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RESUMEN

El crecimiento demografico y la demanda de materiales para la confeccion de
vestimenta ha generado una explosién en la produccion de telas alrededor del mundo.
La utilizaciébn de colorantes sintéticos y el mal manejo de residuos textiles han
impactado de manera negativa rios, arroyos, mantos acuiferos e incluso efluentes
residuales. El tratamiento de aguas residuales que usualmente se emplea llega a ser
ineficiente para los efluentes con colorantes textiles debido a la complejidad estructural
de aquellos tintes. Debido a esto, se buscan formas agradables con el medio ambiente
para degradar colorantes de una manera eficiente. El propésito del presente estudio
fue biodegradar los colorantes negro reactivo 5 (RB5), azul brillante remazol R (RBBR),
azul reactivo 19 (AR19) y cristal violeta (VC) en efluentes simulados e industriales
empleando los basidiomicetos nativos Trametes maxima CU1, Trametes hirsuta CS5,
Funalia trogii CS200 y Pycnoporus sanguineus GEO1. Trametes maxima CUL1 fue la
cepa mas eficiente, decolorando completamente varios colorantes, como RBBR y
AR19, en solo 7 dias en medio sélido. Los resultados indicaron que la actividad
lignolitica es clave en la decoloracion, aunque la toxicidad de ciertos colorantes, como
el cristal violeta, afecté a algunas cepas. En cuanto a la produccion enziméatica, se
destaco la lacasa, cuya actividad alcanzo su pico en las cepas T. maxima CUl y P.
sanguineus GEO1, logrando titulos de hasta 16,610 U-L™*. C on respect a la capacidad
de decoloracion de un efluente industrial real, donde T. maxima CU1 redujo un 63% la
absorbancia en la region visible en solo 5 minutos. Sin embargo, la decoloracion en la
region UV fue mas lenta, alcanzando un 28% en 72 horas. Finalmente, el analisis del
consumo energético mostrd que la autoclave fue el equipo que mas energia demando,
representando el 45% del total. Estos resultados, ademas de mostrar el potencial de
las cepas nativas en el tratamiento de efluentes industriales, proporcionan una base
para mejorar la eficiencia y sostenibilidad de los procesos de biorremediacién en

futuros estudios.



ABSTRACT

Population growth and the demand for materials for clothing have triggered an
explosion in fabric production worldwide. The use of synthetic dyes and poor
management of textile waste have negatively impacted rivers, streams, aquifers, and
even wastewater effluents. Traditional wastewater treatments are often ineffective for
textile dye effluents due to the structural complexity of these dyes. Therefore, eco-
friendly methods are sought to efficiently degrade dyes. The aim of this study was to
biodegrade Reactive Black 5 (RB5), Remazol Brilliant Blue R (RBBR), Reactive Blue
19 (AR19), and Crystal Violet (CV) in simulated and industrial effluents using native
basidiomycetes Trametes maxima CU1, Trametes hirsuta CS5, Funalia trogii CS200,
and Pycnoporus sanguineus GEO1l. Trametes maxima CUl was the most efficient
strain, completely decolorizing several dyes, such as RBBR and AR19, in just 7 days
in solid media. Results indicated that ligninolytic activity is key in decolorization,
although the toxicity of certain dyes, such as Crystal Violet, affected some strains. In
terms of enzyme production, laccase was highlighted, with peak activity observed in T.
maxima CUL and P. sanguineus GEO1, reaching up to 16,610 U-L™1. Regarding the
decolorization of a real industrial effluent, T. maxima CU1 reduced absorbance by 63%
in the visible range in just 5 minutes. However, decolorization in the UV range was
slower, reaching 28% in 72 hours. Finally, the energy consumption analysis showed
that the autoclave was the most energy-demanding equipment, accounting for 45% of
the total. These results, besides showcasing the potential of native strains in industrial
effluent treatment, provide a foundation for improving the efficiency and sustainability

of bioremediation processes in future studies.



INTRODUCCION

La contaminacién del agua es un problema ambiental de gran magnitud, causado
por la incorporacion de sustancias nocivas que alteran su composicion quimica y fisica.
Estos contaminantes, principalmente de origen industrial y doméstico, incluyen solidos
como metales pesados, plasticos, aceites y detergentes (Crini y Lichtfouse, 2018;
Muhammad et al., 2020). Entre los contaminantes mas preocupantes se encuentran
los colorantes sintéticos, compuestos complejos con estructuras moleculares dificiles
de degradar mediante métodos convencionales (Mondal y Chauhan, 2011). Su
presencia en el agua representa un riesgo para la salud de los seres vivos, incluidos
animales y humanos, al provocar alergias, irritacion cutéanea, deterioro neuronal,
problemas reproductivos y efectos genotoxicos, especialmente cuando se encuentran
en concentraciones elevadas (Al-Tohamy et al., 2022). En este contexto, la busqueda

de alternativas sostenibles para el tratamiento de efluentes textiles es crucial.

Los hongos, particularmente los pertenecientes al grupo de pudricién blanca, han
demostrado poseer capacidades degradativas significativas, lo que los convierte en
candidatos prometedores para la biorremediacion (Ekanayake y Manage, 2022). Su
capacidad para degradar compuestos complejos como la lignina, cuya estructura
molecular presenta similitudes con la de los colorantes, los posiciona como
herramientas eficaces para la eliminacién de estos contaminantes. Cabe sefialar que
los hongos pueden utilizarse en diversas modalidades para la biorremediacion:
mediante biomasa activa o inactiva (micelio muerto) o a travées de enzimas
modificadoras de lignina. Estas estrategias permiten la adsorcién (cuando se utiliza
micelio), decoloracién y degradacién de los colorantes (Ekanayake y Manage, 2022).
No obstante, es esencial analizar los productos resultantes de la degradacion
enzimatica, ya que la diversidad estructural de los colorantes puede generar

compuestos mas téxicos que el original (Bilal et al., 2020).

Otro aspecto importante es la evaluacion del consumo energético en los procesos
de tratamiento de agua, ya que este factor desempefia un papel crucial en diversos

sistemas de investigacion debido a sus amplias aplicaciones e implicaciones (Ismail et
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al., 2021). En este contexto, el estudio energético de la lacasa se ha centrado en los
costos de produccion (Osma et al., 2011), calculos energéticos, simulaciones
moleculares, y en la seleccion y disefio de lacasas para usos industriales (Su et al.,
2022; Thakur et al., 2023). Sin embargo, aun no se han determinado los costos
energéticos relacionados con la seleccion de una cepa productora de lacasa con

capacidad para degradar colorantes sintéticos en el tratamiento de aguas residuales.

Por lo anterior, la presente investigacion tuvo como objetivo evaluar la capacidad
de producir enzimas extracelulares capaces de degradar una amplia variedad de

colorantes sintéticos, contribuyendo a la decoloracion de efluentes industriales.



HIPOTESIS

Las cepas nativas Trametes maxima CU1, Trametes hirsuta CS5, Funalia trogii
CS200 y Pycnoporus sanguineus GEO1 poseen la capacidad de producir enzimas
extracelulares capaces de degradar una amplia variedad de colorantes sintéticos,

contribuyendo a la decoloracion de efluentes industriales.



OBJETIVOS

1.1 Objetivo general

Evaluar en cepas de hongos nativos de México causantes de pudricién blanca su
habilidad para producir enzimas ligninoliticas extracelulares capaces de degradar una
amplia variedad de colorantes sintéticos, contribuyendo a la decoloracion de efluentes

industriales.

1.1.1 Objetivos especificos

e |dentificar el potencial decolorante de las cepas en medio sélido.

e Obtener los perfiles enzimaticos ligninoliticos de distintas cepas nativas.
e Probar el potencial decolorante de las cepas en colorantes sintéticos.

e Probar el potencial decolorante de las cepas nativas en un efluente real.

e Estimar el consumo de energia en el proceso.



REVISION DE LITERATURA

2.1 Colorantes textiles

Los colorantes textiles son sustancias quimicas utilizadas para impartir color a
las fibras textiles, cuyo uso se remonta a siglos. Inicialmente, se emplearon tintes
naturales en los procesos de tefiido, pero con el tiempo fueron reemplazados por
colorantes sintéticos. Estos ultimos destacan por sus colores vibrantes, facilidad de
aplicacion y solidez del color (Rehan et al., 2023). No obstante, el impacto ambiental y
los riesgos para la salud asociados a estos compuestos son de gran relevancia,
particularmente debido a sus efectos negativos en los ecosistemas acuaticos (Amalina
et al., 2002; Fobiri, 2022). Ademas, existen reportes de dafio en el ADN y muerte
celular, lo que representa un riesgo para la salud humana por la ingesta de agua
contaminada o el contacto dérmico (Silva et al., 2022).

Como resultado, se ha revalorizado el uso de colorantes naturales, los cuales
presentan la ventaja de ser biodegradables y generar subproductos menos téxicos
(Islam et al., 2022). Sin embargo, a pesar de estos beneficios, su uso en la industria
textil enfrenta desafios como una gama limitada de colores y la necesidad de utilizar

mordientes para fijar los tintes (Santos y Carvalho, 2022).

En este contexto, los colorantes sintéticos ofrecen una amplia gama de colores
vibrantes, asi como propiedades de tincion y solubilidad que no se encuentran en los
colorantes naturales. Esta versatilidad se debe a su compleja estructura quimica, que
determina sus caracteristicas fisicas y quimicas (Benkhaya et al., 2022; Churata,
2018). Dicha estructura se compone de tres grupos principales:

e« Grupos cromoforos: responsables del color del tinte. La actividad colorante
esta relacionada con la presencia de dobles enlaces, como lo explica la teoria
de resonancia e insaturacion (Benkhaya et al.,, 2022). Algunos ejemplos
comunes de grupos cromoforos son los azoicos, nitro y antraquinénicos.

o Auxocromos: facilitan la fijacion del tinte en el sustrato. Contienen pares de

electrones que aumentan la intensidad del color y actian como donadores de
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electrones, los cuales requieren un grupo cromoforo para funcionar (Churata,
2018). Ejemplos comunes de auxocromos son los grupos amino, hidroxilo y
carboxilo.

o Grupos solubilizantes: responsables de la solubilidad del tinte en disolventes
(Benkhaya et al., 2022; Churata, 2018). Entre los grupos solubilizantes mas

comunes se encuentran los grupos sulfonicos, carboxilicos y sulfonados.

Un ejemplo de la relacion entre la estructura quimica y las propiedades de un
colorante sintético es el Reactive Black 5 (RB5), cuya estructura quimica se muestra
en la Figura 1. Este colorante contiene un grupo cromoforo azoico, un auxocromo
amino y un grupo solubilizante sulfénico. La combinacion de estos grupos confiere al

RB5 un color negro intenso, una alta actividad colorante y buena solubilidad en agua.

NaO-S

Grupos i N / SN
croméforos [l NH2 5 HN Grupos
X N solubles
0 _0
\\S | = Grupos /,S/ ‘
J/ Do) auxocromos O l
NaO5S1 Ofso;Na

Figura 1. Estructura quimica del colorante Reactive Black 5.
Segun su estructura quimica, los colorantes se clasifican en:

e Azoicos: Son los colorantes mas utilizados a nivel industrial, caracterizados
por la presencia de uno o mas enlaces azoicos (N=N) en su estructura. Se
emplean en diversas industrias, como la farmacéutica, alimentaria,
cosmetica, del cuero y, principalmente, en la textil (Johari et al., 2014;
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Sreedharan y Bhaskara, 2019). Un ejemplo es el rojo congo, un colorante
azoico utilizado como indicador de pH.

Antraquinonas: Son quinonas triciclicas derivadas del antraceno y pueden
contener uno 0 mas grupos hidroxilo en su estructura. Debido a su alta
resistencia al calor y a la luz, se utilizan en la tincion de textiles, la fabricacion
de pinturas y plasticos, y en la produccion de pigmentos (Marcano, 1990).
Un ejemplo es el azul alizarina, un colorante antraquindnico empleado en la
industria textil.

Ftalocianinas: Se caracterizan por una estructura que incluye cuatro grupos
isoindol, ocho atomos de nitrégeno, ocho de carbono y dobles enlaces
conjugados, ademas de un elemento metélico en el centro de la estructura.
Son solubles en agua y dificiles de degradar, lo que las hace adecuadas
para la tincion de textiles, la fabricacion de pinturas y plasticos, y la
produccion de pigmentos (Marcano, 1990; Osorio y Quintero, 2018). Un
ejemplo es el azul ftalocianina, utilizado en la industria textil y de impresion.
Arilmetanos: Estos colorantes se caracterizan por la presencia de un &tomo
de carbono unido a dos o tres anillos aromaticos. Se emplean en la tincion
de textiles, la fabricaciébn de pinturas y plasticos, y en la produccion de
pigmentos (Miguel, 2015). Un ejemplo es el verde de malaquita, utilizado en
la industria textil y de papel.

Polimetinos: Estos colorantes destacan por la presencia de dos o mas
grupos metino en su estructura. Son conocidos por sus colores intensos y
brillantes, y se utilizan en la tincién de textiles, la fabricacion de pinturas y
plasticos, y en la produccién de laseres (Miguel, 2015). Un ejemplo es el rojo
cristal, un colorante polimetino utilizado en la industria textil y en tecnologia
laser.

Nitro: Este grupo de colorantes se caracteriza por la presencia de uno o mas
grupos nitro (-NO2). Predominantemente de color amarillo, se derivan de los
fenoles y se usan en la tincion de textiles, la fabricacion de explosivos y la
produccion de medicamentos (Cruz y Pari, 2019). Un ejemplo es el amarillo

de picrato, utilizado en las industrias textiles y de explosivos.
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2.2 Clasificacion de los colorantes por aplicacion

En la industria textil se emplean diversos tipos de fibras, tanto naturales como
artificiales, que incluyen fibras celulésicas, proteicas y sintéticas. Para tefiir estas fibras
de manera eficiente, se utilizan diferentes tipos de colorantes, cada uno con
caracteristicas y aplicaciones especificas (Abd EI-Rahim et al., 2021). A continuacion,
se presenta la clasificacidn de los colorantes segun su aplicacion, con sus propiedades

y ejemplos.
Colorantes reactivos

Los colorantes reactivos se distinguen por su capacidad para formar enlaces
covalentes con las fibras textiles, lo que les otorga una alta resistencia al lavado y al
desgaste (Farrel, 2012). Estos colorantes contienen cromoéforos azoicos o
antraquinénicos y un grupo reactivo, que puede ser un heterociclo o un doble enlace

activado (Asgher, 2011). Los principales tipos de colorantes reactivos son:

e Colorantes bifuncionales: Contienen grupos monoclorotriazinilo y sulfona
de vinilo como radical reactivo.

e Colorantes de sulfona de vinilo: Poseen grupos de sulfona de vinilo como
radical reactivo.

e H-dyes: Contienen el grupo monoclorotriazinilo como radical reactivo y se
utilizan principalmente en fibras celulésicas y viscosas.

e Colorantes M: Tienen el grupo triazinilo dicloro como grupo reactivo.

En la Figura 2 se muestran las ventajas y desventajas de este tipo colorantes:
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* Alta solidez al lavado y al desgaste.
Ventajas + Amplia gama de colores.
» Buena compatibilidad con diversos tipos de fibras.

Desventajas

Figura 2. Ventajas y de desventajas de los colorantes reactivos

Colorantes acidos

Los colorantes acidos son colorantes anionicos solubles en agua que se utilizan
principalmente para tefiir fibras de proteinas como la seda, el nylon y la lana (Mani,
2010). La union del colorante a la fibra se produce mediante la formacion de enlaces
iGnicos entre los grupos aniénicos del colorante y los grupos cationicos de la fibra. Las
ventajas y desventajas de los colorantes acidos se muestran en la Figura 3 (Mani,
2010; Ramirez y Lozcano, 2020):

* Buena solubilidad en agua.
Ventajas * Amplia gama de colores brillantes.
* Buena solidez a la luz.

» Posibilidad de manchas en contacto con acidos
0 bases fuertes.

» Sensibilidad al cambio de pH

Figura 3. Ventajas y de desventajas de los colorantes &cidos.
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En el Cuadrol se muestran los grupos en que se clasifican los colorantes

acidos, en su mayoria conformados por azoicos, antraquinonas y trifenilmetano, siendo

en proporcién el 65, 15y 12 respectivamente (Mahapatra, 2016).

Cuadro 1. Clasificacion de los grupos de colorantes acidos (Tomado de Mahapatra,

2016).
Grupo Tonalidad Ejemplos
Azo Amarillo Acid Red 1
Naranja Acid Red 142
Rojo
Azul (opaco)
Verde
Violeta
Antraguinona Azules brillantes Acid Blue 43
Acid Blue 45
Acid Blue 127
Red 80
Trifenilmetano Azul brillante Acid Blue 1
Verde brillante Acid Blue 3
Violeta brillante Acid Blue 7
Acid Green 5

Acid Green 50

Colorantes dispersos

Los colorantes dispersos son colorantes organicos poco solubles en agua que
se utilizan principalmente para tefir fibras hidrofébicas como poliéster, acetato, acrilico
y plastico. Algunos componentes heterociclicos diazoicos significativos, por ejemplo,
isotiazoles, tiazoles, tiadiazoles, 4-oxoquinazolinas y tiofenos, dan tintes dispersos (Al-
Etaibi y EI-Apasery, 2020). De acuerdo con su estructura quimica pueden encontrarse
colorantes nitro, amino ketonas, antraquinonas, mono azo y di-azo. Comprendiendo
los monoazo el 50% de los colorantes dispersos, antraquinonas el 25% y los disazo

10% (Mahapatra, 2016). Su forma de aplicacion es a traveés de alta presion y
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temperatura, la unién del colorante se genera por interacciones polares (Zaruma et al.,
2018).

Colorantes basicos

Los colorantes béasicos tienen alta afinidad a materiales textiles con carga negativa,
poseen propiedades catidnicas que se originan de la carga positiva que se deslocaliza
a partir del sistema cromoforo (El Qada, 2008). Por lo tanto, a los colorantes basicos
también se los denomina “colorantes catidnicos”. Los tonos brillantes son
caracteristicos de estos pigmentos. Sin embargo, poseen poca solidez de luz (Christie

y Abel, 2021). Se clasifican de la siguiente manera:

e Difenilmetano: verde de malaquita
e Trifenilmetano: azul de metileno

e Azina: violeta de metilo

e Tiazina: azul de metileno

e Oxazina: auramina O

e Xantina: rodamina B

Entre los colorantes mas empleados en la manufactura estan las aurominas
(auromine O), verde de malaquita (malachite green), azul de metileno (methylene blue)
y nuevo magenta (new magenta), mientras las fibras en las que se aplican son papel,

poliacrilonitrilos, nylon, poliéster y seda (Mahapatra, 2016; Zaruma et al., 2018).
Colorantes directos

Los colorantes directos son un grupo importante de colorantes que se utilizan
en la industria textil para tefiir fibras naturales como el algododn, el lino, la seda y la
lana. Estos colorantes se caracterizan por su solubilidad en agua y su capacidad de
fijarse a las fibras textiles mediante fuerzas de Van der Waals (Roger, 2009).
Empleados usualmente en algodon, rayén, seda, yute y lana, derivan de la bencidina
y su molécula contiene dos grupos azoicos N=N. Por lo tanto, también se conocen
como “colores diamina”. Incluyen los azos, estilbenos, oxazinas y ftalocianinas como
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grupos cromoforos, y de acuerdo con la Sociedad de Tinteros y Colorantes de Reino
Unido (SDC), son clasificados de acuerdo con su compatibilidad de diferentes grupos

de colorantes directos entre si, en condiciones especificas (Mahapatra, 2016).

Se clasifican en tres clases. La clase A abarca colorantes que tienen un
adecuado nivel de migracion y un alto poder de nivelacion, debido a esto se los
denomina tintes autonivelantes. No necesitan de sal para agotarse. La clase B abarca
colorantes que poseen propiedades niveladoras deficientes y no son autonivelantes,
se requiere la adicion de sal para generar agotamiento, por lo tanto, se llaman tintes
controlables por la sal. La clase C estd compuesta por tintes con una nivelacion pobre
e intensamente sensibles a la presencia de sal. El agotamiento no se puede controlar

con sal y se requiere un aumento de temperatura (Mahapatra, 2016).
Colorantes sulfuricos

Todos los colorantes de este grupo contienen enlaces de azufre dentro de sus
moléculas. La sulfuracion esta comprendida por reacciones como sustitucion,
formacién de anillos, reduccion y oxidacién. Incluyen también compuestos aromaticos
con grupos nitro, amino o hidroxilo (Neguyen y Juang, 2013). Estos son insolubles en
agua, y el azufre es el grupo cromoforo (-S-S), su forma de accién es a través de la re-

oxidacion por aire consiguiendo la adicién del colorante insoluble (Marcano, 1990).
2.3 Efectos negativos de los colorantes

A pesar de las mdltiples aplicaciones y beneficios que proporcionan los
colorantes sintéticos se han reportado efectos negativos en los ecosistemas o salud
humana, puesto que después de su uso se requiere de un proceso para tratar los
residuos que se producen (Bathiaet al., 2017). Rubalajyoth et al. (2022) mencionan
gue los colorantes azo pueden provocar deterioros neuroconductuales, dafos en la
memoria y alergias, ya sea por contacto en la piel o al ingerirse. En el Cuadro 2 se
muestran algunos reportes de colorantes que han impactado de manera nociva en la
salud humana y animal. Dadas las consecuencias y la presente crisis ambiental, se

pretende remediar o aplicar un tratamiento a aquellos efluentes provenientes de la
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industria textil.

En general, el tratamiento de efluentes industriales ha sido objeto de extensas
investigaciones, con el objetivo de abordar los desafios que plantean diversas
industrias. Se han explorado diferentes métodos, incluidos procesos fisicoquimicos,
biolégicos y de oxidacion avanzada, como técnicas electroquimicas e hibridas
(Asaithambi et al., 2022). Los efluentes de industrias como la fabricacion de pinturas,
textiles y pulpa y papel presentan desafios Unicos debido a su composicion y contenido
de contaminantes (Fenandes et al., 2023; Victoryova et al., 2022). Las microalgas,
especificamente Selenastrum sp., han mostrado resultados prometedores en el
tratamiento de efluentes de las industrias textil y de pulpa y papel, demostrando una
eliminacion significativa de la demanda quimica de oxigeno y de los compuestos
colorantes (Escobar et al., 2022). Ademas, las tecnologias emergentes como las pilas
de combustible microbianas, las tecnologias de microalgas, la nanofiltracion y el
biocarbon muestran potencial para un tratamiento altamente eficiente, rentable y

sostenible de las aguas residuales industriales (Crini y Lichtfouse, 2018).
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Cuadro 2. Efectos negativos en la salud humana y animal de los colorantes
(Sreedharan y Bhaskara, 2019).

Colorante Efectos Referencias

Reactive brilliant Inhibe la funciéon de la albumina sérica Li et al. (2010)
red humana.

Acetilcolinesterasa  en ratones, Ben Masour et al.

provocando contracciones (2010)
Acid violet 7 musculares.

Peroxidacion lipidica.

Aberracion cromosémica.

Afectacién en linfocitos humanos, Chequer et al.
Disperse red-1 aumenta la frecuencia de (2009)

micronucleos.

Direct black 38 Cancer de vejiga. Cerniglia et al.

(1982)
Fragmentacion del ADN en células TSuboy etal. (2007)
Disperse  blue hepaticas.
291 Efectos mutagénicos, citotoxicos vy
genotipicos.
Disminuye la actividad ureasa la Topac etal. (2009)
Reactive black 5 amonificacion de la tasa de arginina en

el ecosistema terrestre.

Direct blue 15 Mutagénico Reid et al. (1984)

Las caracteristicas fisicoquimicas de los efluentes textiles han sido ampliamente
estudiadas debido a su importante impacto ambiental. Estos efluentes son conocidos
por su compleja composicién, que incluye una amplia gama de contaminantes que
plantean graves amenazas a los ecosistemas acuaticos y la salud humana. El analisis
del efluente de tintura textil revela la presencia de altos niveles de pH, color,
conductividad eléctrica, turbidez, soélidos disueltos totales y metales pesados como
arsénico, cadmio, cobre, plomo y cromo, que son indicativos de la carga contaminante
gue tienen cuando los efluentes llegan al medio (Jeri€ et al., 2009; Sathya et al., 2021).
Ademas, la presencia de contaminantes organicos como colorantes, compuestos

organicos volatiles, detergentes, tensoactivos, sales, fenoles y una variedad de
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metales toxicos exacerba ain mas los riesgos ambientales y para la salud (Manickam
et al., 2022; Saxena et al., 2021). La demanda quimica de oxigeno (DQO), la demanda
bioguimica de oxigeno (DBO), los sélidos suspendidos totales (SST) y los iones
especificos como sulfatos, nitratos y cloruros son pardmetros comunmente utilizados
para evaluar el nivel de contaminacion de los efluentes textiles (Azanaw et al., 2022;

Talouizte et al., 2020). Algunos parametros se muestran en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Caracteristicas de un agua residual textil.

Parametro U Concentracion Referencias

pH - 7.03-11.2 (Shoukat et al., 2019; Tavangar

et al., 2019)
Color Pt-Co 500-1250 (Yurtsever et al., 2020)
Conductividad mS cm-L 39755 (Shoukat et al., 2019; Yurtsever
et al., 2020)
DQO mg-LL 450-3752 (2%;%?m et al., 2021; Kiani et al.,
Turbidez NTU 53.3715 (Sathya et al., 2019; Shoukat et
al., 2019)

U: Unidades; DQO: Demanda quimica de oxigeno.

2.4 Tratamientos de aguas residuales con colorantes textiles

Para el tratamiento de efluentes contaminados por colorantes textiles se han
empleado métodos bioldgicos (bacterias, hongos, algas, enzimas), electroquimicos,
de coagulacion y floculacion, ozonizacion, adsorcién y electrélisis por mencionar
algunos ejemplos (Donkadokula et al., 2020). Estos métodos poseen ventajas y
desventajas, los procesos fisicoquimicos pueden generar subproductos como
aldehidos, cetonas, acidos organicos e inorganicos, resultado de una incompleta
oxidacion, o la generacion de lodos provenientes de sales de hierro. Ante estas
desventajas aumenta la inversion econdmica para el tratamiento de los subproductos,
uso de electricidad entre otros gastos (Lozano-Alvarez et al., 2019). Por otra parte,

estan los beneficios que ofrecen los tratamientos biolégicos que brindan una buena
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eficiencia de eliminacion de colorante, algunos organismos se pueden aplicar a gran
escala, producen una eliminacion de la demanda bioquimica de oxigeno y solidos
suspendidos. Sin embargo, también requieren un mantenimiento constante,
condiciones 6ptimas para la remocion y la generacién de productos de degradacion
gue no se pueden controlar (Moyo et al., 2022). En el Cuadro 4 se presentan diferentes

meétodos de degradaciéon de colorantes.
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Cuadro 4. Métodos de degradacion para colorantes sintéticos.

Método de Porcentaje de Tiempo de Andlisis de productos de ,
Colorante p P P . Referencia
degradacion decoloracion  degradacion degradacion
Enzimas lignoliticas .
gzel':illgr?o producidas por Bacillus 99.27% 6 horas LC-MSy FTIR K'S(g%rzit) al.
albus MW407057
HPLC-MS de fase inversa de
Negrp OX|daC|,on_ 100% 15 minutos emparejamle_nto_de iones Jager et al.
reactivo 5 electroquimica adecuado con ionizacion por (2018)
electro pulverizacion
gﬁ‘@cggck Consorcio de bacterias
Blue dk, (Bacillus thurengiensis, o7 4 g8 504 18.72 horas No se realiz6 Afrin et al.
Navy y Bacillus pumlllus_ y (2021)
Yellow Enterococcus faecium)
Degradacion
electroquimica
Amarillo (Electrodo de malla 0 : -
basico 28 IrO/Ti en presencia de 93.3% 15 minutos No se realiz6 Belal (2021)
Na2S04 o NaCl como
electrolito de apoyo)
Quince Consorcio de bacterias Abd EI-Rahim
colorantes 67.3 — 100% 72 horas GC/MS/MS
AZ0 y hongos et al. (2021)
Oxidacion .
Azu_l de electroquimica con 96.4% 50 minutos LC-MS Samarghandi
metileno (2020)

anodos de G/B-PbO:2
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2.5 Biodegradacion y biosorcién

Diferentes mecanismos estan presentes cuando se decoloran efluentes
empleando organismos. Involucran procesos de biosorcibn o biosorcion mas
biodegradacion de acuerdo con la naturaleza del organismo (muerto o Vivo)
(Sreedharan y Bhaskara, 2019). La biosorcion es la eliminacion de compuestos
organicos, colorantes, iones metalicos entre otros materiales aplicando biomasa
inactiva o activa (Chakraborty et al., 2012). Cortazar-Martinez (2012) menciona que
este proceso se lleva a cabo por la saturacion, para finalizar con la biosorcién del
colorante, el fenbmeno ocurre sin biodegradacion posterior del contaminante si se
emplea biomasa inactiva o junto con una biodegradacion si se utilizan organismos
vivos. Dhatrika y Pravin (2015) emplearon micelio muerto de Aspergillus sp. para
decolorar el rojo congo y el rosa de bengala, observando como ventaja que conforme
aumentaba la concentracion del colorante aumentaba también su capacidad de
decolorar. El empleo de biomasa inerte constituye una gran opcién para el tratamiento
de aguas residuales, debido a que no depende de la actividad metabdlica del

organismo (Garcia-Hernandez, 2017).

Por otro lado, la biodegradacion es la descomposicién biolégica de compuestos
guimicos, que puede o no terminar con la mineralizacion total de estos. Los colorantes
son transformados por organismos, en condiciones aerobias o anaerobias. El mayor
namero de grupos azo dificulta la biodegradacion por su estabilidad en la naturaleza,
un ejemplo son los poliazo, tetrakisazo y triazo (Mondal y Chauhan, 2011). Los
organismos gue se emplean para realizar la biodegradacién son bacterias, hongos y
algas, por mencionar algunos. Schmidt et al. (2019) lograron degradar colorantes
textiles (amaranto y rojo congo) a través de un consorcio de bacterias pertenecientes
al género Citrobacter. En ambos colorantes se obtuvieron rangos de decoloracion del
90.1% — 93.0%, los productos de degradacién que se identificaron fueron fenol, [1,1'-
bifenol]-3-amina, indol y bencidina. Reportaron la completa mineralizacion del

colorante amaranto, no asi del rojo congo.
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Don Chen et al. (2019) reportaron que Penicillium simplicissimum logro
degradar los colorantes cristal violeta (cristal violet), metil violeta (methyl violet), verde
de malaquita (malachite green) y azul de algoddn (cotton blue) en un 96.1% - 98.7%.
El ensayo fue realizado en un lapso de dos horas a una concentraciéon de colorante de
50 mg-L%, pH 5 y temperatura ambiente. La degradacién se asoci6 a las actividades

manganeso peroxidasa (MnP), tirosinasa y trifenilmetano reductasa.

Las microalgas, aunque han sido escasamente empleadas, demostraron
capacidad para biodegradar colorantes. Selvan et al. (2022) emplearon tres especies
de algas (Desmodesmus sp., Scenedesmus sp. y Chlorella sp.) para degradar Black
B133, Red F3b, RedH3BI y Yellow ME4GL, los porcentajes de decoloracion que
obtuvieron oscilaron entre 23.1 a 89.9%, constituyendo asi un método alternativo para

remediar efluentes.

Los hongos causantes de pudricién blanca (WRF), también conocidos como
basidiomicetos ligninoliticos, son un grupo de microorganismos productores de un
sistema extracelular enzimatico Unico para degradar la lignina, la cual es uno de los
componentes mas recalcitrantes de la pared celular vegetal. Esta notable capacidad
biodegradativa los convierte en una prometedora alternativa para el desarrollo de
sistemas de biorremediacion de ambientes contaminados con diversos compuestos

recalcitrantes, incluyendo colorantes sintéticos (Wong, 2009).
2.6 Usos de los hongos en el tratamiento de efluentes coloreados

Los efluentes contaminados con colorantes sintéticos pueden ser tratados tanto
con biomasa activa o inactiva del hongo o por accion enzimética (Astuti y Yustiani,
2022; Holkaret al., 2016). Estos métodos poseen sus ventajas y desventajas, pero la
decision de aplicar cualquiera de ellos varia de acuerdo con el propoésito de la
remediacion (Singh, 2017).

Una de las ventajas de emplear biomasa muerta es la reutilizacién. Wang et al.
(2016) utilizaron biomasa de Aspergillus fumigatus como biosorbentes reutilizables,

resaltando la implicacién de los grupos funcionales carboxilo y fosfato en el proceso
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de biosorciéon. Sin embargo, también se debe de tomar de cuenta las concentraciones
iniciales del colorante. En este sentido, Sinha et al. (2016) compararon la actividad
decolorante del reactive green (RGD) utilizando biomasa activa e inactiva de
Aspergillus. Los resultados demostraron que a mayor concentracion la biomasa
inactiva pierde eficiencia, puesto que a las concentraciones de 500 mg-Lty 1000 mg-L-
! los valores de decoloracién fueron 38.24% y 15.54% respectivamente. Mientras que
la actividad decolorante fue mejor en biomasa activa asociada a la produccion de
lacasas.

Con respecto al uso de enzimas en el tratamiento de efluentes coloreados,
destaca el uso de las enzimas ligninoliticas extracelulares, las cuales se distinguen por
sus actividades inespecificas y de alto poder oxidativo capaces de romper la estructura
aromatica de la lignina y los enlaces entre las unidades lignocelulésicas (Peralta et al.,
2017). Por lo cual, son empleadas para degradar colorantes cuya estructura quimica

presenta similitudes con su sustrato natural (Rudakiya et al., 2019).

Estas enzimas modificadoras de lignina (LME) son producidas en particular por
los hongos causantes de la pudricion blanca de la madera. Se trata de un grupo que
abarca cientos de especies de basidiomicetes y algunos ascomicetes del
orden Xylariales, que poseen la capacidad de degradar lignina, dejando un color
blanco en la madera utilizada como sustrato. Esta degradacion se asocia a la
produccion de distintas enzimas, entre las cuales destacan la lacasa (Lac; EC
1.10.3.2), lignina peroxidasa (LiP; E.C. 1.11.1.14), manganeso peroxidasa (MnP; E.C.
1.11.1.13) y otras enzimas complementarias como glioxal oxidasa (GO; E.C. 1.2.3.5),
u oxalato descarboxilasa (OD; E.C.4.1.1.2). La capacidad de produccion de estas
enzimas varia aun entre cepas de una misma especie En la Figura 4 se muestran

algunas de las enzimas detectadas en distintas especies (Bilal et al., 2017).
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Figura 4. Enzimas ligninoliticas detectadas en algunos hongos de pudricién blanca (WRF) (Bilal et al.,
2017).

La produccion de enzimas ligninoliticas varia también con las condiciones de
cultivo, ej. las fuentes de carbono y nitrégeno, y sus concentraciones. Naturalmente
tienen afinidad por elementos metalicos como cobre, hierro, manganeso, molibdeno,
niquel y zinc. Adicionalmente pueden tolerar ligeras concentraciones de metales

pesados para el desarrollo del sistema enzimatico ligninolitico (Chauhan, 2019).
2.6.1. Lacasas

Pertenecientes a la familia de las multicupro oxidasas, con un peso molecular
de entre 60 y 80 kDa. Pueden ser producidas por bacterias, insectos, plantas y hongos,
aungue en su mayoria son producidas por hongos (Yesilada et al., 2018). Para que
sea realizada la catdlisis se requiere cuatro atomos de cobre colocados en dos sitios,
un centro de cobre mononuclear (tipo 1 azul) con cobre trinuclear (centro de tipo 2) y
dos centros de tipo 3. Permaneciendo estos cuatro atomos de cobre en el lugar central
de la enzima por cuatro regiones. El &tomo mononuclear T1 es el primer receptor de
electrones donde la enzima cataliza cuatro oxidaciones del electron en el substrato
(Manavalanet al., 2014).

21



Para identificar la presencia de lacasas en medios soélidos se emplean
indicadores como ABTS [acido 2,2'-azino-bis-(3etillbenzotiazolin-6-sulfonico)] o
Siringaldazina. Cuando se aplica ABTS la actividad oxidante es reflejada por una
coloracion verde-purpura, si la oxidacidn es baja se queda en verde, pero si es mayor

el color cambia a purpura (Yesilada et al., 2018).

Glazunova et al. (2018) llevaron a cabo una investigacion comparativa del
potencial oxidativo de los basidiomicetos Junghuhnia nitida, Steccherinum bourdotii,
Trametes hirsuta y Coriolopsis caperata, evaluando su capacidad para biodegradar
colorantes. El estudio revelé que J. nitida y S. bourdotii mostraron una mayor
produccion de lacasa, una enzima clave en la degradacién de colorantes, y
presentaron una mejor estabilidad térmica y a pH extremos en comparacion con las

otras especies.

Segun Shindhal et al. (2021) la biodegradacion enzimatica mediada y la
decoloracion de efluentes y colorantes textiles es un método de tratamiento eficaz para
las aguas residuales industriales contaminadas con estos colorantes. Sin embargo, es
importante destacar que la composicion del medio influye en la produccién de la lacasa
y otras enzimas, como lo muestra el trabajo de Riegas-Villalobos et al. (2020) quienes
compararon la decoloracion del orange Il mediante sobrenadantes de Trametes
versicolor, obtenidos a partir de distintos medios nutritivos: bran flakes (BF), salvado
de trigo y harina de trigo. El sobrenadante con mayor actividad decolorante fue

obtenido a partir de harina de trigo (80-84%).
2.6.2. Lignina peroxidasa (LiP)

Naturalmente es producida por distintos basidiomicetos como Pleurotus florida,
Pleurotus djamor, Hypsizygus ulmarius, Pleurotus ostreatus y Tricholomopsis
giganteus (llluriet al., 2021). Es una oxidorreductasa, su peso molecular ronda entre
los 37 - 47 kDa, con un punto isoeléctrico entre 3.2 y 4.7. Los parametros funcionales
optimos son de 35 a 55°C y un pH de 2.5 a 3.0 (el potencial de oxido-reduccion en un

pH de 1.2 a 1.5). El ciclo catalitico de la lignina peroxidasa comprende tres etapas
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secuenciales. La etapa | implica la oxidacion de la enzima férrica [Fe (lll)] en reposo
mediante peréxido de hidrégeno (H202) como aceptor de electrones, lo que lleva a la
generacion del intermedio oxoferril conocido como compuesto |. En la etapa Il, el
intermedio oxoferril (que carece de 2e~) se reduce mediante una molécula del sustrato
(por ejemplo, un compuesto aromatico no fendlico), que transfiere un electron (1le”) a
compuesto |, lo que resulta en la formacion del segundo intermedio, el compuesto I
(deficiente en 1e7). La etapa final abarca la transferencia sucesiva de un segundo
electron al compuesto Il por el sustrato reducido, restaurando asi la LiP al estado de
oxidacion férrica en reposo, lo que significa la culminacién del ciclo de oxidacion
(Falade et al., 2019; Shi et al., 2020). Su potencial de oxidacion le permite absorber
electrones de estructuras aromaticas no fendlicas, produciendo radicales cationicos
que sufren rupturas de wuniones C-C y C-O (Robles y Maria, 2018).
Convencionalmente, el colorante azure B es empleado como sustrato en el medio
sélido (Ambatkar et al., 2022; Montoya et al., 2014).

2.6.3. Manganeso peroxidasa (MnP)

La MnP es cataliticamente la peroxidasa modificadora de lignina mas versatil
producida por la mayoria de los basidiomicetos (Gautam, 2019). Esta glicoproteina
extracelular posee hemo como grupo prostético, cuyo peso molecular oscila de 32 a
75 kDa. MnP vy el sistema H202 son los encargados de la degradacion de lignina
(Suryadi et al., 2022). El ciclo catalitico es parecido al de LiP, sin embargo, en las
reacciones reductivas Mn?* oxida a Mn3* La estabilizacién de los iones se obtiene
mediante quelacion de 4cidos organicos como lactato, succinato, malonato, oxalato,
malato o tartrato. Después la oxidacion de la estructura se produce por la accion de

Mn3*quelatado, siendo el mediador redox difusible (Jha, 2019).

Merino-Restrepo et al. (2020) evaluaron la decoloracién de una mezcla de tintes
(brilliant blue FCF y allura red AC) en un medio sélido a través de la fermentacion.
Cepas de distintas especies que reportaron alta actividad de MnP (T. versicolor, Irpex
lacteus y Bjerkandera adusta), demostraron capacidad de decoloracién superior al
80%.
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2.7 Productos de degradacion y toxicidad

Durante la degradacion de lignina se generan diferentes productos. Los
métodos empleados comUunmente para analizar estos productos son la cromatografia
de gases-espectrometria de masas (GC-MS), espectroscopia infrarroja de
transformada de Fourier (FTIR), cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC),
espectrometria de cromatografia liquida (LC-MS) y espectroscopia de resonancia
magnética y nuclear (RMN). La FTIR es empleada para determinar los grupos
funcionales basandose en las sustancias con cromoéforos (Danouche et al., 2021). Los
grupos funcionales como hidroxilo, carbonilo, metoxilo, carboxilo y el C-H aromatico y

alifatico pueden asignarse en el espectro FTIR (Lu et al., 2017).

La degradacion de colorantes conduce a la formacion de compuestos como
acido acético, etanol, acido butirico, &acidos hexanoico, acido benzoico, acido
benzenopropanoico, &cido ferdlico, entre otros (Singh et al., 2021). Singh y Dwivedi
(2020) identificaron fenol, 2,6-bis(1,1-dimetiletil), 4,5-diazotriciclo y acido dicarboxilico
de 1,2-benceno, 3-nitro como productos degradados, los cuales muestran menor
toxicidad que el colorante original, negro directo 1. Esta reduccion fue evaluada
mediante un ensayo de fitotoxicidad, en el cual la germinacién y el crecimiento de
Solanum leucopersicum y Triticum aestivum no se vieron afectados. En el Cuadro 5 se
presentan algunos productos de degradacion obtenidos después de la intervencion de

hongos.
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Cuadro 5. Productos de degradacién de colorantes por la accion de hongos.

Colorante

Organismo
biodegradante

Producto de degradacion

Referencia

Methyl red

Green malachite
Leucomalachite green

Acid red 27

Reactive blue 4
Remazol brilliant blue-R
Acid bluel129

Acid red G

Aspergillus niger
Aspergillus terreus
Aspergillus oryzae

Aspergillus
fumigatus

Phanerochaete
chrysosporium

Cyathus bulleri

Trametes hirsuta D7

Phanerochaete
chrysosporium

Acido antranilico
Benceno
1,3-bis(1,1-dimetiletil)
4 isotiocianato-N

di-bencil metano

4-(dimetilamino) benzaldehido

Compuesto 1: 4-(2-oxo-3, 6-disulfo-2,3-
dihidronaftaleno-1-il) diazenil)naftaleno-1-

sulfonato

Compuesto 2: 4-diazenilnaftaleno-1-

sulfonato

Compuesto 3: naftaleno-1-sulfonato.
Compuesto 4: 3,4-dioxo-7-sulfo-2,3,4,4a-
tetrahidronaftaleno-2-sulfonato

Acido hidroxilfifalico
Acido ftalico

Anilina

Acido disulfénico 5-(acetamino)-4-hidroxi-3-

amino-2,7-naftalina

Abd El-Rahim et al.
(2021)

Ghobadi Nejad et al.
(2019)

Chhabra et al. (2015)

Alam et al. (2021)

Wu et al. (2022)
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2.8 Consumo energético

Los requerimientos energéticos en los bioprocesos pueden variar
significativamente dependiendo del proceso especifico y de la tecnologia empleada.
Por lo que, es importante seleccionar métodos adecuados para optimizar el uso de
energia. En el tratamiento de aguas residuales, particularmente en la unidad de
aireacion bioldgica, el consumo de energia es notablemente alto, representando el
67.3% de la energia total utilizada en el proceso de tratamiento. Esto se debe
principalmente a la naturaleza intensiva en energia del suministro de oxigeno a través
de bombas de aire y el mantenimiento de temperaturas Optimas para el crecimiento

microbiano (Moubasher et al., 2024).

En las plantas de tratamiento de aguas residuales agroindustriales, el tratamiento
biolégico y la aireacion son los principales consumidores de energia, y el
procesamiento de lodos también contribuye significativamente al uso de energia
(Dgbrowski et al., 2016). El proceso de secado en el procesamiento de biomasa es
otra area donde el consumo de energia es critico. El uso de la recirculacion de aire,
destinado a ahorrar energia, paraddjicamente puede aumentar tanto el consumo de
electricidad como de calor debido a la necesidad de aire fresco adicional para manejar
los niveles de humedad (Vigants et al., 2015). Esto destaca la complejidad de la gestion
energética en los bioprocesos, donde las estrategias destinadas a reducir el uso de
energia a veces pueden tener el efecto contrario. Por lo que, se requieren calculos
minuciosos del balance de energia para disefiar sistemas efectivos de control.
Ademas, en otro ambito como la biologia sintética, la energia permite aumentar la
especificidad, manipular la dindmica, reducir la variabilidad, amplificar sefiales y borrar
la memoria, demostrando los diversos roles que juega la energia mas alla de la simple

operacion del proceso (Mehta et al., 2016).

En el contexto de los sistemas de distribucion de energia, los calculos energéticos
precisos son esenciales para optimizar el rendimiento y la eficiencia del sistema
mediante el muestreo de voltajes y corrientes en diferentes médulos, ademas del uso

de un controlador central para gestionar la distribucion de energia de manera efectiva
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(Ismail et al., 2021). Para los procesos industriales, los sistemas de calculo de energia
simplifican el calculo de los datos energéticos, facilitando la gestion y el andlisis del
consumo energético, algo vital para mejorar la eficiencia y reducir costos (Kartalet al.,
2023).
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MATERIALES Y METODOS

La presente investigacion se realizé en cuatro fases (Figura 5). En la primera
fase se realiz6 la prospeccion de cepas nativas con capacidad decolorante. Mientras
que, en la fase 2 fueron identificados los perfiles de las actividades enziméticas
modificadoras de lignina, continuando con las fases 3 y 4, donde fue determinada la
capacidad decolorante de los sobrenadantes, utilizando colorantes sintéticos y
efluentes reales, respectivamente. Ademas, se realizé el balance de energia del
proceso, por lo que, en todas las fases fue cuantificado el consumo de energia de los

diferentes equipos eléctricos e insumos utilizados (Epigrafe 2.6).

| Decoloracion en medio sélido

Il Actividades enzimaticas

> Il Decoloracion con sobrenadantes

> IV Apliacacion en muestras colorida

Figura 5. Estrategia de investigacion

3.1 Material biolégico

Las cepas empleadas fueron Trametes maxima CU1, Trametes hirsuta CS5,
Pycnoporus sanguineus GEOL1 y Trametes versicolor UAMH 8272 y una cepa de
coleccion: Funalia trogii CS200, las cuales fueron conservadas en un medio YMGA
con la siguiente composicién: 4 g-L* de glucosa, 4 g-L* de levadura, 10 g-L* de
extracto de maltay 15 g-L* de agar (Hernandez-Luna et al., 2008).
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3.2 FASE |: Decoloraciéon en medio sélido

Para la decoloracién en medio sélido fue empleado el medio Kirk et al. (1978)
modificado (KM). La composicion por litro del medio fue: glucosa 10 g, extracto de
levadura 0.5 g, peptona 5 g, KH2PO4 1 g, MgSOa4 1 g, NH4NO3 1 g, KCI 0.5 g, solucion
elementos traza 10 mL y CuSO4 35 mM 10 mL. Asi mismo, la solucion de elementos
traza fue conformada por FeSO4 0.01 g, ZnSO4 0.028 g y CaClz 0.025 g, ademas de
15 g agar bacteriolégico. Los medios fueron adicionados con 200 ppm de cada uno de
los colorantes y vertidos en placas Petri, las cuales fueron inoculadas con un cilindro
de 0.5 cm tomados de la periferia de un cultivo con cinco dias de crecimiento cada uno
de los hongos. Los colorantes utilizados fueron azul remazol brillante R (RBBR), azul
reactivo 19 (AR19), cristal violeta (CV), negro reactivo 5 (remazol black B), como
representantes de los grupos antraquinénicos, triaril metano y diazo, respectivamente.
El potencial ligninolitico y la produccién de enzimas modificadoras de lignina y LiP
fueron identificadas con los colorantes poly-R478 y methylene azure B,
respectivamente, mientras que la produccién de lacasa fue detectada por la oxidacién
de la siringaldazina en el medio KM. Como controles negativos fueron utilizados los

medios sin suplementacion.

La decoloracion fue medida empleando un vernier Caliper® de 150 mm con una
precision de 0.01 mm. Las medidas fueron registradas del dia 1 a 7 y posteriormente
los dias 9, 12, 15, 20, 25 y 30 para la estimacion de velocidad de crecimiento. El indice
de decoloracion (ID) fue determinado como el cociente del didmetro de decoloracion

entre el diametro de crecimiento (Salinas-Sanchez et al., 2022).
D
ID == (1)

Donde: D es el didmetro de degradacion (o reaccion en el caso de la

siringaldazina) y C es el didmetro de crecimiento.
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3.3 FASE II: Produccién de enzimas y analisis electroforético
3.3.1 Preparacion del medio liquido

Para el analisis de la produccion enzimética fueron empleados los medios KM
y BF. Ambos medios fueron colocados en matraces Erlenmeyer de 250 mL con un
volumen de trabajo de 120 mL. Los matraces previamente esterilizados fueron
inoculados por transferencia de micelio con las cepas T. maxima CUL, T. hirsuta CS5,
Funalia trogii CS200, P. sanguineus GEO1 y T. versicolor UAMH 8272 con 3 cilindros
del in6culo en cada uno. Los cultivos fueron incubados a 28 °C, en agitacion a 150 rpm.
Fueron tomadas alicuotas de 2 mL en tubos Eppendorf® para el andlisis de actividad
enzimatica. El ensayo tuvo una duracion de 30 dias con muestreos cada dos dias. Las
alicuotas fueron centrifugadas a 13,400 rpm por 3 minutos en una microcentrifuga
MiniSpinEppendorf® en el laboratorio de Biotecnologia ubicado en la Facultad de

Agronomia.
3.3.2 Curva de produccién enzimatica

La curva de produccion de lacasa, manganeso peroxidasa y lignina peroxidasa
fue determinada mediante una adaptacion de Périé y Gold (1991) y Field et al. (1996).
La actividad lacasa fue determinada por la oxidacion del 2,6-dimetoxifenol (DMP) 20
mM, en una solucién amortiguadora de succinato de sodio 50 mM pH 3.5. La LiP fue
estimada con esta mezcla de reaccion en presencia de sus respectivos cofactores. La
actividad MnP fue medida por la formacién del complejo Mn3*- malonato en presencia
de 2 mMH20: utilizando buffer malonato de sodio 50 mM con un pH ajustado a 4.5,
sulfato de manganeso (MnSOs4) 6 mM y 2 6-dimetoxifenol a 20 mM. Las
determinaciones fueron realizadas por triplicado y medidas utilizando un

espectrofotometro UV (Shimadzu® 1800, Japon).
3.3.3 Andlisis electroforético

Para el analisis electroforético fue utilizado el método descrito por Grafin (1990),

evaluando la actividad decolorante en geles de poliacrilamida nativos. Los reactivos
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utilizados fueron buffer Tris-HCI 0.5 M (pH 6.8), buffer Tris-HCI 1.5 M (pH 8.8) solucién
de acrilamida/bis al 30% T / 2.7% C, N.N.N’, N’-tetrametiletilendiamina (TEMED) y
persulfato aménico (APS) 10% (p/v).

El buffer Tris-Glicina, pH 8.3 fue preparado a base de 3 g de trizima® base, 14.4
g de glicinay 1.0 g de SDS por cada litro de solucion. El buffer de muestra contendra:
1.2 mL de Tris-HCI 0.5 M (pH 6.8), 2.0 ml de SDS 10%, 1.0 mL de glicerol, 0.5 mL de

azul de bromofenol y 4.8 mL de agua bidestilada.

Las proteinas separadas en el gel fueron tefiidas con coomassie brilliant blue
R-250 y una solucion fijadora compuesta por acido acético (10% v/v) y metanol (40%
v/v), la masa molecular fue estimada con un juego de estandares Kaleidoscope®
(BioRad) Los zimogramas fueron tefiidos por una solucién colorante acid green 27 al
2 % (p/v) (Levin et al., 2019).

3.4 FASE lll: Decoloracion con sobrenadantes
3.4.1 Generacién de sobrenadantes y cuantificacién enzimética

Para la decoloracion de colorantes sintéticos fueron empleados sobrenadantes
de 18 dias de cultivo de las cepas T. maxima CU1 y T. hirsuta CS5 en matraces
Erlenmeyer de 2 L con un volumen de trabajo de 1 L. El medio empleado fue BF fue
puesto en agitaciéon a 150 rpm. Luego de 18 dias de incubacion los cultivos fueron
filtrados para recuperar los sobrenadantes y esterilizados con el sistema AMICON,

utilizando una membrana de celulosa regenerada de 0.45 um ante de su utilizacion.

Los sobrenadantes para el tratamiento de las aguas coloridas fueron producidos
en matraces Erlenmeyer de 2 L con un volumen de trabajo de 1 L para las cepas
nativas y su control. El medio empleado fue KM con inductor de cobre. Los cultivos
fueron puestos en agitacion a 150 rpm con un tiempo de incubacion de 20 dias,
posterior a este tiempo los sobrenadantes fueron recuperados mediante filtracion y el

micelio fue puesto en congelacion.

Fue realizada una cuantificacion enzimatica de Lac, LiP y MnP para los
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recuperados de ambos medios, empleando el método adaptado de Périé y Gold (1991)

y Field et al. (1996) descrito con anterioridad.
3.4.2 Decoloracion de colorantes sintéticos

La decoloracion fue realizada con las cepas T. maxima CULl y T. hirsuta CS5 en
matraces Erlenmeyer de 500 mL a 150 rpm. Los colorantes aplicados fueron negro
reactivo 5 (remazol black B), azul reactivo 19 (A19) y cristal violeta (VC) a una
concentracion de 200 ppm. La duracion del ensayo fue de 72 horas, tomando alicuotas
para analisis de toxicidad y productos degradados en tubos Falcon de 50 y 15 mL,

respectivamente. El disefio de la experimentacion se encuentra en la Figura 6.

Sobrenadante - Espectros de

. , *  decoloracién
estéril,18 dias (200 — 800 nm)

\J

Colorante modelo

Cristal Violeta (CV) =9

(para andlisis de
productos degradados)

e
—> U — Congelacion
(T

Negro Reactivo 5 (RB5) J 220 ml, 200 =
+ Azul Reactivo 19 ppm, 150mm L, 1= 5 Congelacién
(A19) \ 4 (para anélisis de

fitotoxicidad)

Figura 6. Decoloracion de colorantes sintéticos.

Para la generacion de los espectros de decoloracion fueron realizadas diluciones
de 1:20 para RB5, 1:10 para A19 y 1:50 para VC. El andlisis fue realizado empleando
un espectrofotometro UV (Shimadzu® 1800 series). Posteriormente fueron calculados
los porcentajes de decoloracién.

3.5 FASE IV: Decoloracion de efluente real

Para evaluar la capacidad de decoloracion de aguas residuales industriales, se
empled un efluente proveniente de Agua y Drenaje de Monterrey. Las cepas de hongos
utilizadas fueron T. maxima CU1, T. hirsuta CS5, F. trogii CS200, P. sanguineus GEO1

y T. versicolor UAMH 8272.
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Previo a la prueba de decoloracion, el efluente fue caracterizado mediante
analisis fisicoquimicos estandar de la Comisién Nacional del Agua, incluyendo pH,
conductividad eléctrica, turbidez, sélidos disueltos totales (SDT), sélidos suspendidos
totales (SST), demanda quimica de oxigeno (DQO) y demanda bioquimica de oxigeno
(DBO).

Las soluciones para la prueba de decoloracién se prepararon en tubos de
ensayo de 4000 pl. Se utilizaron dos controles: uno con 100 uL de agua colorida, 1000
uL de buffer universal pH 4 y 2900 uL de agua bidestilada, y otro con 1000 pL de buffer
universal pH 4 y 2900 pL de sobrenadante hervido de cada cepa para inactivar la
enzima. La mezcla de decoloracién se prepard con 100 uL de agua colorida, 1000 pL
de buffer universal pH 4 y 2900 pL de sobrenadante de cada cepa. Cada tratamiento

se realizo por duplicado para analizar los productos degradados.

Los espectros de absorcion de las soluciones se midieron en un rango de 200

a 800 nm, utilizando un volumen de 3000 pL y un factor de dilucion de 1:10.
3.6 Consumo energético

Para establecer el consumo de energia fue utilizada la metodologia de calculo
descrita por Lopez-Sandin et al. (2023). Esta metodologia determina las entradas de
energia en el proceso: energia necesaria para operar equipos, insumos y mano de
obra necesaria para cumplir con cada etapa del proceso, considerando los tiempos,
las condiciones de operacién, las cantidades y el respectivo equivalente energético de

cada portador consumido que se muestra en el anexo 2.
3.6.1 Entrada de energia

La entrada de energia o consumo de energia (Egyr) €n MJ fue determinada

mediante la siguiente ecuacion:

Egnt = Z Eg, + Erp + ERQ + Eo; 2)
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Donde:Eg,; es la energia consumida (MJ) en electricidad (MJ); E, 4 es la energia
consumida (MJ) por la labor humana; Ex, es la energia consumida (MJ) en reactivos
quimicos; E,; es la energia consumida (MJ) por otros insumos como enzimas,

levaduras, agua, etc.

El consumo de electricidad considero los dispositivos eléctricos directamente
utilizados en el proceso de biotransformacion de colorantes sintéticos. Los datos de
consumo fueron registrados por un medidor eléctrico (STEREN® CAJ-HER-432, DF,
China) con frecuencia de una hora. Los equipos que fueron utilizados por espacios de
tiempo limitados fueron medidos durante su periodo de uso. Para calcular la energia

consumida en electricidad (Eg;)fue utilizada la siguiente ecuacion:

=n
Eg, = Z Cg * Qg A3)
i=1

Donde:C; es el consumo de electricidad (kwh) por el/los equipo(s) utilizados;
Qxes el equivalente energético de la electricidad (MJ-kWh1).
La energia consumida en las labores humanas (E;y)fue determinada mediante
la siguiente ecuacion:
l=n
ELH=ZTT'QH (4)
i=1
Donde: T; es el tiempo de trabajo (h) del operario(s) por unidad de produccién,

Qyes el equivalente energético de la labor humana (MJ-h?).

La energia consumida en reactivos quimicos (Eg,) fue determinada mediante la

siguiente ecuacion:
I1=n
Ero = Z R¢ * Qg (5)
i=1
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Donde: R es el reactivo(s) quimico(s) consumido(s) (kg), Qres el equivalente

energético del reactivo quimico (MJ-kg™?).

La energia consumida en otros insumos (E,;) fue determinada mediante la

siguiente ecuacion:

I=n
Eor = Z Ic * Q (6)
im1

Donde: I es el insumo(s) consumido(s) (kg), Q,es el equivalente energético del

insumo (MJ-kg™?).
3.7 Disefio experimental

El estudio fue dividido en cuatro fases. En la primera fase fue utilizado un disefio
factorial con cuatro repeticiones para el registro de los datos experimentales obtenidos
a partir del efecto resultante de la combinacién entre el tiempo, las cepas de
basidiomicetos y los colorantes en los diferentes medios de cultivo. Los datos
generados de las interacciones entre colorante, cepa y tiempo fueron contrastados
estadisticamente a través de un analisis de varianza multiple (MANOVA) para verificar
la existencia de diferencias estadisticas minimas significativas (p<0.05). En la segunda
y tercera etapa, los ensayos de perfiles enzimaticos y de los tratamientos de
decoloracién de colorantes sintéticos, fueron realizados por triplicado y los datos
obtenidos fueron contrastados mediante un analisis de varianza (ANOVA) para
comprobar la existencia de diferencias estadisticas minimas significativas (p<0.05). En
la comparacion de media de los datos experimentales fue utilizada la prueba de Tukey
con un grado de significancia del 95% (5% de error). Los datos experimentales fueron

procesados en el paquete estadistico Infostat® 2020.
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RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 FASE I: Decoloracion en medio sélido
El analisis de varianza multiple (MANOVA) mostré diferencia estadistica
altamente significativa (p<0.0001) en el crecimiento y el ID entre las cepas, por el

efecto del tiempo y del colorante en el medio KM. Cabe mencionar que, las

interacciones entre los factores también son significativas.

Cuadro 6. Cuadrados medios para el analisis de varianza del crecimiento y el ID.

F.V. FG.L. o M
Crecimiento I.D.
Modelo 454 1014.44*** 0.85***
Color 6 21984 53*** 13.70***
Tiempo 12 21463.21*** 10.06***
Hongo 4 1912.02*** 5.97***
Color*Tiempo 72 304.12%** 0.68***
Color*Hongo 24 912.01*** 2.22%%*
Tiempo*Hongo 48 75.30*** 0.23***
Color*Tiempo*Hongo 288 55.70%*** 0.15***
Error 1365 3.70 0.01
C.V (%) 6.96 19.66

F.V. = fuente de variacion; G.L. = grados de libertad; C.M. = cuadrado medio; I.D. = indices de decoloracion; C.V.
= coeficiente de variacién. *** p<0.0001.

En la Figura 7 se muestran los cambios en los medios a los 30 dias de cultivo
en comparacion con los respectivos controles. Trametes maxima CU1 fue la cepa que
mostré mayor capacidad decolorante al degradar todos los sustratos utilizados, dejado
un fondo claro en el medio. En el caso de T. versicolor UAMH8272 y T. hirsuta CS5
mostraron resultados similares sobre la mayoria de los colorantes, excepto sobre
cristal violeta que presentaron un fondo rosado en el medio asociado a la
transformaciéon del colorante (Herath et al., 2023). Este fendmeno fue similar a lo
observado en el medio con RBBR, el cual es un colorante de tipo antraquinénico y
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cuya decoloracion fue precedida por un pardeamiento en el medio atribuido a la ruptura
de la estructura antraquinona por accion enzimatica, un fendbmeno que suele generar
compuestos de color marron oscuro o marrén claro (Sumiati y Suryadi, 2022). Las
cepas de F. trogii CS200 y P. sanguineus GEO1 no mostraron actividad sobre el CV.
En general, todas las cepas mostraron alta actividad lignolitica al decolorar el Poly R-
748 y el Azure B. Sin embargo, la reaccion sobre la siringaldazina fue limitada. Esto
puede explicarse por la accion de lacasa que puede actuar sobre el sustrato oxidado
(Tetianec et al., 2014), lo que podria significar una pérdida del color asociado a la

presencia de lacasas de alto potencial redox (Zimbardi et al., 2016).

RBBR RB5 AR19 Ccv AZURE B POLY R-478 SYR KM
- 00000000
- 00000000
- 00000000
- 90000006
-90000006
- 00000000

Figura 7. Escrutinio en medio sélido (KM) para la identificacion de actividad ligninolitica por degradacion
de color en las cepas Trametes maxima CU1, Trametes hirsuta CS5, Funalia trogii CS200, Pycnoporus
sanguineus GEO1 y Trametes versicolor UAMH 8272.

En la Figura 8 se muestran los graficos del crecimiento al dia 7 (tiempo al cual
el crecimiento del medio control colonizé totalmente el medio de cultivo) y los ID de T.
maxima CU1. Las curvas de crecimientos de los diferentes colorantes y sustratos
presentaron un comportamiento similar, con excepcion del cultivo suplementado con

CV que tuvo una inhibicién del 49% (Figura 8A). A pesar de esto, el ID fue igual al
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observado en el medio con Azure B y similar al del Poly R-478. Si bien esta cepa ha
sido previamente reportada como productora de lacasa de alto potencial redox
(Hernandez-Luna et al.,, 2008), no se detectd una reaccion intensa sobre la
siringaldazina como se mencioné anteriormente (Tetianec et al., 2014), lo que podria
significar una pérdida del color. En cuanto a los indices de decoloracion (Figura 8B),
la degradaciéon del RBBR y AR19 fue observada a partir del dia 2 de cultivo,
alcanzando la decoloracion total del medio al dia 7. En el caso del medio con CV, a
pesar de la inhibicién del crecimiento, present6 el mayor ID al dia 3, lo que indica que
el halo de transformacién (en color rosa) fue mayor que el crecimiento micelial. Sin
embargo, la decoloracién del medio se registro a partir del dia 5 y fue completada al
dia 20. Siendo la Unica cepa capaz de degradar completamente el colorante. En el
caso de los medios con Azure B y Poly R-478 mostraron un comportamiento similar en

los ID a través del tiempo, alcanzando el ID 1.0 al dia 9 de cultivo.
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Figura 8. Cinética de crecimiento e ID de Trametes maxima CU1. A) corresponde al crecimiento y B)
a los indices de decoloracion (ID) sobre los colorantes. En el caso de la siringaldazina, el ID
corresponde a la reaccién de oxidacion del sustrato. En todos los casos las desviaciones fueron al <
5%.

Los resultados de T. hirsuta CS5 mostraron un ritmo de crecimiento similar en
los medios suplementados con los colorantes RBBR, RB5, AR19, Azure B y Poly R-
478 (Figura 9A). Mientras que, no fue observado crecimiento en el medio con CV. Si
bien algunos basidiomicetos demuestran la capacidad de tolerar e incluso decolorar el
cristal violeta, lo que sugiere una potencial resistencia a sus efectos toxicos (Usha et
al., 2019), la variabilidad en la respuesta entre diferentes especies de hongos y la
toxicidad conocida de compuestos estructuralmente similares (Levin et al., 2019),
sugieren que el impacto del cristal violeta sobre los basidiomicetos puede ser complejo

y especifico de cada especie.
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En la Figura 9B se puede observar que el medio RBBR tuvo los ID mas altos a
partir del dia 2, alcanzando la decoloracion total del medio al dia 7. Los valores
observados para el RB5 fueron aumentando a través el tiempo, hasta alcanzar su
maximo valor (0.75) al dia 15, el cual se mantendria hasta el dia 30. Un
comportamiento similar fue registrado en los valores de ID para el AR19, Azure B 'y
Poly R-478, los cuales aumentaron a través del tiempo, teniendo el valor maximo (1.0)
al dia 20.
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Figura 9. Cinética de crecimiento e ID de Trametes hirsuta CS5. A) corresponde al crecimiento y B) a
los indices de decoloracion (ID) sobre los colorantes. En el caso de la siringaldazina, el ID corresponde
a la reaccién de oxidacion del sustrato. En todos los casos las desviaciones fueron al < 5%.

Los resultados de crecimiento e indice de decoloracién para F. trogii CS200 se
muestran en la Figura 10. La cinética de crecimiento fue similar para todos los
colorantes, a excepcion del medio suplementado con Azure B y cristal violeta (CV),
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que presentaron una inhibicién del 15% y 87%, respectivamente (Figura 10A). En
cuanto a la actividad decolorante (Figura 10B), con excepcion del VC, los demas
sustratos mostraron un aumento en el ID a lo largo del tiempo. Para RBBR, el valor
méaximo fue registrado al dia 9, para RB5 y AR 19 al dia 12, mientras que para Azure
B y Poly R-478 fue a los dias 20 y 15, respectivamente. Al igual que en T. maxima CU1
y T. hirsuta CS5, no se observo actividad sobre la siringaldazina. Cabe destacar que
esta cepa presento los ID més altos para VC. Sin embargo, esto estuvo asociado a
una transformacién del color en el medio, ya que no fue apreciado el aclaramiento del

medio como en T. maxima CU1, sino una coloracion rosa.
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Figura 10. Cinética de crecimiento e ID de Funalia trogii CS200. A) corresponde al crecimiento y B) a
los indices de decoloracién (ID) sobre los colorantes. En el caso de la siringaldazina, el ID corresponde
a la reaccién de oxidacion del sustrato. En todos los casos las desviaciones fueron < 5%.
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Las cinéticas de crecimiento de P. sanguineus GEO1 (Figura 11) también
mostraron un crecimiento lineal hasta el dia 7 en presencia de los colorantes, con
excepcion del VC y sinringaldazina, que fueron inhibidos en un 100 y 27%,
respectivamente. Con respecto al comportamiento de los ID, el RBBR alcanzoé al dia 6
su maximo valor (1.0), el RB5 al dia 25, mientras que el AR19 tuvo valores superiores
a 0.98 a partir del dia 6. En el caso del medio con azure B, fue al dia 12 donde se
observé la maxima decoloracion con un indice de 1.0. En el medio suplementado con
poly R-478 no fue detectada actividad decolorante, lo cual podria explicarse por la
produccion del tipico pigmento rojo en los cultivos de P. sanguineus. Cabe destacar
gue fue la Unica cepa que al dia 1 mostro actividad sobre el medio con sirigaldazina,
atribuible a la produccion de lacasa. Lo cual podria explicar los bajos niveles de
decoloracion de los colorantes sintéticos (Zimbardi et al., 2016). Con respecto al CV,
éste tuvo el mismo efecto téxico observado en T. hirsuta CS5 y que como se mencion6
previamente ha sido reportado por otros autores (Jadhav y Math, 2022; Kunjadia et al.,
2012; Rueda Villabona et al., 2021).
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Figura 11. Cinética de crecimiento e ID de Pycnoporus sanguineus GEO1. A) corresponde al crecimiento
y B) a los indices de decoloracién (ID) sobre los colorantes. En el caso de la siringaldazina, el ID
corresponde a la reaccion de oxidacion del sustrato. En todos los casos las desviaciones fueron al <
5%.

Los resultados de la cinética de crecimiento de T. versicolor UAMH 8272
mostraron un comportamiento similar en la mayoria de los tratamientos (Figura 12A),
excepto en el medio con siringaldazina, que presentd un efecto inhibitorio de alrededor
del 40% durante los primeros cuatro dias de cultivo. En el medio con VC no se observo
crecimiento. En la Figura 12B se puede observar que los valores maximos de 1D (1.0)
para los colorantes RBBR, RB5 y AR19 se alcanzaron al dia 7. Mientras que para
Azure B y Poly R-478 la mayor actividad decolorante se observé al dia 12. Cabe
mencionar que el medio con siringaldazina mostré un indice de reaccion de alrededor

de 0.9 a los 2-3 dias de cultivo.
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Figura 12. Cinética de crecimiento e ID de Trametes versicolor UAMH 8272. A) corresponde al
crecimiento y B) a los indices de decoloracién (ID) sobre los colorantes. En el caso de la siringaldazina,
el ID corresponde a la reaccién de oxidacion del sustrato. En todos los casos las desviaciones fueron <
5%.

En general, con excepcion de P. sanguineus GEO1, las cepas mostraron
actividad decolorante sobre los colorantes RBBR, RB5 y AR19, aunque los dias de
mayor actividad variaron. Esto concuerda con lo reportado para otras cepas de
Trametes (Shakhova y Volobuev, 2020). En cuanto a los tiempos de decoloracion, los
colorantes azo presentan una remocion de color mas lenta en comparacion con los
antraquinénicos similar a lo reportado por Anita et al. (2022). Con respecto al CV, fue
observado un fuerte efecto inhibitorio en el 40% de las cepas ensayadas, siendo T.
maxima CU1 la Unica capaz de aclarar el medio. En el caso del cultivo de T. hirsuta
CS5, si bien no presenté actividad decolorante sobre CV, a partir del dia 15 el micelio
presentd una coloracion violacea, asociada al fenomeno de bioadsorcion. Esto puede

deberse a la adherencia del colorante por accién de la ionizacion de la superficie del
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micelio y la formacion de puentes de hidrégeno entre estos (Harry-Asobara y Kamei,
2019; Rani et al.,, 2014). En el caso de la decoloracion del Poly R-478 como un
indicador de la actividad lignolitica, sélo T. maxima CU1 y T. versicolor UAMH 8272
mostraron valores similares a lo reportado para otras cepas de Trametes (De Araujo
et al., 2020). Finalmente, es importante resaltar que los cambios observados en los
medios con Azure B, se atribuyen principalmente a la decoloracion por lignina
peroxidasa (Thiribhuvanamala et al., 2017). Sin embargo, también se ha reportado que
la trasformacion a color rosa puede estar asociada a lacasas, ya que el proceso de
decoloracion implica a menudo la transformacién del tinte en compuestos de diferentes
colores, que pueden incluir una tonalidad rosada. Esta capacidad se atribuye a las
propiedades oxidativas de las lacasas, que pueden descomponer estructuras tintéreas
complejas en compuestos mas simples, a menudo menos coloreados o de diferente
color (Bucchieriet al., 2024). La lacasa purificada de Trametes trogii BAFC 463 resulté
capaz de decolorar el azure B (Grassi et al., 2011). Asi, los diferentes patrones de
crecimiento y decoloracién pueden explicarse por la plasticidad metabdlica de estos

organismos.

4.2 FASE II: Produccion de enzimas y analisis electroforético

4.2.1 Curva de produccion enzimatica

Las cinéticas de produccion de lacasa (Lac) en medio KM suplementado con
350 uM de CuSO4 (KM+I) y BF se muestran en la Figura 13. El medio con los mayores
titulos de Lac fue el KM+, destacando T. maxima CUl como la cepa de mayor
produccion con 16610 U-Lt. En general, la produccién de lacasa comenz6 al dia 10.
En el caso de T. maxima CUL, tuvo el pico de mayor produccion al dia 12, mientras
gue P. sanguineus GEOL lo presentd al dia 20. Funalia trogii CS200 y T. versicolor
UAMH 8272 mostraron un comportamiento similar al mantener constante la produccion
de lacasa desde el dia 15 al 30. T. hirsuta CS5 fue la cepa de menor produccion. Cabe
mencionar que bajo las condiciones ensayadas en el medio BF, fueron observados
niveles de enzima por debajo de las 4 000 U-L*. Asi, el efecto del medio suplementado
con sulfato de cobre sobre T. maxima CU1 fue similar a lo reportado para otras cepas
de T. versicolor (Ensani et al., 2023).
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La produccion de lacasa varia significativamente dependiendo tanto de las
caracteristicas metabdlicas de los organismos productores como de la composicion de
su entorno. Desde una perspectiva metabdlica, diferentes géneros, especies y cepas
producen enzimas lacasas como parte de sus sistemas ligninoliticos, que son cruciales
para la degradaciéon de materiales lignocelulésicos (Hanet al., 2021). Ejemplo de lo
anterior es la presencia de mdultiples genes de lacasa en Lentinula edodes, con
expresion variada en diferentes condiciones ambientales, lo cual subraya la flexibilidad
metabdlica y la adaptabilidad de los basidiomicetos en la produccién de lacasa (Yan
et al., 2019, Wang et al., 2018).
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Figura 13. Produccion de lacasa. A y B corresponden a la produccion de Lac en medio KM+CuSO4

(350 uM) y BF, respectivamente. Las determinaciones fueron realizadas por triplicado y la desviacion
fue < 5%

Con respecto a la produccion de LiP (Figura 14), F. trogii CS200 fue la cepa de

mayor produccion en ambos medios, aunque la mayor produccion fue medida en el
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medio BF (1950 U-L?) al dia 26 de cultivo. Mientras que T. versicolor UAMH 8272 no
super6 las 600 U-Lt en el mismo medio. Este comportamiento concuerda con lo
reportado para otras especies (Giap et al., 2021), donde se detect6 que la produccion
de LiP vario significativamente entre diferentes cepas y result6 muy influida por el

medio de cultivo y las condiciones ambientales (Jovi¢ et al., 2018).
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Figura 14. Produccion de lignina peroxidasa. A y B corresponden a la produccion de LiP en medio
KM+CuSO4 (350 uM) y BF, respectivamente. Las determinaciones fueron realizadas por triplicado y la
desviacion fue < 5%.

En el caso de la produccién de MnP (Figura 15), F. trogii CS200 fue la Unica cepa
productora en ambos medios, sin embargo T. hirsuta CS5 fue la cepa de mayor
actividad (516 U-L?) en el medio BF. En estos medios, para ambas cepas, la actividad
se detect0 a partir del dia 26 cultivo. Estos resultados (similares a lo observado en la
produccion de LiP) demostraron que, la adicién de sulfato de cobre no provocé un

aumento significativo en la produccion de MnP. Asimismo, fue similar a lo reportado
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por Vrsanska et al. (2016), quienes observaron este fenbmeno en cepas de T.
versicolor, Trametes suaveolens y Trametes gibbosa, con producciones de MnP
inferiores a 1 U-mL™* (en un rango de concentracion de CuSOs de 0.1 a 1.0 mM). En
este estudio, los resultados para las cepas de Trametes también mostraron
producciones de MnP por debajo de 2 U-mL. Asi, la baja actividad de esta peroxidasa
observada en los medios utilizados refleja la compleja interaccion de factores
genéticos, metabdlicos y ambientales que influyen en la biosintesis de enzimas en los
hongos (Hiraiet al., 2013).
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Figura 15. Produccion de manganeso peroxidasa. Ay B corresponden a la produccion de MnP en medio

KM+CuSO4 (350 uM) y BF, respectivamente. Las determinaciones fueron realizadas por triplicado y la
desviacion fue < 5%.

En base a los resultados de las cinéticas de produccion enzimatica, fueron

seleccionados los sobrenadantes de los dias 18 en medio KM + | para los ensayos de
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decoloracion, con el fin de contar con sobrenadantes exclusivamente con actividad

lacasa.
4.2.2 Andlisis electroforético

Como parte del analisis del efecto sobre la produccién enzimética fue realizado
el andlisis electroforético de los de puntos méxima produccién de lacasa para todas
las cepas. Ademas de la identificacion de isoformas, esto permitié la estimacion de las
tallas moleculares relativas de las mismas (Cuadro 7). Cabe mencionar que son tallas
relativas, ya que el analisis fue realizado en geles nativos, bajo condiciones no
desnaturalizantes para preservar la actividad enzimatica. Con excepcion de las lacasa
producida por T. hirsuta CS5 (44.6 kDa), las enzimas producidas por las demas cepas
mostraron tallas en un rango de 51 a 58 kDa. Sin embargo, las isoformas de T. maxima
CU1, bajo condiciones SDS-PAGE han mostrado ser dos glicoproteinas de
aproximadamente 60 y 70 kDa (Gutiérrez-Soto, 2009). Por lo que se requiere de la
purificacion de estas enzimas para determinar sus pesos moleculares, asi como la

naturaleza de las isoformas.

Cuadro 7. Tallas moleculares relativos (KDa) de las lacasas identificadas en los
basidiomicetos nativos.

Cepa Lacasa kDa
. Lac | 58
Trametes maxima CU1 Lac Il 54
Trametes hirsuta CS5 Lac 44.6
Funalia trogii CS200 Lac 51
Pycnoporus sanguineus GEO1 Lac 51

En la Figura 16 se muestra el andlisis electroforético de T. maxima CU1, donde
se puede observar que entre los dias 10y 12 se produce la Lac I, la cual va aumentado

a lo largo del tiempo, mostrando su mayor titulo al dia 30. Este comportamiento fue
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similar al de produccién de la Lac Il, con la diferencia de que ésta Ultima se detect6 a
partir del dia 16. En cuanto a la actividad de la lacasa sobre el sustrato de ABTS, el
proceso de oxidacion ocurrié a partir de los 5 minutos después de agregar el sustrato.
Tal como lo menciona Gramss (2017) la oxidacién del ABTS comienza por la formacién
de radicales cationicos verdes (ABTS™).
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Figura 16. Geles de nativos-PAGE de Trametes maxima CUL. En la parte superior se encuentra el gel
revelado con Coomassie R-250 y en la parte inferior se encuentra el zimograma revelado con ABTS.

En la Figura 17 es presentado el andlisis de T. hirsuta CS5, donde se puede
observar que la produccién comienza al dia 10 y se mantiene hasta el dia 30 como fue
descrito en la cinética de produccion. Trametes hirsuta es reconocido por producir
lacasas con diferentes pesos moleculares e isoformas, lo que refleja la diversidad y
adaptabilidad de este hongo en la produccion de enzimas adecuadas para diferentes
condiciones ambientales y aplicaciones (Pereira-Patron et al., 2019). El peso molecular
de las lacasas de T. hirsuta puede variar significativamente, como ha sido reportado
para diferentes cepas, en un rango de 55 a 70 kDa (Chaurasia et al., 2014; Si et al.,
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2021; Zhang et al., 2022). Por lo que, para determinar la talla exacta de la lacasa
producida por T. hirsuta CS5 se requiere de su purificacion y caracterizacion.
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Figura 17. Geles de nativos-PAGE de Trametes hirsuta CS5. En la parte superior se encuentra el gel
revelado con coomassie R-250 y en la parte inferior se encuentra el zimograma revelado con ABTS.

En la Figura 18 se muestran los resultados del analisis electroforético de F.
trogii, donde se puede observar que la mayor actividad de lacasa se present6 a los
dias 16 y 30, como una banda de proteina con una talla relativa aproximada de 51
kDa. Si bien, han sido identificadas lacasas de F. trogii con pesos moleculares de
alrededor de 58 a 65 kDa, aun no se conoce el nimero exacto de isoformas
producidas. Ya que éstas dependen de la cepa, de la composicion del medio y del
método de purificacion (Aiet al., 2015; Yang et al., 2020; Zmitrovich et al., 2018).
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Figura 18.Geles de nativos-PAGE de Funalia trogii. En la parte superior se encuentra el gel revelado
con coomassie R-250 y en la parte inferior se encuentra el zimograma revelado con ABTS.

En el caso P. sanguineus GEO1 (Figura 19) se puede observar una sola banda
de actividad lacasa, con una talla molecular relativa aproximada de 51 kDa. Asimismo,
se puede observar el incremento de la actividad a través del tiempo de cultivo. Existen
reportes de la cepa nativa P. sanguineus CS43 del noreste de México, la cual ha sido
ampliamente estudiada y son reconocidas dos isoformas principales Lac-1 y Lac-ll,
cuyos pesos oscilan entre 66 kDa y 68 kDa, respectivamente (Holmberg et al., 2015;
Ramirez-Cavazos et al., 2014; Salazar-L6pez et al., 2017). Si bien, se requiere de la
purificacion y caracterizacion de la lacasa de P. sanguineus GEO1 para determinar su
peso molecular, existen reportes para esta especie, de lacasas con tallas menores a
50 kDa (Backes et al., 2023; Eugenio et al., 2009; Naidu et al., 2020).
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Figura 19. Geles de nativos-PAGE de Pychoporus sanguineus GEO1. En la parte superior se encuentra
el gel revelado con coomassie R-250 y en la parte inferior se encuentra el zimograma revelado con
ABTS.

Cabe mencionar que la presencia de la LiP y MnP fue descartada con
zimogramas revelados con DMPO en presencia de los respectivos co-factores, en

donde no fueron detectadas bandas diferentes a las de actividad lacasa.
4.3 FASE Ill: Decoloraciéon con sobrenadantes
4.3.1 Decoloraciéon de colorantes sintéticos

En base a los resultados de las cinéticas de produccidén enzimética y analisis
electroforéticos fueron seleccionados los sobrenadantes de los dias 18 en medio KM
+ 1, de las cepas T. maxima CU1 y T. hirsuta CS5, las cuales mostraron resultados

prometedores en la decoloracion en medio solido de la etapa I. La Figura 20 presenta

los porcentajes de decoloracién sobre los colorantes sintéticos AR19, RB5 y VC a
través del tiempo. Trametes maxima CUl mostré los mayores porcentajes de

decoloracion en los tres colorantes. A las 6 horas de incubacién, los valores de
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decoloracion del AR19 y RB5 fueron del 97 y 61%, respectivamente. Mientras que T.
hirsuta CS5 requirié un mayor tiempo de incubacién (9 horas) para alcanzar su mayor
actividad decolorantes con 41y 25%, respectivamente. En tanto, el CV fue el colorante
que requiri6 mas tiempo de incubacion entre los colorantes y el que menor valores de
decoloracion presentd. Asi, T. maxima CUL decolord el 50% a las 48 horas, en tanto

T. hirsuta CS5 sélo en 6% en el mismo lapso.

A 100
90
80
70
60
50

mCS5

a0 | =CUt

Decoloracion (%)

30 -

] 01 3 6 12 24 48
Tiempo (h)
70

60

50

40 +

mCS5

30 =CuU1

Decoloracion (%)

0 0.1 3 6 9 12 24 48 60 72
Tiempo (h)
80

mCs5
uCU1

Decoloracion (%)

0 0.1 3 6 9 12 24 48 60 72
Tiempo (h)

Figura 20. Porcentajes de decoloracion de los tintes sintéticos durante el ensayo.
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La accion de enzimas oxidativas juega un papel fundamental en la degradacion
del colorante negro reactivo 5 (RB5) por hongos basidiomicetos. Sin embargo la
eficiencia de la decoloracién de éste y otros colorantes se ve afectada por diversos
factores como el pH del medio de cultivo, la presencia de micelio y las caracteristicas
estructurales del colorante. Estudios previos han demostrado la capacidad de
Phanerochaete sordida para decolorar RB5 completamente en tres dias, atribuyendo
la degradacion a la actividad de Lac y MnP (Permpornsakul et al., 2016). La eficiencia
de la Lac en la decoloracion de RB5 depende de la diferencia de potencial redox entre
la enzima y el colorante (Tavares et al., 2020). Para colorantes con mayor potencial
redox, la implementacion de mediadores redox puede ser necesaria. Las diferencias
estructurales de los colorantes también pueden afectar el proceso de remediacion, ya
que los residuos de aminoacidos especificos en los sitios activos de la Lac impactan
en la eficiencia catalitica de la enzima (Glazunova et al., 2018). La intervencion de MnP
puede potenciar la decoloracion en tintes antraquinénicos como RBBR (Eichlerova y
Baldrian, 2020). El pH del medio de cultivo también es un factor crucial, ya que un pH
ideal de 6.5 ha sido reportado para la decoloracion de cristal violeta por Phanerochaete
chrysosporium (Jadhav y Math, 2022). Sin embargo, existen estudios que muestran
decoloraciones exitosas con pHs inferiores a 5 (Bettin et al., 2019). En resumen, la
decoloracion de RB5 por hongos basidiomicetos es un proceso complejo que involucra
la accion de enzimas oxidativas y la influencia de factores ambientales. La optimizacion
de las condiciones de cultivo, incluyendo el pH, la presencia de mediadores redox y la
utilizacién de micelio, puede potenciar la eficiencia de la decoloracién y contribuir a la

biorremediacion de aguas contaminadas con este tipo de colorantes.

El andlisis de los espectros de decoloracion (Figura 21) permitid confirmar la
actividad de los sobrenadantes sobre la estructura quimica de los colorantes a través
del tiempo. Cabe mencionar que la presencia de picos en la zona UV/Visible,
caracteristica de los anillos aromaticos presentes en los colorantes, suelen ser
utilizada como indicador de cambios estructurales (Rosu et al., 2017). Asi, los cambios
observados en los espectros de los colorantes tratados con T. maxima CU1 desde la

primera hora de incubacion sugieren una posible biodegradacion del colorante.
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Figura 21. Espectros de decoloracion para Trametes maxima CU1 (A-C) y Trametes hirsuta CS5 (D-F),
donde Ay D corresponde a azul reactivo 19, B y E negro reactivo 5y, C y F cristal violeta.

En el caso de AR19, algunos de los principales cambios observados fueron la
disminucién de la campana caracteristica en la region de 480 a 680 nm, la desaparicion
del hombro alrededor de 380 nm, el desfasamiento de los picos de 290 a 300 nm y de
250 a 260 nm. En aplanamiento de la curva en la regién del espectro visible sugiere
un indicio de biodegradacion, tal como lo indica Tian et al. (2024). En contraste con la
disminucién paulatina de los picos en casos de absorcion, la biodegradacion se
caracteriza por la desaparicion o generacién de nuevos picos en la region UV. En el
caso del espectro del colorante tratado con T. hirsuta CS5 los principales cambios
observados fueron un ligero desplazamiento del pico principal de 590 a 580 nm, el
aplanamiento del pico de 380 y el corrimiento de los picos de 290 y 250 nm a 267 y

280, respectivamente. Las diferencias entre ambas cepas podrian explicarse por
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diferencias en los mecanismos cataliticos de las isoformas de lacasa (Zucca et al.,
2016).

El analisis espectral del negro reactivo 5 (RB5) tratado con T. maxima CU1
reveld transformaciones significativas en la region visible (500-680 nm). Se observo
una disminucion en la intensidad de absorcién en esta region, acompafnada de un
desplazamiento y aplanamiento del pico a 390 nm. Ademas, se registrd un incremento
y ampliacion del pico a 300 nm. En contraste, el tratamiento con T. hirsuta CS5
presentd cambios espectrales distintos a los observados con T. maxima CU1l. Se
evidenci6 una disminucion en la absorbancia a 590 nm, mientras que el pico a 390 nm
y el valle a 350 nm experimentaron un aumento en su intensidad. El pico a 270 nm
también aumentd, formando una meseta con el pico a 300 nm. Estas diferencias
podrian estar asociadas a las propiedades cinéticas de las isoformas presentes como
se mencion6 anteriormente. Esto puede explicar los cambios en el VC tratado con T.
hirsuta CS5 que no presentd cambios en el patrén original del colorante, sélo fue
observado un incremento general en la absorbancia del color, principalmente en el pico
principal a 595 nm. La maxima disminucion del pico principal fue observada a las 48
horas. Mientras que el tratamiento con T. maxima CU1 presenté cambios en los trazos
a través del tiempo, que incluyeron corrimientos del pico principal de 595 nm, ademas
de cambios en los picos de 300 y 250 nm asociados al aumento de la longitud de onda
y la formacion de una meseta en esa zona con un pico menor a 300 nm. Ha sido
reportado que la desaparicion de un pico de la region visible, sin la aparicion de un
nuevo pico en esta regién, estaria asociada a la ruptura del grupo cromoforo (Yadav
et al., 2021). En este contexto, la lacasa de T. maxima CU1 estaria actuando sobre el
cromoforo del RB19 en corto tiempo y los productos resultantes explicarian el
incremento en la regiéon UV. Mientras que el resto de los colorantes (tratados con
ambas cepas) estarian siendo transformados o degradados a menor velocidad. Por lo
gue serian necesarios nuevos estudios para la identificacion de los productos que se
generan a lo largo del tiempo. A pesar de esto, estos resultados concuerdan con el rol
descrito para la lacasa en la degradacion de colorantes sintéticos, incluidos los
colorantes azo, antraquinona y triariimetano, a través de distintos mecanismos que

implican la oxidacion de estos compuestos en formas menos toxicas (Motamedi et al.,
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2021). En el caso de los colorantes azoicos, el mecanismo de accién de la lacasa
consiste en la ruptura de los enlaces azoicos (N=N) en aminas aromaticas (Kanagaraj
et al., 2015; Kumari, 2015). Para los colorantes antraquinénicos, el mecanismo de
degradacion de la estructura puede ocurrir directa o indirectamente a través de
compuestos mediadores (lke et al., 2019; Pype et al., 2019). La oxidacion directa por
accion de la lacasa, involucra que la enzima actue sobre el colorante, catalizando la
oxidacion de un electrén del sustrato, lo que lleva a la formacién de especies radicales.
Estas especies radicales luego sufren reacciones no enzimaticas, lo que resulta en la
descomposicion del colorante (Taha et al., 2020), lo que explicaria los cambios en el

espectro del colorante en presencia de las enzimas evaluadas.

Por otra parte, el mecanismo de la lacasa en la degradacion de colorantes
triarilmetanicos implica una oxidacion monoelectrénica unida a la reduccion de oxigeno
a agua y la formacion de radicales fenoxi, que posteriormente sufren reacciones de
acoplamiento radical para descomponer los colorantes triariimetanicos en moléculas
mas simples y menos nocivas (Arregui et al., 2019), lo que explicaria los cambios

observados en el VC tratado con T. maxima CU1.
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4.4 FASE IV: Decoloraciéon de un efluente real

La imagen de la muestra de agua (Anexo 1), proporcionada por Agua y Drenaje
de Monterrey, presenta una coloracién intensa que dificulta la determinacion de
algunos parametros fisicoquimicos. El andlisis fisicoquimico es mostrado en el Cuadro

8, el cual proporciona informacion relevante sobre la calidad del agua (como el pH), a

pesar de las limitaciones impuestas por la coloracion.

Cuadro 8. Caracterizacion fisicoquimica del efluente residual colorido.

Metodologia utilizada

Determinacion o compuesto Valor obtenido
Conductividad (ps/cm) 1474
Dureza total (mg/l CaCO3) INTERFERENCIA
MATRIZ
Dureza de calcio (mg/l CaCO3) -
Alcalinidad a la fenolftaleina (mg/I i
CaCO3)
Alcalinidad al naranja de metilo (mg/I i
CaCO3)
Cloruros (mg/l) i
Sulfatos (mg/l) -
Color (u.c. Pt-Co) i
Turbidez (UNT) i
pH (unidades de pH) 6.96
DQO (mg/l) 4960
DBO (mg/l) )
Fosforo (mg/l) 1.25
Nitrégeno total (mg/l) 266

SAAM (mg/l)

NMX-AA-093-SCFI-
2018
NMX-AA-072-SCFI-
2001
SM 3500 CaB-2012

NMX-AA-036-SCFI-
2001
NMX-AA-036-SCFI-
2001
NMX-AA-073-SCFI-
2001
NMX-AA-074-1981

NMX-AA-045-SCFI-
2001
NMX-AA-038-SCFI-
2001
NMX-AA-008-SCFI-
2016
NMX-AA-030-SCFI-
2012
NMX-AA-028-SCFI-
2001
AOAC-958.01

NMX-AA-026-SCFI-
2010
NMX-AA-039-SCFI-
2001

59



En la Figura 22 son presentados los porcentajes de decoloracion a lo largo del
tiempo y los espectros de absorcion del efluente real proveniente de una empresa
cementera. Inicialmente, el efluente industrial presentaba una meseta en la region
visible, con dos méaximos de absorbancia en 590 y 612 nm, y dos picos en la regién
UV en 290 y 306 nm. Al ser tratados con agua tratada con el sobrenadante de T.
maxima CU1, los picos de la region visible mostraron una rapida disminucién, con una
reduccion del 60% y 63% en la absorbancia de los picos de 590 y 612 nm,
respectivamente, a los 5 minutos. A las 72 horas, el porcentaje de decoloracion se
mantuvo en 30% y 28%, respectivamente. En contraste, los picos de la region UV
presentaron una decoloracion mas lenta, con una reduccion del 25% y 28% en la
absorbancia de los picos de 209 y 306 nm, respectivamente, a los 5 minutos. El
porcentaje de decoloracion en esta region alcanz6 un promedio del 17% a las 72 horas
(Figura 22A). Estos cambios se reflejaron en el espectro de decoloracion (Figura 22B),
donde se observa una disminucion inicial en la absorbancia a los 5 minutos, seguida
de un aumento general. Este comportamiento es similar al observado en la
decoloracion de colorantes sintéticos evaluados en la etapa previa. Este
comportamiento de una rapida disminucion de los picos de absorbancia en la region
visible concuerda con lo reportado para otras especies de T. versicolor con actividad
sobre colorantes (Erdem y Cihangir, 2018). Sin embargo, las tasas de decoloracion
mas lentas en la regién UV sugieren una degradacion mas gradual de la estructura
molecular del tinte, posiblemente debido a la descomposicion inicial de moléculas méas
grandes en fragmentos mas pequefios antes de su completa mineralizacion. Mientras
que la rapida decoloracion inicial observada seguida de una meseta podria atribuirse
a que la actividad enzimatica alcanza rapidamente su eficiencia 6ptima y luego se

desacelera a medida que disminuye la concentracion del sustrato (Herath et al., 2024).

Las cepas T. hirsuta CS5 y T. versicolor UAMH 8272 exhibieron un
comportamiento similar a T. maxima CUL, pero con menores valores de decoloracion
(Figuras 22C y 22I). En estas cepas, el andlisis espectral revel6 un aumento temporal
en la amplitud de la meseta en la regién UV a los 5 minutos, seguido de un regreso al
perfil original. En este estudio, los autores evaluaron la capacidad de la lacasa de T.

versicolor UAMH 8272 para decolorar efluentes textiles reales. Se optimizaron las
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condiciones de tratamiento, incluyendo pH, temperatura, concentracion de enzima y
tiempo de reaccion. Los resultados demostraron una decoloracion efectiva del efluente
textil, con una reduccion del 90% del color en condiciones Optimas. Funalia trogii
CS200y P. sanguineus GEO1 (Figuras 22E y 22G) mostraron la mayor actividad sobre
los picos de la region visible durante las primeras 48 horas. Mientras que los
porcentajes de decoloracion de la region UV no superaron el 10%. Ademas,
presentaron cambios similares en los espectros de decoloracion (Figuras 22F y 22H).
Estos resultados sugieren la posibilidad de diferencias en las vias de degradacion que
podrian optimizarse para la eliminacion especifica de colorantes presentes en
efluentes industriales, ademas de resaltar la importancia de comprender los perfiles
enzimaticos especificos y las capacidades de degradacion de diferentes cepas de
hongos (Erdem y Cihangir, 2018; Herath et al., 2024). Si bien, las investigaciones han
demostrado que las lacasas de basidiomicetos pueden catalizar la oxidacion de
diversos sustratos fendlicos y no fendlicos sin necesidad de utilizar productos quimicos
peligrosos, ofreciendo asi una solucion ecoldgica para la contaminacion por colorantes
sintéticos (Magalhédes et al., 2024). Para aumentar el porcentaje de decoloracién de
las cepas evaluadas se requiere de la optimizacion de las condiciones de reaccion, ya
que las caracteristicas fisicoquimicas del efluente (pH alcalino) podrian haber limitado
la operatividad de las enzimas a pesar del ajuste inicial del pH. Por ejemplo, existen
reportes con cepas de T. hirsuta altamente eficientes en la decoloracion de colorantes
textiles mixtos en aguas residuales industriales, logrando hasta un 95,39% de
decoloraciéon en condiciones optimizadas (Brazkova et al., 2022). Siendo la
inmovilizacibn enzimatica una alternativa eficiente para mejorar su estabilidad y
reutilizacién, aumentando la eficiencia en la degradacion de colorantes de las aguas
residuales (Zhou et al., 2020).
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Figura 22. Porcentajes de decoloracion y espectros de absorcién de las cepas nativas en el efluente
residual.
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4.5 Consumo energético

La determinacion de la Egyr €n el proceso mostré que la electricidad fue el
portador de mayor consumo energético (Cuadro 9), representando el 76.13% del total
de energia consumida (Figura 23). Este resultado estuvo asociado con el continuo uso
eléctrico, ya que es la principal fuente de energia para el funcionamiento de los equipos
y la tecnologia utilizada en el laboratorio. Asimismo, laE;;fue determinante en la Egyr,
representando el 23.83% del total de energia consumida, restando Unicamente un

0.04% para el consumo de otras formas de energia (Erq Y Eo,;) (Figura 23).

Cuadro 9. Consumo de energia en la seleccion de lacasa con aplicacion en el
tratamiento de agua.

Forma de energia Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3 Egnr (MJ)
Eg 1628.22 3171.01 3475.69 8274.92
Eiy 58.83 2495.15 35.58 2589.56
Ero 2.06 1.13 0.87 4.05
EOI
Levadura 0.111 0.099 0.113 0.32
Agua 0.0375 0.00048 0.005 0.04
Consumo (M]) 1689.26 5667.38 3512.25 10868.89

Egnyr =Consumo de energia o entrada de energia;Eg, = energia consumida en electricidad;E, ;= energia
consumida en las labores humanas;Er,= energia consumida en reactivos quimicos; E,, = energia
consumida en otros insumos.

El desglose de energético del proceso (Anexo 3) mostrd que el equipo de mayor
Eg; (409.44 kW-h'1) y asi de energia (4884.62 MJ) fue la autoclave, utilizado por un
periodo de 6 horas para esterilizar los medios de cultivo. Este equipo eléctrico
demandé el 44.94%=45% del total de energia consumida en el proceso. Si bien, los
elementos avanzados de transferencia de calor dentro de las autoclaves facilitan el
manejo eficiente de la temperatura y aseguran una distribucion uniforme del calor,
mejorando la calidad y consistencia de los materiales procesados (Chowdhury y
Summerscales, 2023), son necesarias estrategias que hagan mas eficiente el trabajo
con estos dispositivos. Por lo que, entender laEg; implica examinar diversos aspectos,
desde técnicas de medicién hasta patrones de consumo y el impacto de las fuentes de
energia (Malmodin, 2023).

63



120
99.96 99.997 99.9996 100
100 . * . ®

76.13
80

60

(%)

40

20

Electricidad Mano de obra Quimicos Levadura Agua

Portador enegético

Figura 23. Porciento acumulado del consumo energético de los diferentes portadores utilizados en el
proceso.

El mayor E,y fue por el uso del espectrofotometro que trabajo un total de 1261
horas durante el proceso, con un consumo de energia de 1328.25 MJ equivalente al
12.22% de la energia total consumida en el proceso. La energia asociada con el trabajo
humano a menudo se desprecia en los analisis energéticos tradicionales. Por ejemplo,
en la manufactura, se estima que cada trabajador-hora consume alrededor de 30 MJ
de energia primaria en Estados Unidos (Zhang y Dornfeld, 2007). Por lo tanto,
determinar la demanda energética de la mano de obra humana es crucial para realizar
evaluaciones energéticas precisas y para promover practicas sostenibles en diversos

sectores (Rocco y Colombo, 2016).

El indice de consumo establecido por equipo (Anexo 3), etapa y proceso en
general (Cuadro 9), es el comienzo del estudio de gestidn, control y uso racional de la
energia. Por lo que, el control y la gestion del consumo eléctrico en conjunto con la
mano de obra, son cruciales para optimizar el uso de la energia y se requiere la
implementacion de estrategias y acciones. En este sentido, Tantidham et al. (2018),
proponen un método que utiliza datos historicos de consumo para predecir las
necesidades futuras de electricidad y desarrollar estrategias de control para diferentes

grupos de equipos eléctricos. Este enfoque aborda la complejidad de administrar
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diversos dispositivos eléctricos y tiene como objetivo mejorar el control sobre el

consumo de electricidad.

En términos de consulta y monitoreo del uso de electricidad, han sido utilizados
métodos que permiten a los usuarios consultar de manera flexible el consumo de
electricidad de dispositivos especificos durante un periodo de tiempo. Este sistema
actualiza los registros en tiempo real, proporcionando a los usuarios informacion
precisa y adecuada sobre su consumo de electricidad (Avancini et al., 2021).
Asimismo, han sido utilizados aparatos y métodos para medir el consumo de
electricidad, lo cual implica detectar valores de consumo y ajustarlos en funcion de las
variaciones de voltaje. Este método garantiza una medicion precisa y puede ser crucial
tanto para los consumidores como para los proveedores de servicios publicos
(Kavousian et al., 2013). La prediccion del consumo eléctrico es otro factor critico,
como lo destacan Chen et al. (2018), que utilizan un método de funciones para
identificar factores de impacto efectivo que influyen en el consumo de electricidad. Al
incorporar estos factores en un modelo predictivo, el método mejora la precision y
velocidad de prediccién, convirtiéndolo en una herramienta valiosa para el manejo de
energia. También la E;; puede ser reducida a partir de la planificacion del tiempo,
concentrando las cargas laborales y aprovechando eficazmente los espacios de
trabajo (Schor, 2005). Asimismo, los avances tecnoldgicos pueden reducir la mano de
obra y conducir a métodos de produccion mas eficientes (Pashkov, 2007).

En general, el consumo de energia en los bioprocesos esta influido por los
métodos y tecnologias especificas empleados, la escala de operaciones y la necesidad
de un control preciso de las condiciones ambientales. Por lo que, la optimizacién y la
gestion estratégica de la energia son esenciales para mejorar la eficiencia y
sustentabilidad de los procesos. La investigacidon subraya la importancia de
seleccionar las tecnologias adecuadas y emplear técnicas de optimizacion avanzadas
para minimizar el uso de energia mientras se mantiene la eficacia del proceso. Los
resultados de esta investigacion representan las bases para un posterior estudio

energético y un proceso de optimizacion con un enfoque sustentable que permita
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buscar e implementar estrategias que contribuyan a reducir los costos de energia y

hacer un uso racional de recursos.
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CONCLUSIONES

Trametes maxima CU1 fue la cepa faingica con mayor potencial decolorante
sobre los colorantes sintéticos y el efluente real evaluados en la presente investigacion.
Tras un exhaustivo andlisis de cuatro cepas de basidiomicetos lignoliticos nativos de
México y una de coleccién, T. maxima CU1 exhibio la mayor capacidad decolorante
en medio so6lido, asociada a la produccion de lacasas de alto potencial redox. Por su
parte, la caracterizacion enzimatica revelo la presencia de dos isoformas de lacasa de
baja masa molecular en T. maxima CU1, enzima clave en el proceso de decoloracion.
La cepa demostrd una notable eficiencia en la remocién de color en el azul reactivo
19, logrando una casi completa desaparicion del colorante desde la primera hora de
tratamiento. Sin embargo, los colorantes del grupo triariimetano y azo presentaron
porcentajes de decoloracién menores al 60%. En el sistema de agua residual real, T.
maxima CU1l sobresali6 por su capacidad de remocion de color, evidenciando
diferentes comportamientos en la decoloracion debido a la variabilidad estructural de

los colorantes y las actividades enzimaticas.

El estudio permitié determinar la energia gastada y establecer un indice de
consumo energético por portador, etapa y proceso. La electricidad (8274.92 MJ) fue el
portador energético de mayor consumo, seguido del consumo en mano de obra
(2589.56MJ).

Asi, en base a los resultados obtenidos, se propone a T. maxima CU1 como la
cepa de mayor potencial para el tratamiento de aguas residuales coloreadas debido a
su alto potencial decolorante y presencia de enzimas lignoliticas eficientes. La
biorremediacion con esta cepa fangica representa una alternativa sostenible y eficaz
para la gestidén de este tipo de efluentes, contribuyendo a la proteccion ambiental y la

salud publica.
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RECOMENDACIONES

Realizar una comparacion de la decoloracion en placa de Bran Flakes y Kirk
modificado (con y sin sulfato de cobre como inductor). Esto mismo para las cinéticas
de actividad enzimatica y los analisis electroforéticos para observar la expresion de las
diferentes lacasas en cepas nativas. Ademas, se recomienda la realizacién de

zimogramas para observar presencia de MnP y LiP.

Andlisis de toxicidad en otro sistema biolégico como lombrices o eritrocitos ya

que durante el ensayo fue encontrada una poca viabilidad de germinacion.

Decoloracion de tintes sintéticos empleando todas las cepas nativas para verificar

patrones de degradacion.

Someter los productos degradados a un andlisis de cromatografia (HPLC) para

la identificacion de compuestos generados después de la intervencidén enzimatica.
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Anexo 1. Muestra de agua proporcionada por Agua y Drenaje de Monterrey, la
empleada para el proyecto esta colocada en el lado derecho.
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Anexo 2.Equivalentes energéticos (entrada y salida de energia) de algunos procesos.

Concept Unit g\’”'“”'t Source
Human Manual h 1.96 [Lépez-Sandin]
labor Mechanized 1.05 [Lopez-Sandin]
Machinery kg 138.00* [Lopez-Sandin]
Diesel L 47.80 [Lépez-Sandin]
FoodWaste kg 5.35 [Dahiya 2018]
A. Production of a crop for food
1. Mineral fertilizers
Nitrogen (N) kg 77.50 [Lépez-Sandin]
Phosphate (P20s) kg 15.80 [Rosenberger]
Potassium (K20) kg 11.15 [Rosenberger]
Calcium (Ca0) kg 2.12 [Rosenberger]
2. Pesticides
growthg(ge[ll?laﬁgjrzs and kg 238.70 [Rosenberger]
Fungicides kg 92.50 [Rosenberger]
Insecticides kg 278.00 [Rosenberger]
Formulation kg 62.10 [Rosenberger]
3. Seedgrain kg 2.50 [Rosenberger]
4. Tillage and sowing
Plow and cultipacker ha 591.00 [Rosenberger]
Heavy cultivator ha 270.00 [Rosenberger]
Mulching machine ha 230.00 [Rosenberger]
Rotary-harrowseeder ha 371.00 [Rosenberger]
5. Fertilizer and pesticideapplication
Basic fertilizerapplication ha 33.00 [Rosenberger]
Nitrogenfertilizerapplication ha 50.00 [Rosenberger]
Pesticideapplication run ha 65.00 [Rosenberger]
6. Stillageapplication
Transport and on-field m-3
distribution P 20.92 [Rosenberger]
7. Grainharvest
) Combine and transport (15 to_f grain dry 167.00 [Rosenberger]
m) weight

8. Straw collection (collecting ratio 90%)

Baling and carting (15 km) T qf straw dry 250.00 [Rosenberger]
weight

B. Bioethanolproduction

1. Saccharificationsubstances

Brewing malt (malting process
incl. mean bre\g/’ving brglrley pr%guction) kg 3.80 [Rosenberger]
Technicalenzymepreparations kg (if powder) or L 75.00 [Rosenberger]
(if liquid) )
2. Mashprocess L of bioethanol [Rosenberger]
(including a stillage 0.40
recycling rate of 50%)

3. Fermentation and yeastpropagation L ofbioethanol 0.06 [Rosenberger]
4. Distillation and dehydration L ofbioethanol 4.74 [Rosenberger]
Energy output

1. Bioethanol L 21.20 [Rosenberger]

2. Straw kg ofdryweight 17.30 [Rosenberger]

3. Stillage (dependent on

grain N, P20s, K20, CaO
content, according to Varying [Rosenberger]
mineral fertilizer
equivalents)
. [Saga et
4. Sulphuricacid kg 0.702 al.,2010]
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[Bernesson,

5. Sodiumhydroxide kg 10.41 2004]
. [Bernesson,
6. Otherchemicals kg 8.74 2004]
[Bentsenet al.,
7. Water kg 0.005 2006]
8. Electricity kw-h1 11.93 [Lépez-Sandin]
C. Calorificpower
. [ Bentsenet al.,
1. Diesel kg 45 33'70 2006; Khan et al.,
) 2021]
[ Bentsenet al.,
2. Bioethanol kg 26.80 2006; Khan et al.,
2021]
. [Khan et al.,
3. Bioethanol 10% kg 40.00 2021]
. [Khan et al.,
0,
4. Bioethanol 20% kg 36.00 2021]
. [Khan et al.,
0,
5. Bioethanol 30% kg 33.00 2021]
6. Bioethanol 5% and biodiesel 15% kg 41.00 gégi? etal,
7. Cellulose kg 17.28 [Zhao 2017]
8. Hemicellulose kg 16.81 (Zhao 2017)
. [ Bajwa et
9. Lignin kg 25.00 al.,2019]

* Includes the energy cost in steel production plus 50% for assembly.

Anexo 3. Distribucion del consumo de energia en las etapas del proceso.

A A B C

AN ETAPA 1 DECOLORACION EN MEDIO SOLIDO

7

<l TIPO NOMBRE CANTIDAD (kg) TIEMPO DEL EQUIPO (h) TIEMPO DE MANO DE OBRA (h) Electricidad (Watt/h) Energia (MJ)
LB Equipo  |Autoclave Agua 2.000 2.00 0.08 136.48 1628.21
EMlEquipo  [Potenciometro 0.000 0.30 0.30 0.0012 0.60
:ll Reactivo |Cereal bran flakes 0.070 0.00 0.25 0.00 0.49
; Reactivo Buffer fosfate 1 M ph & ::zf:m gg?g ggg 0.50 ggg ;g:
M Reactivo |Glucosa 0.040 0.00 0.05 0.00 0.20
il Reactivo [Extracto de levadura 0.002 0.00 0.05 0.00 0.11
48 Reactivo |Peptona 0.020 0.00 0.05 0.00 0.41
{Fd Reactivo [KH2PO4 0.004 0.00 0.05 0.00 0.16
ik} Reactivo [MgSO4 0.004 0.00 0.05 0.00 0.16
(L3 Reactivo [NHANO3 0.004 0.00 0.05 0.00 0.18
L3 Reactivo |KCI 0.002 0.00 0.05 0.00 0.12
Lzl Reactivo sulfato ferroso 4.00E-07 0.00 0.00 0.98
Ll Reactivo Solucién traza sulfato de zinc 1.12E-06 0.00 0.50 0.00 0.98
LL:} Reactivo cloruro de calcio 1.00E-06 0.00 0.00 0.00
il Reactivo |Remazol Brilliant Blue R 2.00E-06 0.00 0.03 0.00 0.07
Pl Reactivo |Reactive Black 5 2.00E-08 0.00 0.03 0.00 0.07
Al Reactivo |Azul Pamarrex BRE-19 I 1.00E-06 0.00 0.03 0.00 0.07
pr4 Reactivo |Cristal Violeta 2.00E-08 0.00 003 0.00 0.07
bE) Reactivo |Azure B 2.00E-06 0.00 0.03 0.00 0.07
LY Reactivo |Poly R-478 2.00E-06 0.00 0.03 0.00 0.07
i) Reactivo |ABTS 2.00E-06 0.00 0.03 0.00 0.07
PLs) Reactivo |Siringaldazina 2.00E-06 0.00 0.03 0.00 0.07
Pifl Reactivo |Agar-Agar 0.113 0.00 0.03 0.00 1.05
pifInsumo  |Agua 7.50 0.00 0.50 0.00 1.02
bl Actividad [Fotografia y captura de medidas en placas 0.115 0.00 26.00 0.00 50.96
30 Total 2.30 28.78 136.48 1688.54
31 Energia (MJ) 2.42 56.42 1628.22
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A B D E F G H
ETAPA 2 ANALISIS ENZIMATICO
MEDIO LiQuIDO
NOMBRE CANTIDAD (kg) TIEMPO DEL EQUIPO (h) TIEMPO DE MANO DE OBRA Ih‘EIecﬂicidad (Watt'h) Energia (MJ)
quips Autoclave 0.000 2.00 0.25 136.48 1630.80
[ Reactivo |Cereal bran flakes 0.002 0.00 0.30 0.00 0.59
Rea::livo Buffer fusfato 1 M ph 6 ;EZ?D gg;é ggg 0.50 ggg ;;:
ﬂReactivo Glucosa 0.005 0.00 0.05 0.00 0.11
[ Reactivo |Extracto de levadura 0.000 0.00 0.05 0.00 0.10
(Kl Reactivo [Peptona 0.003 0.00 0.05 0.00 0.14
Rea::livo KH2PO4 0.001 0.00 0.05 0.00 0.11
MgS04 0.001 0.00 0.05 0.00 011
MNH4NO3 0.001 0.00 0.05 0.00 0.11
KCI 0.000 0.00 0.06 0.00 0.10
sulfato ferroso 5.00E-08 0.98
Solucidn elementos traza sulfato de zinc 1.40E-07 0.00 0.500 0.00 0.00
cloruro de calcio 1.25E-07 0.84
CUS04 35 mM 0.028 0.00 0.06 0.00 0.34
Agitador orbital 0.00 720 0.50 7.92 85147
Centrifuga 0.00 0.10 0.033 0.01 024
Filtracidn 0.00 0.00 2.00 0.00 3.92
Total 722.10 4.48 144.41 2492.11
Energia (MJ) 756.11 8.30 1817.32
GELES
NOMBRE CANTIDAD (kg) TIEMPO DEL EQUIPO (h) TIEMPO DE MANO DE OBRA (h) Electricidad (Watt/h) Energia (MJ)
Fuente de poder 0.000 2.00 0.00 2.10
Buffer Tris HCI 1.5 M ph 8.8 0.025 0.00 0.50 0.00 0.98
Agua 0.050 0.00 0.02 0.00 0.03
Acrilamida Bis 30% 0.043 0.00 0.02 0.00 0.03
Amonio Persulfato 10% 0.003 000 025 0.00 049
TEMED 0.000 0.00 0.02 0.00 0.03
Buffer Tris HCI 0.5 M ph 6.8 0.003 0.00 0.50 0.00 0.98
Potenciometro 0.000 0.67 0.67 0.0027| 204
Colocacidn de geles y fraguado 0.000 0.00 4.00 0.00 784
m Total 2.667 5.967 0.0027 14.53
Energia (MJ) 2.800 11.695 0.0318
LACASAS, MnP y LiP
TIPO NOMBRE CANTIDAD (kg) TIEMPO DEL EQUIPO (h) TIEMPO DE MANO DE OBRA (h)Electricidad (Watt/h) Energia (MJ)
Eguipo Espectrofotdmetro 0.00 1260.00 1260.00 113.40 5145.46
Reactivo 2,6-Dimetoxifenal 20 mM i.gﬁu—?metoxlfenul ggg ggg 0.33 000 065
y acido succinico 0.00 0.00
T3 Reactivo Buffer Succinato de sodio 50 mM pH 3.4NaOH 0.01 0.00 0.67
16 | agua 0.71 0.00 0.00 1.31
acido malico 0.00 0.00
TJ Reactivo Buffer Malonato de sodio NaOH 0.01 0.00 0.58
19 | agua 032 000 000 114
m Reactivo |Peroxido 2 mM 0.08 0.00 0.25 0.00 0.49
Reactivo Sulfato de manganeso 6 miv ?HUSEOA gg? ggg 0.33 0.00 0.65
FJ Equipo_|Potenciometro 0.00 0.67 0.67 0.07 2380
Total 1260.667 1262.833 113.47 5152.51
5 Energia (MJ) 1323.7 2475.153333 1353.66
A B C D E F [€] H
ETAPA 3 Decoloracion en medios liguidos
Preparacion de sobrenadantes
TIPO NOMBRE CANTIDAD (kg) TIEMPO DEL EQUIPO (h) TIEMPO DE MANO DE OBRA (h)|Electricidad (Watt/h) | Consumo energia (MJ)
Equipo _ |Autoclave Agua 2.00 2.00 0.16 136.48 1628.38
Gl Reactivo |Glucosa 005 0.00 005 0 023
Reactivo |Extracto de levadura 000 0.00 005 0 011
M Reactivo |Peptona 0.03 0.00 0.05 0 0.49
Reactive |KH2PO4 0.01 0.00 0.05 0 0.18
Bl Reactivo |MgS04 001 0.00 005 0 018
RN Reactivo |NH4NO3 001 0.00 005 0 018
Reactivo |KCI 0.00 0.00 0.05 0 0.14
sulfato ferroso 0.00 0.00 0.50 0 098
Reactivo Solucion elementos traza  |sulfato de zinc 0.00 0.00 0.50 0 0.98
cloruro de calcio 0.00 0.00 . 0 098
CUS04 35 mM 0.01 0.00 0.05 0 0.15
Equipo _ |Agitador orbital 0.00 552.00 0.50 83.21 1573.28
mAcﬁvidad Filtracién 0.00 0.00 3.00 62.40 750.31
19 Total 554.00 5.06 282.09 3956.56
20 Energia (MJ) 581.7 9.9176 3365.3337
21 Decoloracion modelo
TIPO NOMERE CANTIDAD (kg) TIEMPO DEL EQUIPO (h) TIEMPO DE MANO DE OBRA (h)|Electricidad (Watt/h) |Consumo energia (MJ)
Agitador orbital 0 72 3.76 186.04
Espectrofotometro 0 3! 4 0.28 11.18
Reactive Black 5 0.000002 0 017 0.00 0.33
Azul Pamarrex BRB-19 0.000001 0 017 0.00 0.33
Cristal Violeta 0.000002 0 017 0.00 0.33
Insumo__|agua 1 0 0 0.00 0.01
Total 72.35 8.26 8.92 198.21
Energia (MJ) 75.9675 16.1896 106.4156
Decoloracién aguas coloridas
TIPO NOMBRE CANTIDAD (kg) TIEMPO DEL EQUIPO (h) TIEMPO DE MANO DE OBRA (h)|Electricidad (Watt/h) _|C energia (MJ)
Equipo  |Espectrofotometro 0.0 0.35 4 0.28 11.55
Reactivo |Buffer Britton Robinson ph 4 0.0 0 0.33 0.00 0.74
Equipo Potenciémetro 0.0 05 05 0.05 210
Total 0.85 4.83 0.33 14.39
Energia (MJ) 0.8925 9.473333333 3.9369
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nla I ol Camprmente 66 Verano Vecaclones lentifless”
_j‘ ‘efectuado en el Parque Biblioteca Zertuche,
Zona 146, Garcia, Nuevo Leon, México. |.nc|° on Guadalupe, Nuevo Ledn, MéXico, EN I E N I A
13de enero de 2023 i i dia 23 de juio de 202. LA
—, P
T 7 —

FA - yAN-

M.C. carlos Alberto Herndndez Martinez
Directar

by,

irectora del prograr

mc. carlos

indez Martinez
ivecror de o FAGANL

oG-
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Anexo 5. Constancia de participacion en el programa Mujeres en la Ciencia
2022

NL b MUJERES -
‘8. ENLACIENCIA Skl
¥ UANL 8T Vi

La Universidad Autonoma de Nuevo Ledn y el Instituto de Innovacion y Transferencia
de Tecnologia del gobierno de Nuevo Leon extienden la presente:

CONSTANCIA
a:
Angeles Gonzalez Urbina

Por su apoyo en la imparticion del taller "Efecto de la madurez fisiologica de la fruta en
la elaboracion de conservas artesanales" en el programa Mujeres en la Ciencia 2022.

21-oct - Preparatoria No. 23 UANL Santa Catarina

/

y/ s , Moo fben sy
Dr. Guillermo Elizondo Riojas Dra. Martha Leal Gonzélez

Director de Investigacion de la UANL Directora de F ion y Gestion del Conocimit
@ G2

Anexo 6. Constancia de participacion en el IX Congreso Internacional de
Ingenieria Agroindustrial.

ClIA Mérics 2023 IX Congreso Internacional de

Ingenieria Agroindustrial
Universidad Auténoma Chapingo

Departamento de Ingenieria Agroindustrial
. Red Universitaria Internacional de Ingenieria Agroindustrial

Otorgan la presente
=~ T A NI 1
COND |/'\I\l\..|l,\\

v

2,
4%

PCA
‘AL

a: ANGELES GONZALEZ URBINA

Por su participacion como
”‘) PONENTE

en la modalidad Cartel del trabajo titulado

PROSPECCION DE BASIDIOMICETOS NATIVOS CON CAPACIDAD LIGNOLITICA.

cuyos autores son:
Angeles Gonzalez, Guadalupe Gutiérrez, losvany Lopez, Carlos Hernandez

Chapingo, Estado de México, México del 23 al 27 de Octubre de 2023.

Dr. Anastacio Espe‘el Garcia

Presidente
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Anexo 7. Constancia de participacion en el X Congreso Internacional de Biotecnologia
SOCIBI.

SOCIEDAD CIENTIFICA INTERNACIONAL DE BIOTECNOLOGOSA.C.

INTERNATIONAL SCIENTIFIC SOCIETY OF BIOTECHNOLOGIST CSO

Otorgala presente

CONSTANCIA
a:

Angeles Gonzalez-Urbina, Guadalupe Gutiérrez-Soto, losvany Lépez Sandin, It; I
Renteria Arizpe /

Por la presentacion en CARTEL del trabajo

‘ //,
Seleccidon de basidiomicetos nativos para la produccion de enzimas ///,
ligninoliticas

enel
X Congreso Internacional de Biotecnologia SOCIBIl y
IV Encuentro de estudiantesy egresados del posgrado del
CICB-UATxX
Celebrado (modalidad virtual) en Tlaxcala, México Ios‘dl’as 2-5 de diciembre de 2023.

DY)

.
Dra. Maria del Carmen Sanchez ;

Hernandez

Dr. Rodrigo Ledesma Amaro

Secretario Presidenta de la SOCIBI

C.P. Adriana Hernandez Grande

Tesorera
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