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COLORANTES, UTILIZANDO HONGOS DELA
PODREDUMBRE BLANCA DE LA MADERA

NEW TECHNOLOGY TO DYES BIODEGRADATION BY
WHITE ROT FUNGI STRAINS
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RESUMEN

Los colorantes sintéticos son extensamente utilizados en la elaboracién de productos farmacéuticos, cosméti-
cos, alimentos, y en muchos otros sectores manufactureros. Durante los procesos de produccién y de coloracién,
de 10 a 15% de los colorantes utilizados, son vertidos en los afluentes como desechos contaminantes, los cuales
tienen gran persistencia, son toxicos y por tanto deben ser degradados o al menos totalmente neutralizados antes
de ir al ambiente. Los hongos que causan podredumbre blanca de la madera han demostrado su capacidad para
degradar colorantes. En éste trabajo se estudian 57 cepas de hongos de la coleccién que existe en la Universidad
Catdlica de Lovaina y el Instituto de Higiene de Varsovia (Polonia) -mediante el ensayo de decoloracién en
microplacas-. Se seleccionan 17 hongos que muestran decoloracién o cambio de color de dos colorantes, uno
azoico y otro antraquinénico. Con ellos se hacen estudios de las condiciones fisiolégicas: fuentes de carbono y
nitrégeno, temperatura, agitacién, formas de crecimiento libre o inmovilizadas y condiciones que favorecen la
expresion de las enzimas manganeso peroxidasa -MnP- y la lacasa, que han sido identificadas como responsables
de la degradacién de los colorantes. En este trabajo se presentan ademds los resultados de 5 cepas seleccionadas
sobre aguas con residuos del colorante azul indigo, obteniéndose una disminucién del color del 95.3% al quinto
dia, en todas las muestras evaluadas.

Palabras clave: Hongos de la podredumbre blanca de la madera, degradacién de colorantes, enzimas, lacasa, manganeso
peroxidasa.

ABSTRACT

Dyes are used extensively in the fabrication of pharmaceutical, food and cosmetics industries, among the
others. During the production and coloration process, the dyes used are wasted in 10 to 15%. Dyes present in these
eftluents are persistent; many are toxic and therefore, must be fully degraded or at least neutralized before release
in the environment. In this work we studied 57 fungus strains from the collection of Catholic Lovaine University
and Varsovia Hygiene Institution (Polonia). Using microplacas assay decolourisation we have identified 17
strains that were evaluated performing physiological studies; source of carbon, nitrogen, temperature, agitation,
growth free or inmobilized, favorable for manganesoperoxidase and lacase enzymes expression, that had been
identified responsible of dyes degradation. In this work we present the result of 5 selection strains on indigo dye
water waste obtain 95.3% the decolourisation at 5 day in all samples evaluated. We conclude that higher rates of
pollutants degradation can be achieved by carefully selecting various white rot fungi strains and culture conditions.

Keywords : White rot fungi, dyes degradation, enzyme, laccase, manganese- peroxidase.
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INTRODUCCION

Los colorantes sintéticos tienen vasta aplica-
cién en muchos sectores industriales especial-
mente en las industrias farmacéutica, cosmética
y de alimentos, asi como en otros sectores ma-
nufactureros (textil, papel, cuero, plisticos, etc.).
De un 10 a un 15% de los colorantes empleados
en estos procesos, son desechados en los afluen-
tes' causando graves problemas de contaminacién
ambiental ya que no se degradan bajo condiciones
normales. Ademas:

[J La contaminacién por colorantes es muy visi-
ble, antiestética y molesta para la opinién pu-
blica. Contamina aguas abajo, quebradas y rios.

[J La contaminacién por colorantes no se limita
solamente al color. Esos colorantes son toxi-
cos para la flora y la fauna. Las empresas que
producen colorantes generan también residuos
de metales pesados (100 g de residuo por to-
nelada de colorante). También se debe consi-
derar que los colorantes son sintetizados a partir
de moléculas cancerigenas®.

Los colorantes y pigmentos residuales de la
fabricacién de colorantes y de algunas industrias,
son desechados al medio ambiente en forma dis-
persa o en disolucién. Esos colorantes son solu-
bles en agua y no son degradables por los méto-
dos aerobios clisicos que se utilizan en las esta-
ciones de tratamiento de aguas’. Numerosos pro-
cesos han sido empleados en las industrias para
disminuir la carga colorante. Estos procesos son :
adsorcién con carboén activado, ultrafiltracion, elec-
trolisis, electrofloculacién, ozonizacidn, utilizacién
del reactivo de Fenton, floculacién con hierro-cal,
precipitacién con boro-hidruro de sodio*. Estos
diferentes procesos requieren un aporte constante
de reactivos quimicos que si bien son poco costo-
sos, representan volimenes considerables. Tales
técnicas tienen el problema que transfieren la con-
taminacién del medio liquido al medio sélido con
produccién de lodos. Los desechos sélidos son
considerados como peligrosos y no se pueden
descartar en los vertederos ordinarios. Ademds,
estas técnicas no destruyen completamente las
moléculas, ni decoloran totalmente los afluentes.
La ozonizacién es el proceso mejor adaptado a la
degradacion de colorantes, pero es un proceso
muy costoso con relacién a los otros procesos
fisicoquimicos.

53

Las enzimas ligninoliticas producidas por los
hongos de la podredumbre blanca de la madera
tales como la lignina peroxidasa (LiP), la manga-
neso peroxidasa (MnP) y la lacasa, tienen una
amplia especificidad y son capaces de catalizar la
degradacion de sustratos fendlicos y no fendlicos
como los hidrocarburos aromiticos policiclicos™;
los compuestos aromiticos clorados’; los insec-
ticidas clorados; productos nitrados; colorantes
azoicos y antraquinénicos® y las cloroligninas
provenientes de la utilizacién del cloro para el
blanqueado del papel .

Varias cepas de hongos han sido seleccionados
por su capacidad de degradacién de contaminan-
tes'' y han sido evaluadas para favorecer la degra-
dacién de muchos de los contaminantes citados'*".
En este trabajo se estudiaron diferentes condi-
ciones fisiolégicas con el fin de determinar las
formas de crecimiento que favorecen la degrada-
cién de los colorantes.

MATERIALES Y METODOS

Organismos y condiciones de cultivo.

Las 57 cepas estudiadas provienen de la BCCM/
MUCL (Belgian Coordinated Collections of
Microorganisms / Mycothéque de 'Université
Catholique de Louvain y de la coleccién del Insti-
tuto de Higiene de Varsovia Polonia). Todos los
hongos son replicados periédicamente en medio
a base de extracto de malta (2%)

Ensayo de decoloraciéon de colorantes en
microplacas.

Los ensayos son realizados en microplacas
“Cellstar” que contienen 24 pozos de 2 ml. La
concentraciéon del colorante usada para estos en-
sayos es de 0,175 mg/ml. Para evaluar el efecto de
la agitacién, se hacen ensayos con cultivos agita-
dos, que se mantienen a 150 rpm y ensayos con
cultivos no agitados. Los cultivos son colocados
en una incubadora a 30° C. Después de tres dias
se hacen las medidas de decoloracién.

Medidas de crecimiento y de decoloracién
de diferentes cepas fiingicas en medio
solido.

El crecimiento se evalia en presencia de dife-
rentes colorantes a diferentes concentraciones. En
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cada caso se evalda el crecimiento radial y la de-
coloracién o cambio de coloracién presentada. Las
experiencias se repitieron 3 veces. Los resultados
promedio son representados y discutidos. La des-
viacién estindar observada es inferior a 10%

Determinacion de enzimas

La lignino peroxidasa (LiP) y la manganeso
peroxidasa (MnP) se determinan utilizando como
substrato el alcohol veratrilico y la vainillin acetona
respectivamente'®. La lacasa se mide por su
reaccién con el substrato 2,2’-Azino-Bis
(3ethylbenzoThizoline)-6-Sulphonate (ABTS)
después de la eliminacién de H,O, metabdlico por
la catalasa®.

Medidas de decoloracién

Se utilizan diferentes medios de cultivo. Se
emplea un medio completo para el crecimiento
de hongos (extracto de malta), asi como otros
medios que favorecen la produccién de las enzimas
LiP'®, MnP" y lacasa'. Se realizan una serie de
experiencias en medio sélido con la adicién de
agar (2% concentracién final). Los cultivos en
medio liquido se llevan a cabo en frascos cilin-
dro-cénicos de 125 ml a 30°C y se agitan
orbitalmente a 80 rpm y 150 rpm. Las diferentes
cepas se adicionan en un precultivo. El colorante
se agrega en una concentraciéon de 0.35 mg/ml. La
coloracién a tiempo t=0 llamada también color
inicial, se representa por la suma de absorbancias
de 3 longitudes de onda: A=A +A_.+A,,, " Para
evaluar el color final, se mide el color en el
sobrenadante y el color de la biomasa, esta ulti-
ma extraida con metanol.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los primeros estudios se realizaron con colo-
rantes puros procedentes de una fibrica de pro-
duccién de colorantes. En este articulo reprodu-
cimos los resultados obtenidos sobre dos colo-
rantes, uno azoico y otro antraquinénico. Hay
microorganismos que producen exoenzimas ca-
paces de degradar uno solo de esos colorantes;
otros que son capaces de degradar dos y otros
cuyas enzimas no actian sobre ninguno de ellos.
Nuestro objetivo con el presente estudio es se-
leccionar las cepas que degraden simultineamen-
te la mayoria de colorantes, dada la presencia de
varios tipos en los afluentes industriales. Inicial-
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mente se realizaron ensayos de decoloracién ra-
pida en placas'!, con un colorante sintético (poly
R-478) para seleccionar de una coleccién de 57
cepas las que mostraban una reaccién sobre el
color: decoloracién o cambio de color . De esta
manera se seleccionaron 17 cepas y se pasé a es-
tudios mas detallados sobre el crecimiento, fuen-
tes de carbono y nitrégeno, temperatura, agita-
cién, formas de crecimiento libre o inmovilizadas
y las condiciones fisiolégicas que favorecen la de-
gradacién de color y la expresién de enzimas como
la MnP y la lacasa que han sido identificadas como
responsables de la degradacién .

Los resultados muestran algunos de los estu-
dios realizados

Ensayos en microplacas

Con este ensayo se evalué el efecto de dife-
rentes medios de cultivo sobre la capacidad de
decoloracién de las exoenzimas producidas por
los hongos, con el fin de orientar la eleccién del
medio de cultivo para estudios posteriores®*'. Los
resultados representados en la tabla 1 correspon-
den a la decoloracién obtenida en presencia de un
colorante azoico. Esta seleccion fue repetida con
diferentes tipos de colorantes.

Como lo muestran los resultados de la tabla 1,
el medio a base de extracto de malta, que es un
medio tradicionalmente utilizado para el creci-
miento de hongos, es el medio que se muestra, en
las condiciones evaluadas, como el mis favorable
para la decoloracién del colorante azoico estudia-
do tanto en cultivos agitados como inmdviles.

Con los otros medios de cultivo (especificos
para cada enzima), la cepa Gen 5, en los cultivos
agitados, muestran una decoloracién mds impor-
tante que los cultivos no agitados, contrario a lo
observado con la cepa Dae 0, donde los resultados
de decoloracién muestran que son superiores en
los cultivos no agitados, a excepcién del medio ex-
tracto de malta que decolora el 78% y del medio
MnP que decolora 64% en los cultivos agitados.

Crecimiento de diferentes cepas en medio
sOlido en presencia de un colorante
antraquindnico.

En medio sélido a base de extracto de malta y
en presencia del colorante, se midi6 el crecimien-
to y la decoloracién de las diferentes cepas. Los
resultados son mostrados en las figuras 1y 2. En
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la figura 1 se muestran los resultados sobre el cre-
cimiento. Cada dia se midié el crecimiento radial

y la decoloracién (figura 2). Estos resultados nos
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permitieron hacer una preseleccion de cepas in-
teresantes, que son capaces tanto de crecer en
presencia del contaminante como de degradarlo.

Tabla 1: Porcentaje de decoloracién de un colorante azoico en microplacas. Cultivos agitados y no agitados.
Agitacién 150 rpm. T'= 30°C. El crecimiento radial y la decoloracién son medidos en % del radio de la caja de petri
después de 8 dias. 100% corresponde a 2.7 cm de radio.

Agitados No agitados
Medio  Medio Medio Medio Medio Medio Medio Medio
Cepas Extracto  para para para  Extracto  para para para
de Malta lacasa  LiP MnP de Malta lacasa  LiP MnP

Gen 5 71 48 41 42 71 21 18 27

Per 3 54 29 39 44 62 55 35 32

Cor 3 49 42 20 31 61 32 20 30

Tra l 68 70 41 46 54 31 50 53

Per 33 71 - 38 - 63 29 25 41

Dae 0 78 13 27 64 68 73 41 33

Pic 0 72 - 59 52 69 54 47 32

120 120
4 pr0 100 — ——pyc 0
> o / —=—per 33
8 pr3 80 x
35 per 3
© ral
6 —*%—056 60 X/K tra 1
= ——cte0 / —*—cys 6
g —+ @3 40 —e—dae 0
0 —— =1l —o —+—cor 3
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Tiempo (h) Tiempo (h)
Figural. Figura 2.

Crecimiento radial (cm) en medio s6lido con colorante
antraquinénico

Las cepas Cor 3 y Cys 6 crecen el 100% en 7
dfas. En 8 dfas, la cepa Per 1 llega también al 100%;
en cambio las cepas Pic 0, Per 3, Dae 0 y Tral, no
crecen sino el 80%. La degradacién del color es
del 100% con las cepas Per 3, Cor 3 y Per 1 en 7
dfas. Las cepas Tral y Per 33 degradan el 82% del
color en el mismo periodo. Cys 6 degradé el 62%
y Pic 0 alrededor del 30%. La cepa Dae 0 no ha
atacado el colorante en ese medio.

% decoloracién radial (cm) en medio sélido con
colorante antraquinénico

3. Efecto de la fuente de carbono y del tampdn
sobre el crecimiento y decoloracién.

La tabla 2 ilustra el efecto de la fuente de car-
bono y del tampén utilizado en el medio de culti-
vo, sobre la decoloracién de un colorante
antraquinénico. Como fuentes de carbono hemos
utilizado glucosa y glicerol. Los tampones ensa-
yados son tampdn tartrato y tampon succinato a
pH 4.5. Los controles fueron realizados en las
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mismas condiciones a excepciéon de que no fue-
ron inoculados con los microorganismos estudia-
dos. En los controles no se observé ningtin cam-
bio del color.

En general en presencia de tampon tartrato,
los hongos crecen mas ripidamente que en pre-
sencia de tampén succinato (ver tabla 2). La cepa
Pic 0 en presencia de tampén tartrato decolora el
100%, cuando se utiliza glucosa o glicerol como
fuentes de carbono. Si cambiamos a tampén
succinato la degradacién es del 76%. La cepa Per
33 decolora completamente el color cuando el
medio contiene glucosa y tampén tartrato. En
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presencia de glucosa y tampén succinato la de-
coloracién es de solamente el 17%. La cepa Cor 3
decolora el 100% en el medio que contiene gli-
cerol como fuente de carbono y tampén tartrato;
cuando se cambia por tampén succinato la deco-
loracién obtenida es del 37%. Muchas cepas pre-
sentan un halo de decoloracién mucho mis gran-
de que el crecimiento; esto se explica debido a
que las enzimas son segregadas al medio. Hay
también cepas como la Dae 0 que crece cuando
el tamp6n utilizado es tartrato pero no decolo-
ra. Cuando el tampén es succinato ni crece ni
decolora.

Tabla 2: Comparacién del efecto de la fuente de carbono (glucosa y glicerol) y de los tampones
(tartrato y succinato) sobre el crecimiento de los hongos de la podredumbre blancay la
decoloracién de un colorante antraquinénico en medio sélido. El crecimiento radial y la decoloracién
son medidos en % del radio de la caja de petri después de 8 dfas. 100% corresponde a 2.7cm de radio.

Medio Glucosa - Tartrato Glucosa - Succcinato Glicerol -Tartrato Glicerol — Succinato
Crecimiento Crecimiento Crecimiento Crecimiento
Cepas Decoloracién Decoloracion Decoloracion Decoloracion
Pic 0 40 100 21 76 66 100 22 76
Per33 12 100 9 17 0 33 0 35
Per 3 4 45 0 52 64 100 0 25
Tra 1 0 68 0 0 10 70 0 0
Cys 6 17 17 0 0 33 33 0 0
Dae 0 36 0 0 0 44 0 0 0
Cor 3 29 86 0 40 28 100 8 37
Per 1 52 85 0 0 68 93 4 0

Evaluaciéon de diferentes soportes de
immovilizacioén sobre la capacidad de de-
coloracién de un colorante antraquindnico.

En estudios anteriores hemos observado el
efecto importante que tiene el crecimiento de
los champifones en forma inmovilizada en la ex-
presién de enzimas ligninoliticas'™'®. Se evaluaron
diferentes soportes de immovilizacién con el fin
de buscar el soporte mis adecuado para el creci-
miento y para la degradacién de colorantes, y que
ademds permitiera la utilizacién industrial en los
biorreactores de gran volumen. Se evalué un so-
porte en acero inoxidable y un soporte en espu-
ma de poliuretano (mous).

Los resultados se muestran en la tabla 3 y la
figura 3. Para las cepas estudiadas a excepcién de
Dae 0, que es una cepa que ataca dificilmente el

colorante antraquinénico, no hay diferencia sig-
nificativa entre los dos soportes utilizados. Con
el 82% de decoloracién, la cepa mis activa es la Per
3.

En la figura 3 podemos observar la decolora-
cién total. La primera columna muestra el color
total inicial; la segunda columna muestra el color
residual en el liquido y la tercera columna mues-
tra el color absorbido en la biomasa. Estas
coloraciones corresponden a la suma de la
absorbancia a 3 A (620; 525; 436). Es importante
observar que a excepcién de Dae 0, el color que
aparece en el liquido y en la biomasa es muy bajo.
La suma de estos dos parimetros es lo que re-
portamos como color residual. Este color se res-
ta del color inicial y obtenemos el porcentaje de
color que fue degradado.
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Tabla 3: Efecto de la inmovilizacién de la biomasa

(fijada en esponjas de acero inoxidable (inox) o en

espuma de poliuretano (mous) en medio de cultivo
liquido, sobre los resultados de decoloracién.

% decoloracion
Cepas y condiciones de _
. o después de 10 dias de
inmovilizacion ] -
incubacion
Cor 3inox 68 +/-1.0
Cor 3mous 69 +-1.5
Tra1inox 74 +/-15
Tra1 mous 71 +-1.2
Per 3inox 82 +-05
Per 3 mous 81 +/-1.0
Dae 0inox 13 +/-2.5
Dae 0 mous 5 +-3

La produccién de lacasa y MnP en los cultivos
fijados sobre inox se muestran en la figura 4 (a) y
(b) respectivamente, excepto la cepa Dae 0, que
no produce enzimas que degradan este colorante
(tabla 3). Después de 4 dias de crecimiento, las
cepas producen entre 600 y 1200 unidades de lacasa
por litro de medio de cultivo. Estas cepas produ-
cen igualmente entre 130 y 280 unidades de MnP.
No hemos detectado produccién de LiP en este
estudio. Actualmente estamos estudiando el rol
exacto de estas enzimas en la degradacién de co-
lorantes.

5. Decoloracién de un afluente contaminado con
colorante azul indigo.

Este afluente corresponde a las aguas de des-
teniido de una industria de jeans. Para tener el efec-
to de destefiido, los jeans sufren al final una etapa
de decoloracién o lavado. Los afluentes fueron

350 ‘ —e—Dae
300 A —&—Cor
250 L o
Pyc
Mn200 — o
P A ys 6
un 150 /x /){( —%— Per 33
100 X‘ x —e—Tra
501 NN ——Per
0 —— ‘ ‘ ‘ —=—Per 1
0 2 4 jours 6 8 1

Figura 4. (a) Produccién de MnP
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A (620+525+436)  Tot inicial Tot final Tot biomasa
12 O | |

10

cor3 cor3 tra1 tra1 per3 per3 dae dae
(inox) mou inox mou inox mou ‘inox mou

Figura3.

Efecto de la inmovilizacién sobre los resultados de
decoloracién. La biomasa ha sido fijada en esponjas de
inoxidable (inox) o en espuma de poliuretano (mous)

en medio de cultivo liquido. Total inicial es el color

inicial . Total final corresponde al color que queda en el
sobrenadante. Total biomasa es el color que queda
adsorbido en la biomasa. El color es determinado por la
suma de la absorcién a 3 A: 620, 525y 436 nm

sometidos a las cepas seleccionadas en este estu-
dio. Los resultados se muestran en la figura 5 a 'y
b. En la figura 5 a, podemos observar una decolo-
racién muy importante en el primer dia (85%).
La decoloracién corresponde a la suma de las
absorbancias a las longitudes de onda 620, 525 y
432 nm . En los dias siguientes la decoloracién
continda mids lentamente hasta obtener 95.3% en
el dia 5. La figura 5 b nos muestra la disminucién
del color en cada longitud de onda. La primera
columna en gris corresponde a la coloracién ini-
cial a A=620 nm que corresponde al color azul, la
columna blanca corresponde al color azul residual
después de 5 dias, las otras columnas muestran la
decoloracién del color rojo y amarillo. Podemos
observar que hay una disminucién importante del
color en todas las muestras evaluadas en el espec-
tro visible.

1400
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5 wl I r
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3 —%— Per 33
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(b) Producccién de la casa
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620 525 436
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Figura 5.

(a) Decoloracién de un afluente de lavado de jeans a una concentracién de 50% con una de las cepas seleccionadas
(b) Decoloracién de un afluente en tres longitudes de onda 620, 520, 436 nm que corresponden a los
colores azul rojo y amarillo respectivamente.

i = color inicial F = color final

CONCLUSIONES

Este trabajos muestra la enorme potencialidad
de los hongos de la podredumbre blanca de la
madera en la degradacién de colorantes recalci-
trantes presentes en los afluentes industriales y
permitié la seleccién de 5 cepas muy interesan-
tes. Las cepas estin siendo estudiadas cuidadosa-
mente con el fin de comprender los mecanismos
de degradacién de colorantes y poderlas utilizar
de una manera 6ptima en el tratamiento de los
afluentes. Actualmente hemos realizado ensayos
con afluentes de diferentes industrias textiles y
de fabricacién de tapetes con resultados muy
positivos.

Los resultados obtenidos con cultivos
inmovilizados permiten vislumbrar una transpo-
sicién a un proceso industrial. Una etapa de eva-
luacién a nivel piloto estd en este momento en
perspectiva.
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