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RESUMEN 

La implementación de metodologías biotecnológicas para la remoción de colorantes 

sintéticos, como el cristal violeta, son fundamentales como mecanismos para disminuir los 

riesgos biológicos y ambientales generados por la descarga y disposición de estos 

compuestos. Los hongos de la podredumbre blanca poseen la capacidad para remover 

colorantes sintéticos, mediante la producción de enzimas extracelulares que actúan 

degradando o transformando la molécula de colorante, configurándose así en una alternativa 

frente a los métodos físicos y químicos, utilizados frecuentemente en la remoción de 

colorantes. En el presente trabajo se evaluó la remoción de diferentes concentraciones 

(20ppm, 40ppm y 60ppm) del colorante cristal violeta, empleando los hongos de la 

podredumbre blanca Pycnoporus sp., Trametes sp. y Lentinus sp., en medios sólidos y 

líquidos. De los tres géneros de hongos evaluados, Pycnoporus sp. presentó la mayor 

eficiencia alcanzando porcentajes de remoción del 93% en medio sólido y 94% en medio 

líquido con una concentración de colorante de 60ppm. Adicionalmente, se evaluó la actividad 

de las enzimas Lacasa y Manganeso peroxidasa durante el proceso de decoloración, 

encontrándose una alta concentración de la enzima Lacasa en los tratamientos con colorante 

e inoculados con Pycnoporus sp., y una alta concentración de la enzima Manganeso 

peroxidasa en los tratamientos con colorante e inoculados con Trametes sp. 

 
PALABRAS CLAVES: Biorremediación, colorantes, cristal violeta, hongos de la 

podredumbre blanca, Lacasa, Manganeso peroxidasa. 

 
ABSTRACT 

The implementation of biotechnological methodologies for the removal of synthetic dyes, such 

as crystal violet, are fundamental as mechanisms to reduce the biological and environmental 

risks generated by the discharge of such compounds into water bodies. White rot fungi have 

the ability to remove synthetic dyes by producing extracellular enzymes that degrade or 

transform the dye molecule, which is an alternative to the physical and chemical methods 

frequently used for dye removal. In this work, the removal of different concentrations (20ppm, 

40ppm and 60ppm) of the crystal violet dye was evaluated using the white rot fungi 

Pycnoporus sp., Trametes sp. and Lentinus sp. in solid and liquid media. Of the three genera 

of fungi evaluated, Pycnoporus sp. presented a higher efficiency, reaching removal 
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percentages of 93% at 60ppm in solid medium and 94% in liquid medium. Additionally, the 

activity of Lacase and Manganese peroxidase enzymes was evaluated during the 

decolorization process, finding a high concentration of Lacase in the dye treatments inoculated 

with Pycnoporus sp. and a high concentration of the enzyme Manganese peroxidase in the 

dye treatments inoculated with Trametes sp. 

 
KEY WORDS: Bioremediation, crystal violet, dyes, laccase, manganese peroxidase, white rot 

fungi. 

 
1. INTRODUCCIÓN 

 
Los colorantes sintéticos constituyen un insumo de gran importancia para la producción a 

nivel industrial de textiles y productos alimenticios, principalmente. Los datos reportados en 

la literatura indican que a nivel mundial la descarga de colorantes sintéticos en los cuerpos 

de agua alcanza unas 8000 toneladas al año (Nworie et al., 2019), representando así un 

riesgo biológico y ambiental debido a su estructura química, que les confiere un alto grado de 

estabilidad y persistencia (Kumar et al.,2016; Jin et al.,2007). Un ejemplo de ello es el 

colorante cristal violeta el cual es frecuentemente utilizado en laboratorios clínicos y analíticos 

para la tinción de membranas y tejidos celulares, también se encuentra en compuestos 

dermatológicos y medicamentos veterinarios, es utilizado como aditivo para alimentación de 

aves de corral y es empleado como colorante de tejidos en la industria textil (Li et al.,2017). 

El cristal violeta (Tris(4-(dimethylamino)phenyl methylium chloride) es un colorante 

monomérico, catiónico e hidrosoluble con grupos arilo terminales (Figura 1) (Morales et al., 

2018); su compleja estructura favorece su permanencia en el ambiente por largos periodos 

de tiempo, llegando a ser tóxico para los organismos que hacen parte de los ecosistemas 

acuáticos, interfiere con el paso de la luz y afecta la actividad de los organismos fotosintéticos, 

alterando así las condiciones normales del ecosistema acuático y de la microbiota presente 

(Pan Y., et al., 2017; Ajaz et al., 2020). 

 

Figura 1. Modificado de Morales et al., 2018 

 
Los tratamientos frecuentemente utilizados en la remoción de colorantes se basan en el 

empleo de métodos físicos y químicos, que en la mayoría de los casos producen 

https://www-sciencedirect-com.udea.lookproxy.com/science/article/pii/S0960852420310002#b0015
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principalmente compuestos aromáticos, aminas libres, y otros compuestos intermediarios 

resultantes del proceso de transformación de la sustancia colorante (Mani y Bharagava, 

2016). Como alternativa a estas metodologías se ha probado también la utilización de las 

capacidades metabólicas que tienen algunos microorganismos para transformar o degradar 

diferentes moléculas químicas, como los colorantes; siendo los hongos de la podredumbre 

blanca los más utilizados en este caso, debido a que presentan una gran flexibilidad 

metabólica, tienen la capacidad para colonizar grandes superficies, son tolerantes a los 

cambios fisicoquímicos y degradan compuestos orgánicos e inorgánicos complejos mediante 

la producción de enzimas extracelulares: Lacasa, Manganeso Peroxidasa y Lignina 

Peroxidasa (López y Fernández, 2019). 

 
En este trabajo se evaluó la remoción del colorante cristal violeta a diferentes concentraciones 

empleando tres cepas de hongos de la podredumbre blanca Trametes sp., Lentinus sp. y 

Pycnoporus sp., en medios líquidos y sólidos. Adicionalmente, en el medio líquido se evaluó 

el efecto que tiene la presencia de una matriz de soporte para el crecimiento de la biomasa 

fúngica, sobre la remoción del colorante; y se determinó la actividad de las enzimas 

extracelulares Lacasa y Manganeso peroxidasa en presencia y ausencia del colorante cristal 

violeta. 

 
2. METODOLOGÍA 

 
2.1 Selección de microorganismos 

Las cepas de hongos empleadas provienen de la colección de cepas del grupo Bioprocesos 

Microbianos (BioMicro) de la Escuela de Microbiología de la Universidad de Antioquia. Las 

cepas de hongos se reactivaron en agar extracto de malta y se incubaron a 28°C por 8 días. 

 
2.2 Preparación de las concentraciones de trabajo del colorante 

Se empleó el colorante cristal violeta grado analítico de la marca MERCK®, a partir del cual 

se preparó una solución de trabajo a una concentración de 1000ppm. La determinación de la 

desaparición del colorante se realizó empleando medidas de absorbancia en un 

espectrofotómetro (longitud de onda 590nm), para lo cual se tuvo en cuenta el límite de 

cuantificación del colorante y la realización de una curva de calibración para hallar la 

concentración del colorante, aplicando la ecuación de la recta. A partir de la solución de trabajo 

(1000ppm) se adicionó a los medios de cultivo la cantidad de colorante necesaria para obtener 

las concentraciones de 20ppm, 40ppm y 60ppm, en cada uno de los tratamientos. 

 
2.3 Remoción de colorante en medio sólido 

La capacidad de remoción del colorante en medio sólido se evaluó empleando agar extracto 

de malta adicionando el colorante hasta obtener las concentraciones 20, 40 y 60ppm. Los 

medios con el colorante se inocularon con cada una de las cepas de hongos (Trametes sp., 

Pycnoporus sp. y Lentinus sp.), tomando un disco de micelio de 5mm de diámetro que se 

colocó en el centro de la caja de petri. Los controles empleados incluyeron agar extracto de 

malta con colorante sin inocular, y agar extracto de malta inoculado sin colorante. Se 

realizaron 4 repeticiones por cada experimento. Los cultivos se incubaron a 28°C durante 3 

semanas. Al final de cada semana se determinó el crecimiento radial de los hongos y el 

diámetro de la decoloración. 
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La capacidad de decoloración se expresó cómo: 

𝐻𝑎𝑙𝑜 𝑑𝑒𝑐𝑜𝑙𝑜𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑐𝑚 
 

 

𝐷𝑖á𝑚𝑒𝑡𝑟𝑜 𝑐𝑎𝑗𝑎 𝑑𝑒 𝑝𝑒𝑡𝑟𝑖 𝑐𝑚 

 
 
∗ 100 

 

2.4 Remoción de colorante en medio líquido 

Para evaluar la remoción del colorante en medios líquidos se utilizó el medio extracto de malta 

que contenía las tres concentraciones de colorante definidas (20,40 y 60ppm). Los cultivos se 

inocularon a partir del crecimiento en medio sólido de la biomasa de las cepas de hongos 

seleccionados (Trametes sp., Pycnoporus sp., Lentinus sp.). Como controles se emplearon 

medio extracto de malta líquido con colorante sin inocular, y medio extracto de malta líquido 

inoculado con las diferentes cepas de hongos y sin colorante (control de crecimiento). 

Adicionalmente, se incluyeron cultivos en medio líquido en las mismas condiciones 

mencionadas y a los cuales se les adicionó una matriz de Luffa sp., como matriz de soporte 

para favorecer el crecimiento del hongo. Los tratamientos se realizaron por triplicado y los 

cultivos se incubaron durante 3 semanas a 30°C y 100 rpm. 

 
Para determinar el porcentaje de desaparición del colorante, cada semana se tomaron 2mL 

de muestra de cultivos líquidos. La muestra se centrifugó a 5000 rpm durante 10 min y el 

sobrenadante se analizó en un espectrofotómetro Vernier Spectral Analysis® a una longitud 

de onda de 590nm. De esta forma se calculó el porcentaje de remoción (Jadhav et al. 2008): 
 

 

 
Donde: 

 

% 𝑟𝑒𝑚𝑜𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑙𝑜𝑟 = 
𝐶𝑖 − 𝐶𝑡 

𝐶1 
𝑥 100 

Ci: concentración inicial de colorante 

Ct: concentración de colorante en el tiempo (t) 

 
En los tratamientos que contenían matriz de soporte el porcentaje de remoción se calculó 

teniendo en cuenta la cantidad de colorante absorbido a la matriz de soporte. 

 
2.5 Determinación de la actividad de las enzimas Manganeso Peroxidasa y Lacasa 

La actividad de la enzima Manganeso peroxidasa, se determinó siguiendo la metodología 

descrita por Vares et al., 1995. La mezcla de reacción contenía lactato 25 mM, MnSO4 0,1 

mM, 1 mg de albúmina de suero bovino, 0,1 mg de rojo fenol y 0,5 ml de filtrado de cultivo en 

tampón de succinato de sodio 20 mM (pH 4,5), en un volumen total de 1 ml. La reacción se 

inició mediante la adición de H2O2 a una concentración final de 0,1 mM y se detuvo después 

de 5 min con 100uL de NaOH al 10%, al cabo de los cuales se analizó la muestra en el 

espectrofotómetro (Vernier Spectral Analysis®) a una longitud de onda de 610 nm. La 

actividad enzimática se determinó por la absorbancia sobre el tiempo de reacción (5 minutos), 

reportando los datos en U/minL. 
 

𝑈 𝐴𝐵𝑆 

𝑚𝑖𝑛 𝐿 
= 
𝑇𝑖𝑒𝑚𝑝𝑜 (𝑚𝑖𝑛) ∗ 𝑉𝑚(𝐿) 

 

La actividad de la enzima Lacasa, se evaluó utilizando la metodología descrita por Cupul et 

al., 2016, que se basa en la oxidación de ABTS (2,2'-azinobis [3-etilbenzotiazolina-6-ácido 

sulfónico]-sal de diamonio) a una concentración de 5 mM (100 uL) con buffer acetato de sodio 
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pH 4,5 (800 uL) y extracto enzimático (100uL) en un volumen final de 1 mL. La mezcla de 

reacción se analizó en el espectrofotómetro (Vernier Spectral Analysis®) a una longitud de 

onda de 420nm. 

 
La actividad enzimática se determinó por la absorbancia de la reacción en el tiempo (5min), 

los datos se reportaron en U/minL. La actividad enzimática se calculó utilizando la ecuación: 

 
 

Donde: 

ABS: Absorbancia 

FD: Factor de dilución 

Vm: Volumen de muestra 

t: Tiempo de reacción 

ε: Coeficiente de extinción molar 

𝑈 
 

 

𝑚𝑖𝑛 𝐿 

𝛥𝐴𝐵𝑆 
= 

𝛥𝑡 

𝐹𝐷 
∗ 
𝜀𝑉𝑚 

 

2.6 Análisis estadístico 

Utilizando el software estadístico R-studio, se emplearon pruebas paramétricas (análisis de 

varianza- ANOVA, análisis de medias prueba de Tukey) y no paramétricas (Kruskal Wallis y 

prueba de comparaciones no paramétricas de Dunn), ambas con un nivel de confianza del 

95%. Adicionalmente, los datos mostrados en los resultados corresponden a los valores 

medios de las réplicas de un diseño en bloque completamente aleatorizado, al cual se le 

aplicó la prueba de Shapiro Wilk y el test de homogeneidad de varianza. 

Para los análisis paramétricos y no paramétricos se tomó la siguiente premisa: 

H0: No hay diferencias significativas 

Hi: Existen diferencias significativas 

 
3. RESULTADOS 

 
3.1 Remoción de colorante cristal violeta en medio sólido 

En la tabla 1, se muestran los porcentajes de remoción del colorante cristal violeta durante 
tres (3) semanas de cultivo en medios sólidos con colorante. En los tratamientos inoculados 
con el hongo Pycnoporus sp. se obtuvo un porcentaje de decoloración superior al 90%, un 
porcentaje superior al 80% en los tratamientos inoculados con Lentinus sp. y entre el 70 y el 
85% en los tratamientos inoculados con Trametes sp., en las tres concentraciones evaluadas. 

 
Tabla 1. Porcentajes de remoción del colorante cristal violeta en medio sólido extracto de 

malta inoculado con las cepas de hongos con diferentes concentraciones de colorante. 

 

 
Tratamientos 

 

Pycnoporus sp. 
 

Trametes sp. 
 

Lentinus sp. 

Semana 
1 (%) 

Semana 
2(%) 

Semana 
3 (%) 

Semana 
1 (%) 

Semana 
2(%) 

Semana 
3 (%) 

Semana 
1 (%) 

Semana 
2(%) 

Semana 
3 (%) 

 

20 ppm 
 

25 
 

75 
 

99 
 

13 
 

31 
 

85 
 

25 
 

47 
 

84 

 

40 ppm 
 

5 
 

38 
 

93 
 

11 
 

24 
 

77 
 

0 
 

27 
 

86 
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60 ppm 
 

0 
 

38 
 

93 
 

13 
 

26 
 

76 
 

27 
 

36 
 

86 

*Los porcentajes presentados en la tabla corresponden a valores promedio de los datos. 

En la figura 2., se observa la dinámica de remoción del colorante cristal violeta en los medios 

sólidos con colorante. 

 

Figura 2. Porcentaje de remoción de diferentes concentraciones de colorante cristal violeta en medios 
sólidos inoculados con Pycnoporus sp., Lentinus sp., y Trametes sp. A. Concentración colorante 
20ppm. B. Concentración colorante 40ppm C. Concentración colorante 60ppm. 

 
3.2 Remoción de colorante cristal violeta en medio líquido sin matriz de soporte. 

El porcentaje de remoción del colorante se determinó al cabo de tres semanas de cultivo, los 
tratamientos inoculados con los hongos Pycnoporus sp. y Trametes sp. presentaron altos 
porcentajes de remoción del colorante en 20ppm y 60ppm en comparación con los 
tratamientos inoculados con el hongo Lentinus sp. (Tabla 2). 

 
Tabla 2. Porcentajes de remoción de colorante cristal violeta en medio líquido extracto de 

malta inoculado con las cepas de hongos y sin matriz de soporte. 

 
Tratamientos 

Pycnoporus sp. Trametes sp. Lentinus sp. 

Semana 
1(%) 

Semana 
2(%) 

Semana 
3(%) 

Semana 
1(%) 

Semana 
2(%) 

Semana 
3(%) 

Semana 
1(%) 

Semana 
2(%) 

Semana 
3(%) 

20 ppm 77 91 95 66 78 89 57 60 60 

40 ppm 47 51 54 13 24 29 18 20 21 

60 ppm 79 87 94 63 97 98 13 14 48 

*Los porcentajes presentados en la tabla corresponden a valores promedio de los datos. 

 
En la figura 3., se observa la dinámica de la concentración del colorante cristal violeta en el 
tiempo en medios líquidos sin matriz de soporte e inoculados con los hongos seleccionados. 
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Figura 3. Concentración del colorante cristal violeta en medio líquido sin matriz de soporte e inoculado 

con Pycnoporus sp., Lentinus sp., y Trametes sp. con respecto al tiempo. A. Concentración colorante 

20ppm. B. Concentración colorante 40ppm. C. Concentración colorante 60ppm. 

 
 

3.3 Remoción de colorante cristal violeta en medio líquido incluyendo una matriz de 

soporte. 

 
Los tratamientos se incubaron durante dos semanas, momento a partir del cual no se 

observaron variaciones en los valores de remoción del colorante. Se incluyó en este caso un 

tratamiento adicional para determinar el porcentaje de absorción del colorante a la matriz 

vegetal usada como soporte para el crecimiento de la biomasa, durante el tiempo de 

incubación. 

 
Los porcentajes de remoción del colorante a partir de los tratamientos inoculados con los 

hongos se calcularon ponderando la absorción del colorante a la matriz vegetal, y el 

porcentaje de remoción de la matriz de soporte se calculó teniendo en cuenta la cantidad de 

colorante absorbida a la matriz comparado con control sin matriz. En la concentración de 

colorante 20 ppm el porcentaje de absorción del colorante a la matriz vegetal es superior al 

80%, mientras que en la concentración de 40ppm el porcentaje de absorción del colorante a 

la matriz vegetal se incrementa con el tiempo de incubación alcanzando un porcentaje de 

absorción del 40% al cabo de dos semanas (Tabla 3). De forma general los datos obtenidos 

indican una disminución de la actividad de hongos evaluados sobre el colorante, que se ve 

influenciada probablemente por la cantidad de colorante adherida a la matriz de soporte y por 

una baja cantidad de biomasa. 
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Tabla 3. Porcentaje de remoción de colorante cristal violeta en medio líquido extracto de malta 

inoculado con las cepas de hongos y con matriz de soporte. 

 
Tratamientos 

Pycnoporus sp. Trametes sp. Lentinus sp. Matriz de soporte 

Semana 
1(%) 

Semana 
2(%) 

Semana 
1(%) 

Semana 
2(%) 

Semana 
1(%) 

Semana 
2(%) 

Semana 
1(%) 

Semana 
2(%) 

20 ppm 4 6 6 9 4 7 85 86 

40 ppm 55 54 48 59 48 52 25 40 

*Los porcentajes presentados en la tabla corresponden a valores promedio de los datos. 

 

En la figura 4, se observa la dinámica de la concentración del colorante cristal violeta en el 

tiempo en medios líquidos inoculados con los hongos seleccionados, adicionando una matriz 

vegetal de soporte (Luffa sp.) 

Figura 4. Concentración del colorante cristal violeta en medios líquidos incluyendo una matriz de 
soporte, e inoculados con Pycnoporus sp., Lentinus sp., y Trametes sp. con respecto al tiempo A. 
Concentración colorante 20ppm B. Concentración colorante 40ppm. 

 
Los resultados encontrados en los tratamientos con colorante 40ppm muestran porcentajes 

de remoción del colorante del 45% a partir de la primera semana de incubación, alcanzando 

un 59% al cabo de la segunda semana. En los tratamientos con colorante 20ppm los 

porcentajes de remoción estuvieron por debajo del 10% en todos los tratamientos inoculados 

con las diferentes cepas de hongos, debido posiblemente alta tasa de absorción del colorante 

a la matriz vegetal. 

 
Una dinámica similar se observó en los cultivos con concentración de colorante 60ppm en 

estos cultivos el colorante cristal violeta se absorbió rápidamente y en su totalidad a la matriz 

de soporte durante el tiempo de incubación, limitando así la determinación del porcentaje de 

remoción referido a la actividad de los hongos evaluados. Por esta razón, no se incluyeron 

en este análisis los porcentajes de remoción biológica calculados. 

 
3.4 Determinación de la actividad de las enzimas extracelulares Lacasa y Manganeso 

Peroxidasa. 

 
A continuación, se presentan los valores de concentración obtenidos para las enzimas 

extracelulares Lacasa y Manganeso Peroxidasa, detectadas en los cultivos líquidos 

inoculados con Pycnoporus sp., Lentinus sp. y Trametes sp. en las concentraciones de 

colorante evaluadas. 
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3.4.1. Enzima Manganeso Peroxidasa (MnP): 

 
En los tratamientos con colorante 60ppm, con y sin matriz de soporte, se determinó la 

concentración de la enzima MnP cada 8 días durante todo el tiempo de incubación (3 

semanas). En los tratamientos sin matriz de soporte, para el tratamiento de Trametes sp. se 

detectó la enzima MnP en el tiempo cero, tanto para el control de crecimiento como para el 

tratamiento con colorante e inoculado con el hongo. Cabe anotar que en los tratamientos 

inoculados con el hongo Lentinus sp. se detectó concentración de la enzima MnP durante 

todo el tiempo de cultivo, en el caso del control de crecimiento la enzima se detectó a partir 

de la semana 1 y hasta el final del cultivo. 

 
Tabla 4. Detección de la enzima Manganeso Peroxidasa en los tratamientos con y sin matriz 

de soporte con colorante 60ppm. 

Actividad Manganeso Peroxidasa (U/minL) 

 
Tiempo 

Pycnoporus sp. Trametes sp. Lentinus sp. 

Cristal violeta** Control* Cristal violeta** Control* Cristal violeta** Control* 

60 ppm sin matriz de soporte 

Semana 0 33,3 0 41,3 10 22,3 0 

Semana 1 7,4 0 0 0 19,6 11,2 

Semana 2 9,7 6,8 11,9 21 16,9 3,1 

Semana 3 0 0 0 0 3,6 10 

60 ppm con matriz de soporte 

Semana 0 0 0 0 0 0 0 

Semana 1 0 20,9 0 7,9 0 0 

Semana 2 0 0 0 0 0 0 

Semana 3 0 0 0 0 0 0 

*Control de crecimiento: medio líquido extracto de malta inoculado con hongo y sin adición de colorante 

**Cristal violeta: medio líquido extracto de malta inoculado con hongo y con adición de colorante cristal violeta 

 

En los tratamientos con matriz de soporte y 60ppm de colorante, no se detectó la enzima 

MnP. Mientras que en los controles de crecimiento de Pycnopours sp. y Trametes sp., se 

detectó la enzima MnP al cabo de la semana 1 de incubación. 

 
En la Figura 5., se presenta la dinámica de producción de la enzima MnP en los cultivos con 

colorante 60ppm. Los cultivos sin matriz de soporte muestran una tendencia estable en la 

dinámica de la producción de la enzima es decir no se perciben cambios abruptos en la 

producción, contrario a lo observado en los cultivos con matriz de soporte donde se detectó 

en la semana 1 un incremento en la cantidad del enzima seguido de un descenso pronunciado 

que se extiende hasta el final del tiempo de incubación. 



Página 10 de 23  

 
 

Figura 5. Determinación de la actividad de la enzima Manganeso Peroxidasa (MnP) en los cultivos 
líquidos con colorante cristal violeta 60ppm, inoculados con los hongos evaluados; con y sin matriz de 
soporte. A. Actividad MnP de Pycnoporus sp., concentración 60ppm sin matriz de soporte. B. Actividad 
MnP de Pycnoporus sp., con matriz de soporte. C. Actividad MnP de Lentinus sp., sin matriz de 
soporte. D. Actividad MnP de Lentinus sp., con matriz de soporte. E. Actividad MnP de Trametes sp., 
sin matriz de soporte. F. Actividad MnP de Trametes sp., con matriz de soporte. 

 
En los tratamientos con concentraciones de colorante 20 y 40ppm, con y sin matriz de 

soporte, se determinó la concentración de la enzima MnP al final del tiempo de incubación 

(Tabla 5). De forma general en ambos tratamientos, con y sin matriz de soporte, para las 

concentraciones mencionadas (20 y 40 ppm) se detectó la enzima MnP tanto en los 

tratamientos con colorante como en los controles de crecimiento, a excepción de lo observado 

en el cultivo con colorante 20 ppm con matriz de soporte para Trametes sp., donde no se 

detecta la enzima en el tratamiento con colorante y el control. 

 
Los datos en 40 ppm sin matriz de soporte muestran una concentración similar de la enzima 

MnP en los cultivos inoculados con las tres cepas de hongos, tanto en los tratamientos con 

colorante como en los controles de crecimiento. Asimismo, en los tratamientos con matriz de 

soporte y los controles se detectó la enzima MnP, con excepción del control de Trametes sp. 

donde no fue detectada (Tabla 5). 
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Tabla 5. Detección de la actividad de la enzima Manganeso peroxidasa en los tratamientos 

con y sin matriz de soporte con concentración de colorante de 20 y 40ppm. 

Actividad Manganeso Peroxidasa (U/minL) 

 
 

Tratamientos 

Pycnoporus sp. Trametes sp. Lentinus sp. 

Cristal 
violeta** 

 
Control* 

Cristal 
violeta** 

 
Control* 

Cristal 
violeta** 

 
Control* 

20 ppm sin matriz de soporte 108,9 266 271 1,5 33,3 303,8 

40 ppm sin matriz de soporte 321,6 1,7 355,2 1,4 346,2 1,3 

20 ppm con matriz de soporte 22,9 47,0 0 0 13,6 16,2 

40 ppm con matriz de soporte 158,5 47,0 85,2 0 232 16,2 

*Control de crecimiento: medio líquido extracto de malta inoculado con hongo y sin adición de colorante 

**Cristal violeta: medio líquido extracto de malta inoculado con hongo y con adición de colorante cristal violeta 

 

Los datos en 20 ppm sin matriz de soporte muestran una alta concentración de la enzima 

MnP en el tratamiento inoculado con Trametes sp. en comparación con los tratamientos 

inoculados con Pycnoporus sp. y Lentinus sp., en los que también se detectó la enzima. En 

los tratamientos con matriz de soporte inoculados con Pycnoporus sp. y Lentinus sp. se 

observó una alta concentración de la enzima en el control de crecimiento, con una 

particularidad y es que para Lentinus sp. se detectaron valores similares de la enzima en 

ambos, tratamientos con colorante y control de crecimiento. 

 
3.4.2 Enzima Lacasa (Lac): 

 
En los tratamientos con colorante 60 ppm, con y sin matriz de soporte, se determinó la 

concentración de la enzima Lac cada 8 días durante todo el tiempo de incubación (3 

semanas). 
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Tabla 6. Detección de la enzima Lacasa en los tratamientos con y sin matriz de soporte con 

concentración de colorante 60 ppm. 

Actividad Lacasa (U/minL) 

 
 

Tiempo 

Pycnoporus sp. Trametes sp. Lentinus sp. 

Cristal violeta** Control* Cristal violeta** Control* Cristal violeta** Control* 

60 ppm sin matriz de soporte 

Semana 0 114,4 73,9 10,4 57,1 1,6 8,7 

Semana 1 128 249,9 58,7 27,3 1,9 8,3 

Semana 2 153,8 259,9 108,1 38,5 0,8 4,2 

Semana 3 15,2 93,8 81,3 27 1,5 17,5 

60 ppm con matriz de soporte 

Semana 0 1,3 47,6 0,5 2,7 3,7 0,8 

Semana 1 14,7 31,7 9,5 0 11,3 80,7 

Semana 2 3,2 108,8 0 9,8 2,2 5,1 

Semana 3 1,3 67,9 0,4 44,1 1,1 1,6 

*Control de crecimiento: medio líquido extracto de malta inoculado con hongo y sin adición de colorante 

**Cristal violeta: medio líquido extracto de malta inoculado con hongo y con adición de colorante cristal violeta 

 

De forma general, en los tratamientos inoculados con las tres cepas de hongos, con y sin 

matriz de soporte, la concentración más alta de enzima Lac se detectó en los controles de 

crecimiento del tratamiento inoculado con Pycnoporus sp. (Figura 6). En los tratamientos con 

colorante sin matriz de soporte se observó una variación de la concentración de la enzima 

durante el tiempo de incubación, en los tratamientos inoculados con Pycnoporus sp, tanto el 

control cómo para el tratamiento exhiben una dinámica similar, mientras que para Trametes 

sp. se observa un comportamiento similar hasta semana 2, y posteriormente se da un 

incremento en la concentración de la enzima en el control, en comparación con el tratamiento 

donde la cantidad disminuye. En el tratamiento inoculado con Lentinus sp. se detectó una alta 

concentración de la enzima en la semana 3 con respecto al control de crecimiento fue menor. 
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Figura 6. Determinación de la actividad de la enzima Lacasa (Lac) en los cultivos líquidos con colorante 
cristal violeta 60ppm, inoculados con los hongos evaluados; con y sin matriz de soporte. A. Actividad 
Lac de Pycnoporus sp., sin matriz de soporte. B. Actividad Lac de Pycnoporus sp., con matriz de 
soporte. C. Actividad Lac de Lentinus sp., sin matriz de soporte D. Actividad Lac de Lentinus sp., con 
soporte. E. Actividad Lac de Trametes sp., sin matriz de soporte F. Actividad Lac de Trametes sp., con 
matriz de soporte. 

En los tratamientos inoculados con Trametes sp. y con matriz de soporte, se detectó una baja 

cantidad de la enzima durante todo el tiempo de incubación, mientras que en el control de 

crecimiento se observó un incremento a partir de la semana 2 y hasta el final del tiempo de 

incubación. En los tratamientos inoculados con Lentinus sp. y su respectivo control de 

crecimiento se detectó la enzima Lac al cabo de la semana 1 de incubación, siendo más alta 

la concentración de la enzima en el control. En cuanto a los tratamientos inoculados con 

Pycnoporus sp. también se detectó la enzima Lac en la semana 1 de incubación, siendo más 

significativa la cantidad detectada en el control comparado con el tratamiento inoculado en el 

cual la cantidad de enzima tiende a disminuir hacia el final del experimento (Figura 6). 

 
En los tratamientos con las concentraciones de colorante 40 y 20ppm, con y sin matriz de 

soporte, se determinó la concentración de la enzima Lac al final del tiempo de incubación. En 

todos los cultivos, tratamiento y control, con ambas concentraciones de colorante se detectó 

la enzima Lac, siendo mayor la cantidad de enzima detectada en los controles que en los 
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tratamientos, con excepción del tratamiento inoculado con Lentinus sp. y con matriz de (Tabla 

7). 

 
Tabla 7. Detección de la actividad de la enzima Lacasa en los tratamientos con y sin matriz 

de soporte con concentración de colorante de 20 y 40ppm. 

Actividad Lacasa (U/minL) 

 

 
Tratamientos 

Pycnoporus sp. Trametes sp. Lentinus sp. 

Cristal 
violeta** 

 
Control* 

Cristal 
violeta** 

 
Control* 

Cristal 
violeta** 

 
Control* 

20 ppm sin matriz de soporte 38,4 43,7 7,6 46,4 0,1 2,8 

40 ppm sin matriz de soporte 25,4 7,5 2,9 2,3 0,5 7,6 

20 ppm con matriz de soporte 25,6 37,8 0,3 0,62 13,6 4,1 

40 ppm con matriz de soporte 4,2 37,8 0,4 0,6 6,7 4,1 

*Control de crecimiento: medio líquido extracto de malta inoculado con hongo y sin adición de colorante 

**Cristal violeta: medio líquido extracto de malta inoculado con hongo y con adición de colorante cristal violeta 

 

En los cultivos con colorante 20 ppm sin matriz de soporte, se observó una alta cantidad de 

la enzima Lac en el tratamiento y control con Pycnoporus sp., mientras que en el caso de 

Lentinus sp. el control y el tratamiento presentaron bajas cantidades de la enzima. 

 
3.5 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 
Los datos presentados corresponden al análisis de varianza, partiendo de la exploración de 

datos utilizando la prueba de normalidad Shapiro Wilk y una prueba de homogeneidad de 

varianza. Los análisis paramétricos se realizaron con una prueba Anova y la comparación de 

medias utilizando la prueba de Tukey. Los análisis no paramétricos se realizaron utilizando la 

prueba de Kruskal Wallis y la prueba de comparaciones no paramétricas de Dunn todos con 

un nivel de significancia de 95%. 

 
En los cultivos en medio sólido, con concentración de colorante 20 ppm (Figura 7A) se 

encontraron diferencias significativas entre los tratamientos inoculados con las tres cepas de 

hongos, en la semana 1 y 3. Asimismo, en los tratamientos con 40 ppm (Figura 7B), solo se 

observan diferencias significativas en la semana 1 en los tratamientos inoculados con 

Lentinus sp. y Pycnoporus sp. con respecto a los inoculados con Trametes sp. En los 

tratamientos con concentración de 60 ppm e inoculados con Lentinus sp. y Pycnoporus sp. 

no se encontraron diferencias significativas durante las semanas 2 y 3 (Figura 7C). 
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Figura 7. Análisis estadístico de la remoción de colorante en medio de cultivo sólido con una 

significancia del 95% A. Colorante 20 ppm B. Colorante 40 ppm C. Colorante 60 ppm 

 
En los tratamientos con colorante 20 ppm sin matriz de soporte (Figura 8A), se observan 

diferencias significativas en todos los tiempos evaluados, y a partir de la semana 2 se 

observaron diferencias entre los tratamientos. En los cultivos con colorante 20 ppm con matriz 

de soporte (Figura 8B), solo se observan diferencias significativas en la semana 1 y 2; en la 

semana 3 los tratamientos inoculados con Lentinus sp. y Trametes sp. no presentaron 

diferencias entre sí. 
 

Figura 8. Análisis estadístico de la remoción de colorante en medio de cultivo líquido con y sin matriz 

de soporte para la concentración de 20 ppm con una significancia del 95% A. sin matriz de soporte B. 

con matriz de soporte. 

 

En los tratamientos con 40 ppm sin matriz de soporte (Figura 9A), se observan diferencias 

significativas a partir de la semana 1, en la semana 3 el control de colorante y el tratamiento 

inoculado con Lentinus sp. no presentaron diferencias entre sí. Asimismo, los tratamientos 

inoculados con Pycnoporus sp. y Trametes sp. no presentaron diferencias significativas entre 
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sí. En el experimento 40 ppm con matriz de soporte (Figura 9B), se observaron diferencias 

significativas en todos los tiempos evaluados, en la semana 2 se hallaron diferencias entre el 

control de colorante y el cultivo con la matriz de soporte; los tratamientos con colorante e 

inoculados con los hongos no tuvieron diferencias entre sí. 

 
 

 
Figura 9. Análisis estadístico de la remoción de colorante en medio de cultivo líquido con y sin matriz 

de soporte para la concentración de 40 ppm con una significancia del 95% A. sin matriz de soporte B. 

con matriz de soporte. 

 
En los tratamientos con una concentración de 60 ppm, con y sin matriz de soporte (Figura 

10A y B), se observaron diferencias significativas a partir de la semana 1. 
 

Figura 10. Análisis estadístico de la remoción de colorante en medio de cultivo líquido con y sin matriz 

de soporte para la concentración de 60ppm con una significancia del 95% A. sin matriz de soporte B. 

con matriz de soporte. 

 
Los tratamientos sin matriz de soporte e inoculados con Pycnoporus sp. y Trametes sp. no 

presentaron diferencias significativas entre sí. En contraste, los tratamientos con matriz de 

soporte e inoculados con Lentinus sp. y Trametes sp. presentaron diferencias significativas 

en la semana 3. 
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4. DISCUSIÓN 

 
Para la evaluación de la transformación o degradación de colorantes se emplean métodos 

dependientes de cultivo, sólido y líquido; a partir de los cuales es posible elucidar la dinámica 

de crecimiento del microorganismo en presencia del colorante, así como aspectos 

relacionados con fenómenos de disolución, absorción y desorción de la molécula colorante y 

por supuesto la eficiencia de remoción. Cabe anotar que la efectividad y la eficiencia de la 

transformación o remoción de la molécula contaminante está influenciada entre otros, por sus 

características químicas y grado de toxicidad, además de la capacidad metabólica del 

microorganismo utilizado para el proceso (Gao et al., 2018; Dong et al., 2019; Sunita V et al., 

2020). Frente a los fenómenos de absorción y desorción algunos autores sugieren que la 

biodisponibilidad de la molécula se ve favorecida por la mezcla continua que se da en los 

medios líquidos en agitación, en comparación con la dinámica que se tiene en los medios 

sólidos donde la homogenización de la molécula contaminante en el medio dependerá de las 

propiedades hidrofílicas de la molécula. Sin embargo, cabe anotar que en comparación con 

los medios líquidos en los medios sólidos la tasa de asimilación de nutrientes por parte del 

microorganismo es más alta lo que genera un incremento rápido de la biomasa, seguido del 

agotamiento de los nutrientes y favoreciendo así la expresión de las enzimas ligninolíticas y 

la rápida transformación del colorante (González y Herrera, 2011). 

 

Los hongos empleados en este trabajo para evaluar la remoción del colorante cristal violeta, 

hacen parte del grupo de hongos de la podredumbre blanca, que son frecuentemente 

utilizados por su versatilidad metabólica en la degradación o transformación de una gran 

variedad de moléculas químicas contaminantes (Kathiravan y Gnanadoss, 2021). Los 

resultados encontrados en el presente estudio indican que de los hongos evaluados, los 

pertenecientes a los género Trametes sp. y Pycnoporus sp. tienen la capacidad de remover 

en mayor porcentaje el colorante cristal violeta en ambos medios de cultivo, sólido y líquido 

(Tabla 1 y 2), en comparación con los tratamientos inoculados con Lentinus sp., un alto 

porcentaje de remoción se da en el medio sólido comparado con el medio líquido, 

coincidiendo estos resultados con datos previamente reportados para este género en 

particular y que sugieren además, de forma similar a lo observado respecto al porcentaje de 

remoción, que se produce una mayor cantidad de enzimas extracelulares en medios sólidos 

en comparación con los medios líquidos (Tripathi, 2012). 

 
De forma general, se asume que el mecanismo de remoción del colorante utilizando hongos 

de la podredumbre blanca suele dividirse en dos partes, inicialmente tiene lugar un fenómeno 

de sorción del colorante a la biomasa fúngica, seguido de la transformación de la molécula 

colorante por acción de las enzimas extracelulares producidas por el hongo: Lacasa, Lignina 

peroxidasa y Manganeso peroxidasa, las cuales tienen poca especificidad y por tanto pueden 

degradar o transformar una variedad de compuestos xenobióticos, incluidos los colorantes 

(Periasam et al., 2019; Riegas et al.,2020). La enzima Lacasa es una enzima polifenólica que 

cataliza la oxidación de diferentes compuestos aromáticos utilizando el oxígeno como aceptor 

de electrones (Duarte et al., 2018) y la enzima Manganeso peroxidasa es una 

hemoperoxidasa que cataliza la reacción de oxidación de Mn2+ a Mn3+ utilizando peróxido de 

hidrógeno y oxidando compuestos como la lignina, y otras moléculas químicas (Hildén y 

Mäkelä,2018). Cabe anotar que la actividad de estas enzimas extracelulares es un aspecto 

importante dentro del metabolismo de los hongos de la podredumbre blanca, hasta el punto 
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que se ha considerado una relación directa entre la producción de tales enzimas y la 

transformación de moléculas químicas como los colorantes (Wang et al., 2022). 

 
Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran una alta concentración de la enzima 

Lac en los cultivos inoculados con los hongos de los géneros Pycnoporus sp. y Trametes sp. 

en comparación con la concentración para la misma enzima detectada en los tratamientos 

inoculados con Lentinus sp. Coincidiendo en este caso con lo reportado por González et al 

(2019) durante la transformación del colorante antraquinónico Blue19 en presencia de 

Trametes sp., donde se detectaron 15,36 U/g de la enzima Lac, y los datos reportados por lo 

Dauda y Erkurt (2020) durante la transformación de los colorantes antraquinónicos Azul ácido 

62 y Azul reactivo 19 en cultivos inoculados con el hongo Pycnoporus sp., que reportaron una 

concentración de 143000 Ul-1 para la misma enzima (González et al.,2019; Dauda y Erkurt, 

2020). 

 
Los porcentajes de remoción del colorante cristal violeta detectados para el género 

Pycnoporus sp. en el presente trabajo están alrededor del 95% acompañado de un 

incremento en la producción de las enzimas extracelulares, Lac y MnP, a partir de la segunda 

semana de incubación, siendo mayor la concentración de la enzima Lac. Este aspecto en 

particular relacionado con la producción de enzimas extracelulares ha sido previamente 

indicado, sugiriendo una menor producción de enzimas tipo peroxidasas en los procesos de 

transformación en los que participa el hongo Pycnoporus sp. (Soto et al.,2017). 

 
Respecto a la dinámica observada en los tratamientos inoculados con el género Trametes 

sp., en el presente estudio se evidenció la producción de ambas enzimas Lac y MnP después 

de la primera semana de incubación y un porcentaje de remoción de colorante del 98%, 

coincidiendo también con datos previos que reportan valores máximos de estas enzimas al 

cabo de 7 días de incubación (Piyangkun et al.2018). Cabe anotar que comúnmente en los 

procesos de degradación o transformación de los colorantes, azoicos y trifenilmetanos, por 

hongos de la podredumbre blanca se ha indicado que la enzima Lac es la responsable de 

oxidar los grupos cromóforos de estos dos grupos de colorantes, generando intermediarios 

con bajo potencial redox y que no catalizados por las enzimas tipo peroxidasas; observándose 

en consecuencia un incremento en la producción de la enzima Lac respecto a la enzima MnP 

(Hernández et al. 2020). 

 
De forma general, se ha asociado la producción de las enzimas extracelulares en los hongos 

de la podredumbre blanca a la composición del medio de cultivo utilizado, sugiriendo que 

algunos componentes del medio (glucosa y nitrógeno) tienen un papel fundamental como 

promotores de la producción de una u otra enzima (Kameshwar y Qin ,2017). La glucosa 

presente en el medio es una fuente alternativa de carbono para el hongo, que promueve la 

activación de su maquinaria metabólica y por tanto la producción de enzimas (Kumar et al. 

2016); el nitrógeno por su parte, es un nutriente esencial para que se lleve a cabo el 

crecimiento micelial y también la producción de enzimas, algunos estudios sugieren por 

ejemplo que un aumento en la concentración de nitrógeno al 0,5% en el medio de cultivo 

produce un incremento en la tasa de decoloración (Munera et al.,2017). Así las cosas, la 

evaluación de diferentes proporciones de glucosa y nitrógeno en el medio de cultivo y su 

impacto sobre las tasas de producción de las enzimas extracelulares y los porcentajes de 

remoción del colorante, se plantean como una proyección de este trabajo con miras a 

https://www.tandfonline.com/author/Lueangjaroenkit%2C%2BPiyangkun
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establecer las mejores condiciones para incrementar la eficiencia del proceso de 

decoloración. 

 
Sumado a la composición de los medios de cultivo, también se sugiere la utilización de 

superficies de soporte para favorecer el crecimiento de la biomasa del hongo al proveer una 

superficie que permita la expansión del micelio. En este trabajo se evaluó la utilización de un 

material vegetal (Luffa sp.) como superficie de soporte para el crecimiento del hongo. La Luffa 

sp. está compuesta principalmente de celulosa (62,34%), hemicelulosa (84,84%) y lignina 

(14,04%) y presenta una estructura similar a un sistema vascular fibroso que funciona 

generalmente como superficie bio-adsorbente debido a la interacción de sus fibras 

protonadas con radicales químicos libres (Akgul et al, 2013; Peluffo y Pereira,2017; Chaparro 

y Gómez, 2018). Este material particularmente se ha empleado para inmovilizar diferentes 

géneros de hongos con potencial biotecnológico para recuperar ambientes contaminados con 

metales tóxicos, sustancias colorantes y otros compuestos xenobióticos presentes en 

matrices acuosas (Laraib et al., 2020). 

 
Los resultados obtenidos en los tratamientos en medio líquido con colorante, con matriz de 

soporte e inoculados con las cepas de hongo evaluadas, mostraron la ocurrencia de 

fenómenos de absorción del colorante a las fibras vegetales de la matriz de soporte, limitando 

la adherencia del hongo a la matriz y disminuyendo la producción de suficiente biomasa 

fúngica. Adicionalmente, la unión del colorante a la matriz afectó la eficiencia de su remoción 

biológica, pues al contrario de lo que se esperaba ninguno de los hongos empleados para 

inocular los tratamientos tuvo la capacidad para colonizar adecuadamente las fibras vegetales 

coloreadas, limitando el crecimiento de la biomasa y la actividad metabólica del hongo sobre 

la molécula de colorante. Esta hipótesis se refuerza con los resultados observados en cuanto 

a la baja producción de enzimas extracelulares, MnP y Lac, en los tratamientos que contenían 

la matriz de soporte, pues cómo se mencionó anteriormente una característica importante de 

este material es su capacidad de absorción, que se hizo evidente en los cultivos donde se 

observó la ocurrencia de este fenómeno, disminuyendo a su vez la posibilidad de que las 

células fúngicas presentes en el medio puedan transformar o degradar el colorante (Bhagwat 

y Jaspal, 2022). 

 
5. CONCLUSIONES 

 
Los hongos de la podredumbre blanca de los géneros Pycnoporus sp., Trametes sp. y 

Lentinus sp., tienen la capacidad para remover el colorante cristal violeta, tanto en medios 

sólidos como en medios líquidos, siendo los géneros Pycnoporus sp. y Trametes sp. los que 

exhibieron una mayor eficiencia en la remoción del colorante con porcentajes de remoción 

del 95% y 98% respectivamente. Esta dinámica se relaciona a su vez con la detección de 

una alta concentración de enzimas extracelulares, particularmente de la enzima Lac 

responsable de la transformación de una variedad de moléculas colorantes, estos hallazgos 

ponen de manifiesto el potencial biotecnológico principalmente del género Pycnoporus sp. 

como una alternativa para la realización de procesos similares a mayor escala. 

 

Adicionalmente, se encontró que el empleo de la matriz de soporte, Luffa sp., no tuvo un 

efecto significativo sobre la eficiencia del proceso de remoción del colorante y tampoco 

favoreció la producción de una mayor cantidad de enzimas extracelulares, por el contrario, 

tuvo un efecto limitante en la acción de los hongos sobre colorante cristal violeta. 
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