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RESUMEN

En la actualidad existe una preocupacién constante vy
necesidad urgente por la preservacién del ambiente,
especialmente de los recursos hidricos, pues estos se ven
afectados por diferentes industrias como la agricola, la
petrolera, la farmacéutica y la textil; siendo esta ultima
una de las que genera mayor cantidad de aguas residuales
con colorantes quimicos en sus procesos, convirtiéndose
en un problema ambiental grave. Los hongos de la
podredumbre blanca de la madera han mostrado un
gran potencial para degradar estos colorantes ya que
poseen un importante grupo de enzimas con capacidad
para oxidar diversos sustratos entre ellos una amplia
variedad de contaminantes ambientales (Cardona,
Osorio, & Quintero, 2009) . En la presente investigacion
se evaluaron seis cepas de hongos ligninoliticos aislados
de cuatro arboles diferentes; determinando la funcién
para decolorar el colorante azul indigo. De las seis cepas
obtenidas en el aislamiento sdlo cuatro presentaron
actividad enzimatica y fue evidenciada en el medio
suplementado con el ABTS, por lo tanto, se realizd la
prueba de decoloracidn del azul indigo con estas cepas
tanto en medio sdlido (cualitativamente) como en medio
liquido (cuantitativamente). La cepa con mayor actividad
enzimatica fue del género Gliocladium sp.

Palabras clave: Hongos ligninoliticos, biorremediacion,
azul indigo, actividad enzimdtica.

ABSTRACT

At present there is a constant concern and urgent need
for the preservation of the environment, especially water
resources, as these are affected by different industries
such as agriculture, oil, pharmaceuticals and textiles;
the latter being one of those that generates the greatest

amount of wastewater with chemical colorants in its
processes, becoming a serious environmental problem.
Wood rot fungi have shown great potential to degrade
these colorants since they have an important group of
enzymes with the ability to oxidize various substrates
including a wide variety of environmental pollutants
(Cardona, Osorio, & Quintero, 2009). In the present
investigation, six strains of ligninolytic fungi isolated
from four different trees were evaluated; determining
the function for decolorizing the indigo blue dye. Of the
six strains obtained in the isolation, only four presented
enzymatic activities and it was evidenced in the medium
supplemented with ABTS, therefore, the indigo blue
discoloration test was performed with these strains both
in solid medium (qualitatively) and in medium. liquid
(quantitatively). The strain with the highest enzymatic
activity was of the genus Gliocladium sp.

Keywords: Ligninolytic fungi, bioremediation, indigo
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1. INTRODUCCION

En Colombia existen muchas variedades de industrias
textiles, este es el sector industrial de la economia dedicado
a la produccidn de fibras (fibra natural y sintética), hilados,
telas y productos relacionados con la confeccién de ropa; en
Medellin - Antioquia se concentra el 38% de la produccién
textil; la empresa DENIM, emplea grandes cantidades de
agua potable para su proceso de tefiido empleando como
materia prima el colorante indigo (Ruiz Balaguera., 2011).
El colorante azul indigo (FD&C Blue N2 2), es uno de los mas
contaminantes generado por las industrias textiles y por sus
caracteristicas quimicas son dificiles de degradar.

Existen varios métodos para la biorremediacién de
colorantes, entre los cuales se encuentran el método
enzimatico, la bioabsorcién y la biodegradacion, este ultimo
consiste en el aprovechamiento de microorganismos con
capacidad de degradar diversas sustancias y disminuir
su grado de toxicidad (Cortdzar et al.,2012); entre los
microorganismos usados en la biorremediacién, se
encuentran los hongos de la podredumbre blanca de la
madera. Estos hongos poseen un importante grupo de
enzimas con capacidad para oxidar diversos sustratos entre
ellos una amplia variedad de contaminantes ambientales,
lo que hace a este tipo de microorganismos potencialmente
utiles los procesos de en biorremediacion.

El mecanismo principal de degradacion empleado por este
grupo de hongos, es el sistema enzimatico de degradacién
de la lignina compuestos por enzimas extracelulares
como lo son: Peroxidasa dependiente de Mn+2 (MnP),
ligninoperoxidasas (LiP) y lacasas (Lac) que producen
ataque oxidativo a contaminantes ambientales (Cardona
et al., 2009). En la presente investigacion se evalud la
capacidad decolorante de hongos ligninoliticos aislados de
4 arboles, ubicados en zonas industriales dénde se emplea
el colorante azul indigo.

2. METODOLOGIA

2.1 Recoleccion de la muestra:

Se extrajo material vegetal con notable presencia flngica
de la corteza de arboles de la empresa textil CINTATEX
S.A.S. en Guarne - Antioquia. Las muestras se almacenaron
en bolsas estériles y se transportaron al laboratorio de
Biotecnologia de Tecnoacademia Medellin — SENA.

2.2 Aislamiento e identificacién de hongos ligninoliticos
nativos con actividad enzimdtica:

Se realizé un lavado de las muestras con agua desionizada
estéril, y se tomaron submuestras de un tamafio de
1xlcm?, para posteriormente realizar un lavado con
una solucion de hipoclorito de sodio al 4% (v/v) por 30
segundos.
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Las muestras se sembraron en cajas Petri en medio de
cultivo Aagar Papa Dextrosa (PDA) previamente preparado
y esterilizado en autoclave marca Tuttnauer a 121°C, 15
Ib de presion, por 15 min y se le adiciond estreptomicina
(30ppm); las muestras se incubaron a 28°C por un periodo
de 7 dias, en incubadora marca BlOexpert Dynamica
realizando observaciones constantes hasta obtener buen
crecimiento para el posterior aislamiento y obtencion de
cultivos puros.

Para determinar la actividad enzimatica de los hongos
obtenidos, se utilizd para la siembra agar con extracto
de malta y se le adicioné 0.5mM de ABTS (2,2’-azino-bis
(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid), como indicador
de actividad enzimatica. Las muestras se incubaron a 30°C
por 7 dias hasta observar la accidon enzimatica que se
evidencié por la formacion de halos morados en la parte
posterior de las cajas Petri.

Adicionalmente se hicieron montajes de microcultivo para
identificar mejor la morfologia del hongo y su posterior
caracterizaciéon e identificacion en microscopio optico
marca Zeiis - Primo Start.

2.3 Capacidad decolorante fungica sobre el colorante
azul indigo determinada en medio sédlido y liquido
Para la evaluacién en medio sdlido, las cepas fungicas se
sembraron en agar extracto de malta suplementado con
el colorante azul indigo a diferentes concentraciones (de
60y 120 ppm) se incubaron a 27°C durante 5 dias.

La capacidad decolorante se determind por la formacion
de halos de decoloracion o decoloracién total alrededor
del crecimiento del hongo, esta evaluacion fue netamente
cualitativa. La evaluacion en medio liquido se llevd a
cabo para cuantificar la degradacion de colorante. Los
experimentos para estudios de decoloracién se realizaron
en erlenmeyers de 250 mL con 120 mL de medio de
cultivo extracto de malta suplementado con el colorante
azul indigo en concentraciones de 60 y 120 ppm. Los
Erlenmeyers se inocularon cada uno con 6 trozos de
agar colonizado previamente, tomados de los cultivos
caracterizados. Posteriormente se incubaron a 252Cy 150
rpm durante 6 dias y se tomaron muestras periddicas (1, 2,
3y 6 dias) para determinar la concentracién de colorante.

Para determinar la decoloracién en el tratamiento con azul
indigo se determind los perfiles de espectrofotométricos
de cada muestra en los rangos de absorbancia de 500 nm
a 700 nm vy abarcar las logitudes de onda del colorante,
en un espectrofotometro UV-VIS marca Thermo Scientific
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion y caracterizacion del cultivo fingico.

Las observaciones macrocdspicas en medio PDA, mostraron
crecimiento blanquecino, filamentoso, que se torna verde
durante la esporulacién. En cuanto a la caracterizacion
microscopica se presentan hifas hialinas y septadas,
transparentes. Fidlides ramificadas, en las cuales, en sus
puntas se encuentran los conidios, formando agrupaciones
similares a un circulo apretado. Como resultado se
determind la presencia del género Gliocladium sp. En la
figura 1 se observan en detalle sus estructuras.

ol P
Figura 1. Morfologia microscdpica de Gliocladium sp.

Fialides y conidios con hifas septadas hialinas en 40x
Fuente: Elaboracion propia

ABTS y el azul indigo en medio sdlido

En las pruebas de ABTS, se determiné que los hongos
ligninoliticos si presentan actividad enzimatica, y capacidad
de biorremediacion en efluentes de industrias textiles de
Medellin y de cuerpos de agua contaminados con tintes
industriales en este caso azul indigo. Para el caso de la
investigacion en particular se concluyé que los mejores
resultados se dan en la concentracién de 60 ppm de azul
indigo. En la figura 2 se muestra la actividad enzimdtica con
ABTS y azul indigo.

- — et

Figura 2. Prueba con el indicador ABTS y decoloracion del azul indigo
respectivamente (izquierda a derecha) con el hongo Gliocladiun sp.
Fuente: Elaboracion propia
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Decoloracion del azul indigo y viabilidad de Gliocladium sp
en medio liquido

Para la medicidn de resultados, se evaluaron longitudes
de onda entre 500 nm a 700 nm, con intervalos de 50 nm,
obteniendo mejor espectro de absorbancia en longitud de
onda de 600 nm. Se empled como blanco agua desionizada
y la concentracién del colorante se obtuvo mediante
curva de calibracion elaborada a partir de soluciones con
concentracién conocida (ver figura 3).

La concentracion inicial del azul indigo fue de 60 ppm. Se
pudo evidenciar un gran potencial biorremediador del
hongo Gliocladium sp. sobre el colorante azul indigo, en
la Figura 1, la cual muestra que a medida que aumenta
el tiempo de contacto entre el microorganismos y el
contaminante la absorbancia es menor, lo que indica una
disminucién en la concentracién del azul indigo con el
tiempo; adicionalmente, la capacidad de formar micelio
(Figura 3) con el colorante como fuente de nutrientes es
criterio determinante para considerar el Gliocladium sp.
como biorremediador de colorantes como el azul indigo,
usado en la industria textil, ya que con ésta investigacion
gueda demostrado su eficiencia en la degradacion de éste
tipo de contaminante.

Decoloracion de azul indigo con
Gliocladium sp.
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Figura 3. Porcentajes de remocion Degradacion de azul indigo a 60 ppm
con Gliocladium sp. Relacion de absorbancia en los dias 1, 2,3y 6.
Fuente: Elaboracion propia
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La degradacion del colorante azul indigo por hongos
ligninoliticos, permiti6 identificar la capacidad de
degradacién del hongo Gliocladium sp.

Este hongo no fue inhibido en su crecimiento por las
concentraciones a 60 rpm de azul indigo aplicada, como se
observa en la figura 4.

LmClO

Figura 4. Viabilidad celular del hongo Gliocladium sp. en medio PDA
suplementado con azul indigo a 60 ppm.
Fuente: Elaboracion propia

Para esta investigacion se concluye que el hongo
Gliocladium sp evaluado presenta capacidad decolorante
del azul indigo y por tanto expresa al menos una de
las enzimas ligninoliticas en 6 dias de tratamiento, lo
cual, indica que es un microorganismo potencial en el
tratamiento de colorantes en aguas residuales.
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