Anexo 4. Imagenes

4.1. Coloracién colonial de los cinco aislados fungicos: a) AGA2, b) AGA3, c) AGA10,
d) AGA1l, e) AGA29, y de la cepa f) B. adusta, en medio PDA sin colorante.
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Competencias decolorativas de cinco aislados fungicos obtenidos de agua residual textil TESIS DIANA AVILA TREJO

4.2. Microscopia optica 100X de los cinco aislados flngicos y de la cepa B. adusta en
el dia 7 de incubacion en medio PDA con la concentracién 500 mg/L de los colorantes

Procion Blue H-ERD y Procion Yellow H-E4R.

Procion Blue H-ERD  Procion Yellow H-E4R

AGA3

AGA10

AGA11
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4.3. Crecimiento de los cinco aislados fungicos y B. adusta en el medio PDA con la concentracion 500 mg/L del colorante

Procion Blue H-ERD.

AGA2 AGA3 AGA10 AGA11 AGA29 B. adusta

25 dias
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4.4. Crecimiento de los cinco aislados fungicos y B. adusta en el medio PDA con la concentracion 500 mg/L del colorante
Procion Yellow H-E4R.

AGA2 AGA3 AGA10 AGA11 AGA29 B. adusta

e Rta
N / . ‘,
- I .
/ . . .

7 dias

10 dias

25 dias
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4.5. Comparacion del halo de decoloracion a los 25 dias de los aislados fangicos: a)
AGA2, b) AGA3, c) AGA10, d) AGAL1l, e) AGA29, y la cepa f) B. adusta, en medio sin
fuente nutricional compleja (izquierda) y en medio con fuente nutricional compleja

(derecha), en la concentracion 500 mg/L del colorante Procion Blue H-ERD.

95



4.6. Comparacion del halo de decoloracion entre el aislado AGA10 y la cepa B. adusta
en medio sin fuente nutricional compleja (S) y en medio con fuente nutricional compleja
(C), en la concentraciéon 500 mg/L de los colorantes Procion Blue H-ERD y Procion
Yellow H-E4R.

AGA10 B. adusta
1dia 5 dias
2 dias 7 dias
8di

a8 8 dias

11dias

11dias
15 dias

13 dias
17 dias

15 dias
19 dias
21dias
25 dias
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