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RESUMEN

Se determind la actividad enzimatica de lacasas y lignina peroxidasas de hongos degradadores de
colorantes. Este trabajo se lo realiz6 por la necesidad de disponer de tratamientos biol6gicos que
erradiquen los problemas de contaminacién provenientes de las industrias textileras.

Se reactivaron cinco hongos seleccionados por su alta capacidad de degradacion de colorantes,
C20AL, C18BL, C7AL, C2BL y C1BA, todos pertenecen al género Fusarium. Para determinar la
actividad enzimatica de lacasas y lignina peroxidasas se realizaron pruebas cualitativas con un
disefio completamente al azar con tres repeticiones y pruebas cuantitativas con un arreglo factorial
tomando en cuenta el sustrato, hongo y medio de produccion de enzimas. En la prueba cualitativa
de actividad ligninolitica en medio con guaiacol, los cinco hongos presentaron crecimiento y cambio
de coloraciéon del medio por oxidacion del guaiacol. La prueba semi-cuantitativa de actividad
celulolitica expresé halos de aclaramiento de hidrélisis de celulosa. La presencia de la enzima
lacasa se midié cualitativamente por el cambio de coloracidn del medio por oxidacién del ABTS, en
esta prueba todos los hongos presentaron cambio de coloracion siendo el mejor el hongo C1BA.

En las pruebas cuantitativas se realizé un ensayo de cuantificacion de actividad enzimatica durante
40 dias tanto para lacasas como para lignina peroxidasas. El mejor tratamiento a lo largo del
ensayo enzimatico de lacasas fue el ABTS.C1BA.M3, con el valor més alto de 308,64 U.Lenz. El
mejor tratamiento de actividad lignino peroxidasica, fue de igual forma el tratamiento
ABTS.C1BA.M3, con el maximo valor de 210,53 U.Lenz.

ABSTRACT

This investigation determined the enzymatic activity of laccases and lignin peroxidases of selected
dyes degrading fungi. This work was conducted because of the lack of biological treatments that
eradicate the pollution problems of the textile industry.

Five fungi selected for their high capacity to degrade dyes, were reactived, C20AL, C18BL, C7AL,
C2BL and C1BA, all belonging to the genus Fusarium.

To determine the enzymatic activity of laccases and lignin peroxidases qualitative tests were
performed with a completely randomized design with three replications and quantitative tests with a
factorial arrangement taking into account the substrate, fungus and enzyme production medium. In
the qualitative test of ligninolytic activity in guaiacol medium, all five dye- degrading fungi showed
growth and change in coloration of the medium due to oxidation of the guaiacol. In the semi-
guantitative test for cellulolytic activity, all studied fungi exposed hydrolysis of cellulose haloes. The
presence of the enzyme laccase was qualitatively measured by change of coloration of the medium
by oxidation of ABTS, in this test all selected fungi presented a change of coloration, the best fungi
was C1BA. In the quantitative tests, a enzyme quantification assay was examined over a period of
40 days for both the laccase and lignin peroxidases. The best long term treatment for laccase was
ABTS.C1BA.M3, with the highest value of 308,64 U.Lenz. The best treatment for lignin peroxidase
activity, was also the ABTS.C1BA.M3, with its maximum value of 210.53792 U.L™enz.



1 INTRODUCCION

El tefiido textil se emplea cada vez con mayor frecuencia en el pais, tanto a nivel artesanal como
industrial, lamentablemente sin considerar las medidas de seguridad tanto personales como
ambientales. Evidencia de ello es la fabricacién de pantalones en Pelileo, ropa de todo tipo de
Atuntaqui, Otavalo, Ibarra; ropa de cuero en Quisapincha y Cotacachi, ropa de cama en la
Provincia del Cotopaxi. La actividad de la industria textil, vestuarios y cuero en el Ecuador
consumia diariamente para el afio 2005, 182.000 litros de agua (Rodriguez et al., 2006).

Una gran variedad y cantidad de productos quimicos son utilizados en el proceso de tefiido. Se
estima que aproximadamente diez mil colorantes y pi%mentos diferentes son empleados en esta
industria y que la produccion mundial asciende a 7x10° toneladas anuales, de las cuales un poco
mas del 10% se pierde durante el proceso de coloracion de fibras (Young & Yu, 1997).

Se reconoce que en la industria textil los residuos de colorantes son los mas dificiles de tratar,
debido a que la mayoria son de origen sintético y poseen estructuras moleculares aromaticas
complejas lo cual hace muy complicado su proceso de biodegradacion (Castillo, 2004).

Los tratamientos utilizados para la remocién de efluentes con colorantes provenientes de la
industria textil son del tipo fisico, quimico y bioldgico (Castillo, 2004).

Los tratamientos biolégicos, aerébico, anaerébico o mixto, utlizan diferentes tipos de
microorganismos como bacterias, algas, levaduras y hongos; son considerados efectivos para la
remocion de sustancias toxicas y del exceso de materia organica (Haug et al., 1991).

Los hongos ligninoliticos u hongos de podredumbre blanca forman parte de los microorganismos
mas utilizados para la biorremediacién de efluentes contaminados por la industria textil, ello,
considerando su capacidad para degradar la lignina, polimero con una alta concentracion de anillos
aromaticos y un profundo grado de polimerizacion (Casillo, 2004). La biodegradacién de lignina es
fundamental en el reciclaje del carbono en los ecosistemas terrestres y después de la celulosa, es
el mayor componente de la materia vegetal y la forma mas abundante de material aromético en la
biosfera (Yaovapa, 2005).

La mayor parte de los hongos ligninoliticos pertenecen al grupo basidiomicetos, este grupo
degrada completamente la lignina a través de la secrecion de enzimas que son esenciales para la
transformacion inicial de la lignina y en conjunto logran su degradacion (Davila & Vasquez, 2006).

El mecanismo enzimatico producido por los hongos ligninoliticos viene dado por la accion de
oxidasas y peroxidasas, estas enzimas no presentan una especificidad alta, por lo tanto pueden
tener actividad sobre diferentes compuestos de tipo fendlicos y azo (Casillo, 2004).

Las enzimas o biocatalizadores son proteinas cuya funcion es catalizar las reacciones que realizan
los seres vivos. Las enzimas se diferencian entre si por su especificidad, actividad enzimatica,
cinética de reaccion, temperatura, pH (Rubilar, 2007). Se conoce que la degradacion de la lignina
es catalizada por un complejo extracelular que producen los hongos, cuando han sido expuestos a
condiciones de limitacién de nutrientes en el medio de cultivo (Cérdoba 2009). Este complejo esta
compuesto por tres enzimas ligninoliticas involucradas en la degradacion de lignina, la manganeso
peroxidasa (MnP), la lignino peroxidasa (LiP) y las lacasas (Selvam et al., 2003).

Las lacasas (benzodiol:oxigeno, éxidoreductasas) son glicoproteinas que requieren de oxigeno
(O,) para oxidar fenoles, polifenoles, aminas aromaticas, sustratos organicos por medio de la
substraccion de un electron transformandolo en H,O, y radicales activos (Selvam et al., 2003). El
pH éptimo de las lacasas, dependiendo del sustrato que se esté oxidando puede variar entre 3.5y



7.5 (Gonzélez, 2009). Se ha reportado que son enzimas capaces de oxidar principalmente
sustancias recalcitrantes, como clorofenoles, hidrocarburos aromaticos policiclicos, compuestos
organofosforados, fenoles y colorantes aromaticos (Sandoval & Ospina, 2008).

Las lignina peroxidasas contienen un grupo hemo-férrico y es oxidada por el peréxido de hidrégeno
(H>,0,) generando un intermediario deficiente de electrones el cual es conocido como compuesto |:
dicho componente puede ser reducido ya sea por un donador de electrones o por sustratos
fendlicos, generando el compuesto Il el cual regresara a su estado de reposo inicial por medio de
una reduccion posterior, que dara como resultado un compuesto fendlico oxidado y agua (Davila &
Vasquez, 2006). Las lignino peroxidasas se diferencian de otras peroxidasas por su alto potencial
de oxido-reduccion, lo que permite oxidar directamente compuestos aromaticos no fendlicos
(Usnayo, 2007), y presentan un pH optimo menor/igual a 3 (Quintero et al., 2006).

2 MATERIALES Y METODOS

El presente proyecto de investigacion se desarroll6 en el Centro de Investigaciones
Cientificas (CEINCI) de la Escuela Politécnica del Ejército, a cargo del Departamento de Ciencias
de la Vida, de la Escuela Politécnica del Ejército.

2.1 Reactivacion de los cinco hongos degradadores de colorantes

En el presente proyecto de investigacion se utilizaron hongos degradadores de colorantes
reactivos aislados en el estudio realizado por Valenzuela (2011). Los cinco mejores hongos
degradadores, fueron conservados en refrigeracion en agar extracto de malta (AEM). Para la
reactivacion de los cinco hongos se procedio bajo condiciones estériles a siembrar por puncion en
medio de agar extracto de malta (AEM) con 500 mg.L™ de cloranfenicol. Tanto el medio como las
cajas petri fueron esterilizados en autoclave a 121°C durante 15 min (Usnayo, 2007).
Seguidamente se incubaron las cajas a 28°C y una humedad relativa de 80%, las cajas fueron
observadas tanto macroscopica como microscépicamente para descartar cualquier tipo de
contaminacion.

En los hongos cultivados en medio AEM, la observacion macroscopica se concentro en las
caracteristicas estructurales tales como: forma de crecimiento, color de la cepa flngica, textura
(Usnayo, 2007). Para identificar las principales caracteristicas microscopicas de los hongos, con la
colaboracién del Ing. Abraham Oleas, docente de la Carrera de Ciencias Agropecuarias de la
ESPE.

Para la conservacion de los hongos, se procedio a resembrarlos en un medio estéril de

potato dextrosa broth (PDB) con 500 mg.L™ de cloranfenicol, se incubaron durante 3 dias a 30°C y
100 r.p.m. Cuando los hongos han crecido, se refrigeraron para mantenerlos (Usnayo, 2007).

2.2 Actividad ligninolitica en un medio con guaiacol

A partir de los hongos obtenidos en la reactivacion se realizé la primera prueba cualitativa de
actividad ligninolitica en un medio con guaiacol. El medio con guaiacol consta de AEM con



diferentes concentraciones de guaiacol segun el crecimiento de los hongos en este alcohol (Koduri
& Ming, 2011). Se utilizaron concentraciones de guaiacol de 1, 2y 3 mL.L™, con y sin la presencia
de producto lignocelulésico, aserrin, en una concentracion de 4 g.L™ (Usnayo, 2007). La siembra
fue empleando la técnica de puncién en medio solido a partir de medio liquido PDB. Tanto el medio
como las cajas petri fueron esterilizados en autoclave a 121°C durante 15 min. El crecimiento de
los hongos en cajas Petri fue evaluado microscépicamente todos los dias, después de dos y cuatro
semanas de incubacion a 28°C y una humedad relativa del 80-85%.

2.3 Actividad celulolitica en agar carboximetilcelulosa

Se realizé una prueba semi-cuantitativa de actividad celulolitica a partir de los hongos obtenidos en
la reactivacion. Esta prueba se realiz6 mediante una siembra en puncion, en agar
carboximetilcelulosa (CMC). Las cajas fueron incubadas a 30°C, por 72 h. Transcurrido el tiempo
de incubacion, se realizé una tincion con la adicion de 5 mL de rojo congo al 1%, como revelador.
Se dej6 actuar el colorante durante 15 min, se retird el exceso y se lavé con 5 mL de una solucion
de cloruro de sodio (NaCl) 2M, durante 15 min. Finalmente, se cerraron las cajas con parafiimy se
llevaron a refrigeracion durante 12 h (Gaitan & Pérez, 2007; Valencia, 2009).

Luego de las 12 h, se determind la actividad celulolitica por la presencia de zonas de aclaramiento
(halos) debido a la hidrélisis de la celulosa, cuyo diametro fue medido en centimetros (Gaitan &
Pérez, 2007; Valencia, 2009).

2.4 Presencia de la enzima lacasa en un medio con ABTS

Para la prueba cualitativa con ABTS, los hongos degradadores fueron sembrados en un medio con
ABTS. La técnica de siembra fue en forma de discos de agar provenientes de la reactivacion de los
hongos en AEM. La presencia de la enzima lacasa fue evaluada por el cambio de coloracion del
medio con ABTS (Cdrdoba, 2009).

El pH se ajusté a 5,8-6,0 con la adicion de sales de fosfato diacido de potasio (KH,PO,) al 0,1% y
sulfato de magnesio heptahidratado (MgS0,4.7H,0) al 0,05%.

2.5 Medios naturales para la producciéon de enzimas

Los hongos reactivados en medio PDB, fueron sembrados en tres medios naturales para la
producciéon de enzimas. Los medios naturales se diferencian por el tipo de sal utilizada y su
concentracion. Los medios se homogenizaron y se incubaron durante 40 dias para la ejecucion del
ensayo enzimatico. El sobrenadante se filtré para eliminar los restos celulares antes de medir la
concentracién de enzima. (Castillo, 2004).

2.6 Cuantificacion enzimética de lacasas y lignina peroxidasas

Para la cuantificacion de la actividad enzimatica de lacasa y lignina peroxidasas se utilizaron dos
sustratos ABTS y O-toluidina. Se utilizé6 como extracto crudo el medio natural para la produccion de
enzimas, que se encontraban en incubacion a 30°C y 100 r.p.m. al paso de los dias en el que se
realiz6 el ensayo enzimatico. El extracto crudo fue previamente filtrado con filtros millipore para
jeringa de 0,2 um. Todo el ensayo se realizo por triplicado.

En los ensayos de cuantificaciéon se utilizaron blancos y mezclas de reaccién, ambos se
mantuvieron a bafio maria a 30°C, por 1 h. Después fueron enfriados en agua e inmediatamente se



procedi6 a leer la absorbancia, para la enzima lacasa utilizando como sustrato ABTS se ley6 a 420
nm y con el sustrato O-toluidina a 627nm. Para la enzima lignina peroxidasas utilizando como
sustrato ABTS se ley6 a 420 nm (Castillo, 2004).

La actividad enziméatica se calcul6 a partir de las lecturas de D.O. mediante la siguiente ecuacion
(Chaparro & Rosas; 2006):

ADO x fd x Ve

AE = AtxaxLxVens

Donde:

AFE: Actividad enzimatica en unidades internacionales por litro de disolucién de enzima (U.Lenz).
AR piferencia de densidad optica.

£z Factor de conversion debido al coeficiente de extincién molar.

YE. Volumen total de la solucién (mL).

At. Tiempo de reaccioén en el bafio maria (minutos).
£: Coeficiente de extincion molar

L: Longitud de la celda (cm).

V&uZ. /olumen de la solucién de extracto crudo utilizada (mL).

Una unidad (U) de actividad enzimatica se define como la cantidad de enzima capaz de oxidar 1
umol de sustrato, por minuto, a un pH establecido y a 30°C.

2.7 Andlisis Estadistico

En esta investigacién se aplicd para las pruebas cualitativas y semi-cuantitativas un disefio
completamente al azar (DCA) unifactorial (Gutiérrez & de la Vara, 2008), con tres repeticiones. La
variable independiente estuvo constituida por los hongos degradadores de colorantes, mientras
que las variables dependientes fueron en la prueba cualitativa de actividad ligninolitica el
crecimiento del hongo y el cambio de color del medio, en la prueba cualitativa de presencia de
enzima lacasa el cambio de color del medio y finalmente en la prueba semi-cuantitativa de
actividad celulolitica el diametro del halo de hidrdlisis.

En las pruebas cuantitativas, se implementaron un arreglo factorial. Para el analisis de actividad
enzimatica de lacasas, se utilizé un arreglo factorial mediante los siguientes factores 5x3x2=30 con
tres repeticiones, lo sefialado corresponde a 5 hongos, 3 medios naturales para la produccion de
enzimas y 2 sustratos. Para el andlisis de la actividad enzimatica de lignina peroxidasas, se utilizé
un arreglo factorial mediante los siguientes factores 5x3x1=15 con tres repeticiones. Para esto se
presentan 5 hongos, 3 medios naturales para la produccion de enzimas y 1 sustrato.

Para evaluar el efecto individual y en conjunto de las variables que se generaron en el presente
estudio de investigacion, se realizé un analisis de varianza (ANOVA) de un factor y para identificar
las diferencias estadisticamente significativas, también se utiliz6 las pruebas de comparacion de
medias de Tukey y Duncan, al 95% de confianza (Martinez de Lejarza, 2004).

Los resultados fueron procesados en los programas estadisticos Excel Windows vista 2007 y
SPSS 15.0.



3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1  Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de los cinco hongos
degradadores de colorantes

Figura 1 Morfologia macroscépica de los cinco hongos degradadores de colorantes: A) C1BA; B)
C18BL; C) C2BL; D) C7AL; E) C20AL

Durante las observaciones macroscopicas y microscopicas se determind que los cinco hongos
degradadores pertenecen al género Fusarium. En la siguiente tabla se presentan las
caracteristicas microscopicas de los cinco hongos seleccionados.



Tabla 1 Caracteristicas microscopicas de los cinco hongos degradadores de colorantes

HONGOS MORFOLOGIA MICROSCOPICA

C1BA Conidias pequefias. Hifas tabicadas. Clamidospora.
Género: Fusarium

C18BL Poblacién integralmente de microconidias, muy pocas
Género: Fusarium macroconidias. Hifas tabicadas. Conidiéforo simple.

C2BL Poblacion rica en microconidias. Hifas tabicadas. Ausencia
Género: Fusarium de conidioforos.

C7AL Macroconidias grandes y pequefias unicelulares. Ausencia
Género: Fusarium clamidospora. Conidiéforos unicelulares. Hifas tabicadas.

Ocasionalmente formacion de rizomorfos.

C20AL Consorcio con dos hongos del género Fusarium diferencia
Consorcio con dos en el tamafio de esporas. Microconidas. Hifas tabicadas.
hongos ambos del

Género: Fusarium

3.2 Actividad ligninolitica en un medio con guaiacol

En los cinco hongos degradadores de colorantes reactivados se realizé una prueba cualitativa de
actividad ligninolitica en un medio con guaiacol, se observo el crecimiento del hongo y el cambio
de color del medio a las concentraciones de 1, 2 y 3 mL.L™ en presencia y ausencia de aserrin. Los
andlisis de ANOVA indican que al menos un tratamiento es significativamente diferente, la prueba
de Duncan indica que el mejor tratamiento es el establecido por la concentracién de 1 mL.L™ de
guaiacol en presencia y ausencia de aserrin.

3.3 Actividad celulolitica en medio agar carboximetilcelulosa

La actividad celulolitica fue determinada mediante la medicion del didmetro de halos de hidrdlisis
de los cinco hongos degradadores de colorantes. El andlisis de ANOVA demuestra que al menos
un hongo presenta una media de diametro de halo de hidrélisis significativamente diferente, ello se
confirma con la prueba de Tuckey que indica que el hongo con el mayor valor de media de halo de
hidrdlisis de 3,22 cm es el C18BL, mientras que en el hongo con el valor inferior de media de 2,65
cm es el C1BA.

34 Presencia de enzima lacasa en un medio con ABTS

La presencia de la enzima lacasa se determind cualitativamente por el cambio de color en el medio
por la oxidacion del sustrato ABTS. El analisis de ANOVA expone que ningun hongo es
significativamente diferente a los demas en esta prueba, sin embargo el hongo C1BA expone el
mejor valor de media, mientras que el hongo C7AL presenta el menor.



3.5 Cuantificacién de la enzima lacasa con dos sustratos ABTS y O-
toluidina

Para evaluar el mejor tratamiento, de la interaccién sustrato, hongo y medio, en dependencia de la
actividad enzimética de lacasas se realizo un analisis de varianza ANOVA diario y mediante una
tabla de cotejo se escogi6 el mejor tratamiento a lo largo de los dias. La tabla de cotejo expone que
el mejor tratamiento a lo largo de las mediciones de actividad enzimatica durante 40 dias, es el que
utiliza como sustrato ABTS, el hongo C1BA y el medio natural de produccion de enzimas M3y el
dia que presenté mayor actividad fue el dia 16 con un valor de 308,64 U.Lenz.
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Figura 2 Actividad enziméatica de lacasas del tratamiento ABTS.C1BA.M3 a durante 40 dias.

3.6  Cuantificacion de la enzima lignina peroxidasa utilizando como
sustrato ABTS

Con el fin de observar el mejor tratamiento, de la interacciéon sustrato, hongo y medio, en
dependencia de la actividad enzimatica de lignina peroxidasa de igual forma se realiz6 un analisis
de varianza ANOVA diario y la tabla de cotejo indica que el mejor tratamiento a lo largo de los dias
es el ABTS.C1BA.M3, el cual el dia 16 presenté su valor mas alto de 210,53 U.L"enz.
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Figura 3 Actividad enzimatica lignino peroxidasica del tratamiento ABTS.C1BA.M3 durante 40 dias
de ensayo enzimatico.

3.7 Efectividad de tres diferentes medios para la produccién de lacasas

Se realizé un analisis de ANOVA diario de la variable actividad enzimatica de lacasas en
dependencia del medio de produccion de enzimas y mediante una tabla de cotejo se valor6 y
escogio el mejor medio durante los 40 dias del ensayo enzimatico.

Tabla 2 Tabla de cotejo de efectividad de tres medios para la produccién de enzimas
durante 40 dias de ensayo enzimatico de lacasas

ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LACASAS (U.L-1lenz)

MEDIO DIA
4 8 12 16 20 24 28 32 36 40
M1
M2
M3 119,45 156,80 114,85 111,76 83,97 60,22 69,79 54,15 52,47 8,95

La tabla de cotejo confirma que el mejor medio para la produccién de enzimas durante los 40 dias
de ensayo enzimatico de lacasas es el medio M3.



3.8 Efectividad de tres diferentes medios para la produccién de lignina
peroxidasas

De igual forma que para las enzimas lacasas se realiz6 un analisis de ANOVA diario de la variable
actividad enzimatica lignino peroxidasica en dependencia del medio de produccion de enzimas y
mediante una tabla de cotejo se valoro y escogio el mejor medio durante los 40 dias del ensayo
enzimatico.

Tabla 3 Tabla de cotejo de efectividad de tres medios para la produccion de enzimas durante 40
dias de ensayo enzimatico de lignina peroxidasas

ACTIVIDAD ENZIMATICA LIGNINO PEROXIDASICA (U.L™enz)

MEDIO DIA
4 8 12 16 20 24 28 32 36 40
M1 150,57
M2
M3 76,71 92,37 149,47 137,78 13558 125,88 121,25 114,85 22,04

La tabla de cotejo confirma que el mejor medio para la produccién de enzimas durante los 40 dias
de ensayo enzimatico de lignina peroxidasas es el medio M3.

4 CONCLUSIONES

e Los hongos estudiados pertenecen al género Fusarium.

e Los cinco hongos seleccionados presentaron actividad ligninolitica, identificados por el
crecimiento y cambio de coloracién del medio por oxidacion del guaiacol.

e Los hongos estudiados presentaron actividad celulolitica medida por el diametro de halos de
aclaramiento de hidrélisis de celulosa, el hongo C18BL presenté mayor actividad celulolitica,
mientras que el hongo C1BA mostré la mas baja.

e Todos los hongos seleccionados poseen resultados positivos para la presencia de lacasas en
medio con ABTS, ya que gracias a la oxidacion del mismo se observo un cambio de coloracién
en el medio. El hongo C1BA presenta el mejor resultado en esta prueba y el menor resultado el
hongo C7AL.

e El mejor tratamiento de actividad enzimatica de lacasas fue el ABTS.C1BA.M3 (sustrato ABTS,
hongo C1BA y medio natural de produccién de enzimas M3), con el valor mas alto de actividad
enzimética de 308,64 U.L™enz al dia 16.

e El mejor tratamiento de actividad lignino peroxidasica fue el ABTS.C1BA.M3 (sustrato ABTS,
hongo C1BA y medio natural de produccién de enzimas M3, con el valor mas alto de actividad
enzimética de de 210,53 U.L™enz al dia 16.

e La expresidn enzimatica de lacasas y de lignina peroxidasas alcanzé su valor 6ptimo al dia 16
de 40 dias de ensayo enzimatico.

e Los hongos que presentaron menor actividad celulolitica son aquellos que mas actividad
enziméatica de lacasas y lignina peroxidasas presentaron.

e El medio natural de produccién de enzimas M3 fue el mas favorable para la produccion de
lacasas y lignina peroxidasas.
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