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RESUMEN

El colorante azoico Rojo 40 (R40) es uno de los mas utilizados en la industria textil y alimentaria, las
cuales generan residuos coloreados que ocasionan efectos ecotoxicoldgicos negativos, de ahi la
importancia de su adecuada disposicion o tratamiento. De forma general el tratamiento de las aguas
residuales coloreadas se basa en el empleo de métodos fisicos (adsorcién) y quimicos (oxidacion),
que implican en la mayoria de los casos altos costos de inversion en equipos, y no siempre son
efectivos para la remocion del colorante. En este trabajo se evalud el empleo de una estrategia
bioldgica para la transformacion del colorante azo R40 en un biorreactor estatico de 6L. Las cepas
de hongos evaluadas se obtuvieron a partir de un proceso de bioprospeccidon en el cual se recolectaron
un total de 7 cepas de hongos de la podredumbre blanca (HPB). El potencial para transformar o
degradar el colorante se determin6 en medios sélidos y liquidos, para los cuales se optimizaron las
condiciones de cultivo. Asimismo, se determind la producciéon de las enzimas extracelulares
(Manganeso peroxidasa y Lacasa). El efluente tratado se analizd por resonancia magnética nuclear
(RMN) para establecer la transformacion y/o degradacion del colorante, y adicionalmente se realiz6
un ensayo de fitotoxicidad para evaluar el grado de toxicidad del efluente postratamiento. De las 7
cepas de géneros de HPB aislados, se escogi6 el género Lentinus sp., el cual presentd el mayor
porcentaje de decoloracion durante los ensayos. En el tratamiento final en reactor de 6L se alcanzé
una degradacién de 52% en 12 dias partiendo de una concentracion inicial de 80 mg/L de colorante
y se detect6 una alta concentracion de la enzima manganeso peroxidasa (120,9 U.min/L) que coincide
con el inicio del proceso de degradacion de la molécula. Asimismo, el efluente muestra una reduccion
de la toxicidad en un 75%. Los datos obtenidos por RMN sugieren la degradacion de la molécula del
colorante R40 al evidenciar la pérdida de la aromaticidad de la molécula parental.

Palabras clave: Aguas residuales, azo, colorantes, hongos de la podredumbre blanca, industria textil,
Lentinus sp., Rojo 40.



ABSTRACT

The azoic dye Red 40 (R40) is widely used in textile and food industries, releasing R40- contaminated
effluents into water bodies with demonstrated ecotoxicological effects, highlighting the importance
of proper disposal or treatment. Typically, treatment of colored wastewater involves physical
methods (adsorption, filtration) and chemical methods (oxidation, coagulation), which often incur
high equipment costs and may not be highly effective in dye removal. This study evaluates a
biological strategy for R40 dye removal in a 6L bioreactor. Fungal strains were obtained through
bioprospecting, yielding 7 white rot fungi strains. Their potential for dye transformation/degradation
was assessed in solid and liquid media, with optimized cultivation conditions. Extracellular enzyme
production (Manganese peroxidase and Laccase) was determined. The treated effluent was analyzed
using nuclear magnetic resonance (NMR) to determine dye transformation/degradation, and a
phytotoxicity assay evaluated post-treatment effluent toxicity. Lentinus sp., was chosen from the 7
isolated white root fungi strains for its high decolorization percentages during assays. In static
bioreactor (6L) treatment, 52% degradation was achieved over 12 days from an initial concentration
of 80 mg/L of dye, with manganese peroxidase enzyme concentration of 120.9 U.min/L at the
beginning of degradation process, and effluent toxicity reduced by 75%. RMN data suggests R40
degradation processes by white root fungi, due to the loss of aromaticity of the parental molecule.
These results highlight a potential way to remove harmful molecules from the environment.

Keywords: Azo, dyes, Lentinus sp., Textile industries, wastewater, white rot fungus, Red 40.



CONTENIDO

La contaminacion de los cuerpos de agua causada por vertimientos no controlados de aguas residuales
industriales contaminadas con colorantes es un problema latente en la actualidad a nivel mundial y
local; que genera consecuencias adversas para el ecosistema acuatico y a su vez constituye un riesgo
para la salud humana y animal. Con el interés de mitigar este efecto negativo, se han implementado
tratamientos fisicos y quimicos para la remocion de los colorantes en las aguas residuales con efectos
colaterales como la generacion de moléculas quimicas, en algunos casos mas toxicos, o la produccion
de residuos adicionales que requieren una disposicion adicional; siendo finalmente una opcion
costosa y poco efectiva para su aplicacion. En la busqueda de soluciones para hacer frente a esta
problematica, los tratamientos bioldgicos surgen como una alternativa prometedora para la remocion
de este tipo de contaminantes. En esta linea, los hongos de la de la podredumbre blanca (HPB), han
mostrado tener el potencial metabdlico adecuado para aplicarse en procesos biotecnoldgicos,
orientados a la recuperacién de matrices ambientales contaminadas.

En este contexto, el presente trabajo se propuso evaluar la decoloracion del colorante azo Rojo 40
(R40) en aguas residuales provenientes de una industria textil, a partir de la evaluacion de cepas
nativas de hongos de la podredumbre blanca colectados en la ciudad de Medellin. El proceso de
decoloracion se llevd a cabo en un biorreactor operado en lote sin agitacion y fermentacion
sumergida, planteando los siguientes objetivos especificos:

1. Evaluar el proceso de decoloracion del agua residual coloreada con Rojo 40 utilizando cepas
nativas de HPB en sistemas de operacién en lote, empleando espectrofotometria UV/vis para
la determinacion de la desaparicion de colorante.

2. Detectar los metabolitos intermediarios producto de la decoloracién de Rojo 40 realizada
por cepas nativas de HPB, utilizando resonancia magnética nuclear.

3. Determinar el nivel de toxicidad del efluente resultante del tratamiento en el biorreactor
utilizando ensayos de fitotoxicidad.

El desarrollo metodoldgico y los resultados obtenidos se consignan en los siguientes productos:

Estado del arte: En el cual se abordan las generalidades de los colorantes azo frecuentemente
utilizados en la industria textil, el panorama actual de las aguas residuales coloreadas liberadas por
esta industria y los esfuerzos realizados para mitigar el impacto a través de la implementacion de
diferentes estrategias de tratamiento de estas aguas. Asimismo, la necesidad de explorar alternativas
biotecnoldgicas que aprovechan el metabolismo microbiano para la remocion de compuestos
colorados en aguas residuales; haciendo énfasis en los procesos de micorremediacion. Esta revision
permitié detectar identificar aspectos criticos que deben tenerse en cuenta para el desarrollo e
implementacion de tratamientos de aguas residuales coloreadas utilizando HPB.

Bioprospeccion de HPB y evaluacion del potencial de decoloracion: En esta etapa se realizo la
busqueda en campo de cepas nativas de HPB y se evalu6 su potencial metabélico para la decoloracion
y remocion de R40, asimismo, se evaluaron las condiciones dptimas para el establecimiento del
tratamiento de este tipo de colorante en un biorreactor.

Evaluacién de la remocién y decoloracion de R40 en un biorreactor estatico: Por ultimo, se evalud el
tratamiento del agua residual coloreada en un biorreactor estatico bajo las condiciones estandarizadas
para el cultivo del HPB. El proceso se realiz6 en un biorreactor de 6 L en cultivo sumergido inoculado
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con el hongo Lentinus sp. La eficacia del tratamiento se determind por la reduccién en la
concentracion del colorante R40, adicionalmente, se tuvo en cuenta el porcentaje de remocion de
materia orgénica en el sistema medida en términos de demanda quimica de oxigeno (DQO), se
detectaron los posibles subproductos generados durante el tratamiento bioldgico, y el nivel de
toxicidad del efluente final.

Los resultados encontrados evidencian el potencial metabolico que tienen los HPB, particularmente
el género Lentinus sp., como alternativa promisoria para el desarrollo de estrategias biotecnoldgicas
a gran escala en el manejo de descargas industriales coloreadas.
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Estado del arte: Decoloracion bioldgica de colorantes azo provenientes de la industria textil

Las aguas residuales industriales son una de las principales fuentes de contaminacion para el medio
ambiente, especialmente para el suelo y los cuerpos de agua natural. Esto se debe a que diversos
sectores industriales emplean colorantes sintéticos en sus procesos, resultando en la descarga de aguas
residuales coloreadas. La presencia de moléculas colorantes en el ambiente tiene impactos tanto en
los ecosistemas como en la salud humana. Por lo tanto, es crucial aplicar tratamientos adecuados a
estas aguas antes de su liberacion al ambiente (Mokif 2019; Yusuf et al. 2019). Los colorantes
sintéticos contienen en su estructura moléculas complejas, haciéndolos mas estables y menos
biodegradables (Ahmadian, M et al. 2023); contribuyendo asi a la contaminacion masiva del
ambiente por causa de los vertidos industriales del sector farmacéutico, textil, alimentario, papelero
y cosmeético; teniendo un mayor impacto la industria papelera y textil por su elevado consumo de
colorantes en los procesos de tefiido (Nachiyar et al. 2023; Fideles et al., 2024).

Los colorantes azoicos son los mas empleados en la industria textil con un porcentaje de uso entre 50
%y el 70 %. Estas moléculas se producen a partir de la diazotizacién de aminas aromaticas primarias,
seguido del acoplamiento con compuestos nucledfilos como aminoéacidos e hidroxiacidos, formando
asi el grupo més extenso de colorantes sintéticos (Nachiyar et al. 2023). Como resultado de su
aplicacién, entre el 15 % y el 50 % de estos colorantes no se adhieren a fibras y tejidos durante los
procesos de tefiido y son vertidos directamente a las aguas residuales. Estos colorantes son
particularmente problematicos debido a su baja tasa de remocion mediante tratamientos fisicos y
quimicos, resistencia a los métodos de tratamiento bioldgico mediado por bacterias y su propension
a generar subproductos toxicos durante procesos de oxidacion, hidrolisis y otras reacciones quimicas
que tienen lugar en matrices complejas como lo son las aguas residuales (Dutta et al. 2024; Shahamat
et al. 2022).

Los hongos de la podredumbre blanca (HPB) revisten gran interés biotecnolégico por su versatilidad
para metabolizar diferentes compuestos complejos, entre los que se cuentan los colorantes azo
clasificados como altamente recalcitrantes (Herath et al. 2024; Senthil et al. 2022; Sen et al. 2016).
En este contexto, el presente trabajo de revision aborda las generalidades sobre las implicaciones del
tratamiento de los colorantes azo utilizando hongos de la podredumbre blanca como agentes para la
biorremediacion.

La industria textil y el uso de colorantes.

La industria textil es uno de los principales contribuyentes a la economia global (Al-Tohamy et al.
2022) y a su vez, esta industria es la segunda mayor contribuyente de descargas de aguas residuales
coloreadas a nivel mundial generando serias amenazas al ambiente (Mani et al. 2018). Anualmente
la industria textil utiliza 10.000 toneladas de colorantes de las 7x107 toneladas producidas a nivel
mundial en diferentes etapas de su cadena productiva (Al-Tohamy et al. 2022). Paises del medio
oriente como Bangladesh e India son considerados potencia mundial en la industria textil (Slama et
al. 2021). En Bangladesh, por ejemplo, se proyectdé para el afio 2021 un incremento en la
contaminacion generada por efluentes de la industria textil del 50 % respecto al afio 2011. Sin
embargo, de ser implementados métodos de tratamiento se reduciria la contaminacion generada por
los efluentes textiles en un 22 %; A pesar de esto, los métodos fisicos y quimicos disponibles tienen
un elevado costo y no son de facil adquisicion para las industrias de este tipo (Hossain et al. 2018).
En el grafico 1, se muestran los paises con mayor contaminacion causada por vertimientos de agua
residual de la industria textil, el principal pais a nivel mundial es Turquia con un 32.8 % y a nivel de
américa latina México con un 16.9 % (ONU, 2015).



Contaminacidén del agua por industria textil
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Gréfico 1. Contaminacion del agua generada por vertimientos de la industria textil a nivel mundial. Fuente: ONU, 2015. Elaboracion
propia.

En Colombia, la industria textil es importante para la economia, generando cerca del 28 % de los
empleos a nivel nacional siendo Medellin el principal centro de produccién textil del (Zuleta 2013),
No obstante, la industria textil a su vez representa una de las mayores fuentes de contaminacion,
puesto que las etapas de su proceso productivo implican un elevado consumo de agua y energia,
generando ademas vertimientos contaminados a los efluentes hidricos (Holguin et al. 2017). Por lo
anterior, la industria textil ha buscado diferentes alternativas para mitigar su impacto ambiental como
los programas de ahorro y uso eficiente del agua, ahorro de energia y la implementacion de los
tratamientos disponibles para disminuir la carga contaminante de sus vertimientos (Shabbir et al.
2019). Sin embargo, la implementacién de las tecnologias para el tratamiento de aguas residuales
tiene un alto costo; y teniendo en cuenta que el 90.4 % de la industria textil son microempresas, sin
capacidad econdémica para acceder a dichas tecnologias, se incrementa la limitante en hacer frente a
deterioro ambiental que suscita. Los efluentes de la industria textil estan clasificados entre los mas
contaminantes, pues ademas, de su composicion quimica se requiere de un alto gasto de agua durante
los procesos de tefiido y estampado, lo que genera una elevada cantidad de aguas residuales
coloreadas con una mezcla de compuestos organicos e inorganicos, sales, acidos, bases, compuestos
organoclorados, fosfatos totales, sélidos disueltos, sélidos suspendidos y ocasionalmente metales
pesados, las cuales en la mayoria de los casos son vertidas a los cuerpos de agua sin un tratamiento
previo (Al-Tohamy et al. 2022).

Generalidades de los colorantes.

Los colorantes sintéticos son moléculas organicas cuya estructura molecular incluye compuestos
carbonados y compuestos aromaticos (Dave et al. 2022). La caracteristica colorante se debe a la
presencia de un grupo cromoforo y la intensidad del color esta dada por un grupo auxocromo, el cual,
permite mejorar la fijacion de los tintes a la matriz en donde son aplicados (Malik et al 2014; Herath
etal. 2024). Segun su estructura quimicay el grupo cromdéforo que contienen, los colorantes sintéticos
se clasifican como: Azo, Antraquinonas, Ftalocianinas, Sulfuricos y Nitro (Figura 1).
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CLASIFICACION DE COLORANTES SINTETICOS SEGUN SU
ESTRUCTURA QUIMICA

AZO

FTALOCIANINA

Figura 1. Clasificacién de colorantes sintéticos segun su estructura quimica, se incluye el enlace que forma el grupo croméforo de
cada clasificacion. Elaboracion propia.

Los colorantes sintéticos desempefian un papel fundamental en diversas industrias debido a sus variadas
propiedades y aplicaciones. Los colorantes azo, que constituyen mas del 50% de los colorantes sintéticos, son
ampliamente utilizados en las industrias textil, alimentaria y cosmética por su capacidad para producir colores
brillantes y duraderos (Rafatullah et al. 2021; Yaseen et al. 2019). Por otro lado, los colorantes nitro, aunque
menos comunes, se aplican en la industria de tintas, cueros y plasticos debido a su notable estabilidad térmica
y quimica (Ali et al. 2022; Verma et al. 2020). Los colorantes sulflricos, caracterizados por sus grupos
sulfonatos que mejoran su solubilidad en agua, son usados en el tefiido de fibras oscuras en la industria textil,
ofreciendo colores intensos (Pal et al. 2023; Mohan et al. 2020). Asimismo, los colorantes de tipo antraquinona
son valorados en las industrias textil, papelera y de productos de cuidado personal por su resistencia a la luz y
al lavado, proporcionando colores fuertes y de larga duracion (Kumar et al. 2022; Ldpez et al. 2020).
Finalmente, los colorantes ftalocianina, conocidos por sus tonos azules y verdes intensos, se utilizan en textiles,
pinturas, tintas y plasticos gracias a su alta estabilidad y resistencia quimica (Wong et al. 2020; Afreen et al.
2021). Como es evidente, la aplicacién de los colorantes quimicos representa una parte importante del proceso
productivo de una amplia variedad de articulos de origen industrial, la principal ventaja de aplicar estos
compuestos se ve representada por su bajo costo y facil utilizacion, sin embargo, se destaca que los colorantes
suelen ser altamente recalcitrantes en el medio ambiente, ademas de ser los causantes de una variedad de
alteraciones debido a sus estructuras moleculares altamente complejas (Affat et al. 2021).

Particularmente, los colorantes azo 0 azoicos son los colorantes mas usados en la industria textil, representando
mas del 60 % de los diversos tipos de colorantes aplicados (Al-Tohamy et al., 2022). El grupo azo se divide
en subcategorias: monoazo, diazo y triazo, basandose en el nimero de enlaces dobles nitrogeno-nitrogeno que
se encuentran ligados a un grupo aromatico; y dependiendo de su pH pueden subdividirse en cationicos,
anidnicos o0 no idnicos. La tabla 1 resume los colorantes de tipo azo con mayor aplicabilidad en la industria
textil.
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Tabla 1. Caracteristicas y estructura quimica de los colorantes azo de mayor consumo en la industria textil a nivel mundial.
Adaptado de Martinez-Berra et al. 2018.

Colorante Caracteristica Estructura quimica
Diazo rojo acido 151 Compuesto organico anionico _—

capaz de tener interacciones de HzN“OH:NZN NZN*
P TeNEaTAb el

carga con el sustrato como la fibra
de lana o seda.

Naranja bésico 1 Colorante cationico que lleva
carga positiva en la porcion QN HN )
cromdéfoba de la molécula, “N@—r&m al
utilizado para tefiir fibras de CH,
poliéster.
Negro reactivo 5 Colorante anionico con varios W05 O‘ SoaNa
grupos sulfénicos, muy soluble en N =
agua. o /©,N NH, O HN\©\ .
* A
N3038'0 O‘soaNa
Azul disperso 79 Colorante anionico insoluble en O
agua, empleado en formas de ‘
dispersiones acuosas para tefiir /@/N:N
fibras sintéticas hidréfobas. . /@/NQN OH
Ma0” N
Amarillo mordente 1 Tiene una estructura con una sola e
metalizado ligadura de azo. Colorante estable r Quﬂ

gue no se desmetaliza facilmente.

Y“@ J

o o]
)j\o/\\/N\/\Ok
Azul directo 2 Colorante anidnico que se aplica
en solucién acuosa que contenga °
. - ~ 0
electrolito para realizar el tefiido
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En la industria textil, durante el proceso de tefiido, algunos colorantes no se fijan completamente a
las fibras, lo que causa que los efluentes sin tratar contengan restos de estos productos quimicos
dificiles de eliminar mediante métodos convencionales debido a su alta capacidad de disolverse en
agua (Nachiyar et al. 2023). Los métodos de tratamiento bioldgico convencionales (lodos activados,
lagunas de estabilizacion) no son generalmente efectivos contra los colorantes del tipo azo, afectando
la actividad microbiana de este tipo de procesos; por esto se ha hecho necesario evaluar
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microorganismos con actividad degradadora ante colorantes azoicos para fortalecer estos
tratamientos (Caicedo-Montoya et al., 2018).

En la figura 2, se enlistan los problemas ecol6gicos derivados de la descarga de colorantes azoicos
en cuerpos de agua, estos incluyen efectos adversos como deterioro paisajistico afectando el color y
olor de las aguas naturales, disminucion de la calidad del agua, aumentando los niveles de demanda
quimica y demanda biol6gica de oxigeno a su vez disminuyendo la concentracion de oxigeno disuelto
(Kapoor et al. 2021). Asimismo, la alteracion en el color del agua puede tener como consecuencia el
bloqueo de luz solar en la columna de agua, desencadenando la disminucién de la actividad biologica
de los organismos acuaticos que habitan el sitio afectado, llevando consigo la disminucion de la tasa
fotosintética y biodiversidad (Alzain et al. 2023). La problematica se ve agravada si se considera la
naturaleza recalcitrante de las moléculas de colorante azo que favorece la bioacumulacion de estos
en la fauna acuéatica en general (Al-Tohamy et al., 2022). ElI consumo de animales acuaticos
contaminados con colorantes es causante indirecto de afectaciones a la salud humana generando
fiebre, hipertension, alergias, disrupcion del sistema endocrino y nervioso y alteraciones mutagénicas
(Zaruma-Arias et al. 2018).

ol R N R
C @ & el &
- o o &
@ =
o @« @
G e &

Afectaciones a la
biodiversidad de los
ecosistemas acuaticos,

& D
By
%
{ \, K

LAY
- *

3%

Problemas a la salud
como alergias y danos en
la piel

Efectos negativos en la
actividad fotosintética de

plantas

Modificaciones a la
calidad del aguay
parametros
fisicoquimicos como la
DBO yDQO

Efectos mutagénicos y
carcinogénicos

Figura 2. Problemas ecotoxicoldgicos y a la salud humana causados por la liberacidn de colorantes azo en efluentes de agua residual
industrial. Adaptado de Saharan et al. 2023.

De los colorantes azo el Rojo 40 o Rojo Allura es uno de los mas utilizados en la industria textil y
alimentaria a nivel mundial, debido a su capacidad para otorgar una coloracion rojo brillante a los
productos donde es aplicado y presenta caracteristicas como una alta fijacion y estabilidad a cambios
de temperatura y pH (Mostacero et al. 2020; Tadesse et al. 2020). En la industria, este colorante es
liberado a través de los efluentes finales del proceso productivo generando preocupaciones
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ambientales puesto que al ser descargado en los cuerpos de agua sin un tratamiento adecuado puede
alterar la calidad del agua, generando eutrofizacién y es toxico para los organismos acuaticos (Li et
al. 2020). Ademaés, se ha reportado que la exposicion de humanos a este colorante puede causar
posibles alergias, mutaciones en el ADN y efectos neuroldgicos negativos (como hiperactividad) en
nifios (Stevens et al. 2021; Hofseth 2024). Por la naturaleza quimica de este colorante los tratamientos
fisicos y quimicos convencionales, no son completamente efectivos para removerlo de los efluentes
industriales, por lo cual se ha hecho necesario la busqueda de nuevas estrategias para su tratamiento,
dentro de las cuales se incluye la biorremediacion, no obstante, estos procesos ain estan en desarrollo
y no han sido ampliamente adoptados a nivel industrial, por lo cual es necesario profundizar en este
tipo de tratamientos para mitigar el impacto negativo de estos compuestos.
En general, los métodos fisicos de remocion de colorantes son los mas sencillos y funcionan bajo el
principio de transferencia de masa, siendo estos los mas aplicados en el tratamiento de aguas
contaminadas con colorantes, los m&s comunes incluyen la adsorcién, la filtracion y la coagulacion
(Nachiyar et al. 2023).
La adsorcion es un método econémico y altamente sensible, ademés de ser la estrategia aplicada por
excelencia para la remocién de colorantes de aguas residuales textiles. La principal ventaja del
proceso es que el adsorbente puede ser regenerado utilizando vapores para su limpieza lo que permite
usarlo maltiples ocasiones, sin embargo, requiere la disposicién final de adsorbente luego de su uso
en la remocion de color (Nachiyar et al. 2023; Hossen et al. 2022). El adsorbente comunmente
empleado es el carbon activado con un rango de adsorcion de colorantes entre el 70-96 % (Wang et
al. 2017). Otras opciones de materiales adsorbentes incluyen el quitosano y fosfato de calcio con
niveles de remocién de colorantes hasta del 90 % (Boujaady et al. 2014). En la actualidad, se han
desarrollado métodos de adsorcion de colorantes basados en materiales bioldgicos especialmente
residuos agroindustriales y fibras naturales (Senol et al. 2024). En el estudio conducido por Kelm et
al. (2019), se utilizé biochar producido a partir de residuos de madera para la remocion del colorante
azo negro inosol (50 mg/L) obteniendo 99 % de remocién en 3 h. Asimismo, se empleo biochar de
cascara de arveja para la remocion del colorante azo naranja &cido 7 alcanzando porcentajes de
remocion de 99 % en 120 min (EI-Nemr et al. 2020).
La filtracion por membrana tiene alta aplicabilidad en cuestion de remocidn de colorantes de muestras
de aguas, este proceso consiste en pasar el agua coloreada por una membrana porosa la cual retiene
el color, generando una “torta” de material filtrado que debe ser tratada posteriormente (Barrios et al.
2015). Membranas de quitosan también han sido evaluadas en procesos de ultrafiltracion para
remover el colorante naranja de metilo, alcanzando una remocion del 86 % (Ben et al. 2020).
Recientemente se ha reportado también la nanofiltracion por membrana en la remocion del colorante
azo naranja de metilo en aguas coloreadas, con una eficiencia de 94.2 % (Jawaduddin et al. 2024).
No obstante, pese a que el proceso de filtracion es altamente eficiente y sostenible, tiene una
desventaja es la dificultad para remover el material particulado del sistemay la necesidad de cambiar
frecuentemente las membranas, lo que incrementa los costos de implementacion (Bal et al. 2022;
Gholami 2019).
Otras tecnicas aplicadas para tal fin son los procesos de floculacion y coagulacion, siendo estos los
métodos mas simples y convencionales. En ambos casos se adicionan agentes quimicos para la
agregacion de las moléculas de color y, posteriormente, sedimentacion del material compactado
(Slama et al. 2021). Estas técnicas han sido utilizadas en la remocién de colorantes azo como el
naranja Il y verde lisamina B, en este caso de estudio particular, la coagulacion se llevo a cabo
adicionando cloruro de hierro y ferrato de potasio como agentes quimicos para favorecer el proceso
de remocidn, alcanzando una eficiencia del 100 %; para garantizar este porcentaje de eficiencia
durante el estudio fue necesario mantener la muestra en pH acido (pH=3.0) (Jargalsaikhan et al.
2021). Las principales desventajas en la aplicacion de estas técnicas estan relacionadas con la
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necesidad de disponer los sedimentos y de la materia orgénica al finalizar el tratamiento, y la cantidad
de agentes quimicos que se requieren para alcanzar una buena eficiencia del proceso y para neutralizar
la muestras después del tratamiento (Luo et al. 2019; Liu et al. 2022). En general, la limitante de los
tratamientos fisicos estd en que estos no conllevan la transformacion o degradacion de la molécula
colorante, solo su retencion o concentracion en un matriz inerte, por lo tanto, el problema ambiental
persiste (Chaturvedi et al. 2021).

En cuanto a los procesos quimicos utilizados para la remocion de colorantes y pigmentos presentes
en aguas residuales, se destacan los sistemas de oxidacion avanzada que comprenden reaccion
Fenton, ozonizacion y electrocoagulacion (Barrios et al. 2015; Zaruma et al. 2018). En su mayoria
los procesos de oxidacion avanzada consisten en oxidaciones provocadas por cambios fisicoquimicos
en el sistema, para lograr la mineralizacion de los compuestos recalcitrantes. El estudio conducido
por Khan et al., (2018) consistio en la realizacion del proceso de oxidacion Fenton para la degradacion
de amarillo 4cido 17 alcanzando porcentajes de remocion del 100 %, sin embargo, la ejecucion del
proceso debia realizarse bajo un pH acido (pH=3.0) requiriendo necesariamente la adicion de
productos quimicos para neutralizar el pH del efluente a verter, la oxidacién con ozono también ha
sido empleada para la eliminacién del colorante azoico rojo 60 este proceso se realizo apH de 7.5 e
irradiacion UV, el colorante se removi6 en un 100 % en un tiempo de 60 min (Shahamat et al. 2022).
Pese a las altas tasas de remocidn, estos procesos quimicos tienen un gran requerimiento energético,
lo que se traduce en altos costos para su implementacion, ademas del uso excesivo de reactivos
quimicosy la gran cantidad de residuos producidos que deben ser igualmente tratados una vez termine
el proceso de remocion (Zaruma et al. 2018; Nachiyar 2023), haciendo que la aplicacion de este tipo
de sistemas a nivel industrial sea compleja. Con este panorama, es necesario explorar el desarrollo
de otras tecnologias que eviten la generacion de productos secundarios contaminados derivados del
tratamiento, y asimismo sean costo efectivas para su aplicacion.

El tratamiento bioldgico de efluentes se considera una opcién ideal y alterna a los métodos fisicos y
quimicos mencionados, especialmente para compuestos recalcitrantes ya que puede aplicarse en
condiciones de alta salinidad, pH y temperatura variable (Bayer et al., 2014). Las bacterias son
consideradas organismos de alta importancia para los procesos de biodegradacion y decoloracion
debido a su versatilidad metabodlica. Los géneros Bacillus sp., y Shigella sp., se han reportado como
biodegradadores de colorantes azoicos como el rojo &cido 4R (decoloracion del 95 %) y azul acido
113 (decoloracién del 96 + 4 %). La capacidad de degradar colorantes azo de las bacterias esta dada
principalmente por la produccion de enzimas azoreductoras, capaces de transformar los colorantes
azo en compuestos mas simples. Un ejemplo de esto se puede observar en el estudio conducido por
Sivasubramani et al. (2021), donde se evalué el potencial para degradar azul reactivo 194 utilizando
una cepa de Bacillus megaterium. Durante la experimentacion, los autores lograron determinar la
correlacion entre las enzimas azoreductasa producidas por el microorganismo y la desaparicion del
colorante, demostrando que la tasa de decoloracidn incrementaba con el aumento en la actividad de
la enzima azoreductasa, en este estudio el % de decoloracion alcanzado fue de 92.3 % en 144 horas,
corroborando la utilidad de las bacterias para la implementacion de procesos de tratamiento bioldgico
para la remocion de colorantes.
La efectividad del proceso de remocidn de colorantes se incrementa con la versatilidad y sinergismo
metabolico que exhiben los consorcios microbianos (Shi et al., 2021). No obstante, los métodos
biotecnoldgicos que emplean bacterias presentan baja eficiencia en la remocion y decoloracion; sin
embargo, en los Ultimos afos ha incrementado el empleo de hongos de la podredumbre blanca (HPB),
como alternativa para degradar una amplia gama de compuestos con una alta eficiencia incluidos los
colorantes azo (Chakraborty et al., 2013; Bogale et al. 2020; Latif et al. 2023).
Los hongos por su parte juegan un papel crucial en la degradacidén de moléculas complejas y de alto
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peso molecular en la naturaleza, por tanto, constituyen una alternativa eficiente para transformar e
incluso en algunos casos mineralizar compuestos que pueden ser toxicos, recalcitrantes y dificiles de
degradar como los colorantes azo (Al-Tohamy et al. 2022; Hadibarata et al. 2011). La principal
ventaja que poseen estos microorganismos es su versatilidad metabolica y la produccion de enzimas
extracelulares no especificas: lacasa (Lac), lignino peroxidasa (LiP) y manganeso peroxidasa (MnP),
que oxidan los enlaces de los contaminantes organicos como los colorantes azo (Caidedo-Montoya
et al. 2015; Singh et al. 2020).

El mecanismo enzimatico de las enzimas extracelulares inicia con la ruptura del enlace azo mediante
reacciones de oxidacion, perdiendo asi el grupo cromdforo que se encuentra a través de este enlace.
La principal diferencia entre la enzima Lac en comparacion con las MnP y LiP, es que la primera
solo tiene capacidad de realizar el rompimiento del enlace azo cuando el colorante presenta en su
estructura anillos aromaticos, en contraste los colorantes con estructuras no aromaticas son
transformado principalmente por las enzimas LiP y MnP (Singh et al. 2020). Phanerochaete
chrysosporium ha sido el organismo modelo para evaluar la actividad decolorante de los HPB, al ser
el primero en el cual fue descrita la actividad de las exoenzimas mencionadas (Villar-Gutiérrez et al.
2008). La capacidad de este hongo para remover moléculas se ha evaluado utilizando diferentes
colorantes azo como rojo directo 80 y azul mordiente 9 a una concentracion de 100 mg/L, las
eficiencias de remocion fue del 94 % en un lapso de 144 horas para ambos colorantes (Pakshirajan et
al.2010). Para el caso del colorante azoico negro amido 10, se obtuvo un porcentaje de decoloracion
del 98 %, de una concentracion inicial 20 % g/g (Senthilkumar et al.2014). Ademas del género
Phanerochaete sp., se ha explorado la capacidad de otros géneros de la podredumbre blanca para la
biorremediacion de colorantes azoicos en aguas residuales. En la tabla 2, se consignan algunos
estudios que han empleado hongos para la eliminacién de colorantes tipo azo aplicados en la industria
textil.

Tabla 2. Antecedentes reportados a partir del afio 2005 para la aplicacion de especies de hongos para la remocion de colorantes tipo
azo en solucidn acuosa, utilizados en la industria textil. Elaboracidn propia.

Referencia Hongo utilizado Colorantes azo

Porcentaje y tiempo de
remocion

Gomez et al. 2005  |Coriolopsis rigida Naranja de metilo 80 % en 1 dia

80 % en 3 dias
50 % en 3 dias

Shanmungan et al.  |Pleurotus florida

2005

Azul reactivo (0.5 %)
LAmarillo reactivo (0.5%)

Schyzophillum comune 96.86 % en 4 dias

Lenzites eximia

Rojo congo
Selvam et al. 2012
95.50 % en 4 dias

Chakraborty et al.
2013

Alternaria alternata

Rojo congo (800 mg/L)

78 % en 2 dias

Yemendzhieva et al.
2014

Trametes versicolor

Azul reactivo (125 mg/L)

90 % en 1 semana

Holguin et al. 2017

Bjekandera adjusta

IAzul reactivo

30 % en 1 mes

\Wang et al. 2017

Ceriporia lacerata

Rojo congo (0.1 mg/mL)

94 % en 2 dias
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Prystaz et al. 2018  [Pleurotus ostreatus \Verde brillante 100 % en 24 horas

Tavares et al. 2020  |Lentinus crinitus Azul reactivo 220[90 % en 10 dias
(Img/mL)
Negro reactivo 5 [94 % en 10 dias
(Img/mL)

Bayburt et al. 2020 [Lentinus arcularius Amaranto (0.1%) 20 % en 1 dia

Negro remazol (0.1%) [8 % en1dia

La informacion existente evidencia el potencial que tienen los hongos, en particular los HPB como
una alternativa para la remocion de colorantes azo de aguas residuales. Es crucial continuar con los
estudios que permitan identificar nuevas cepas, evaluar su potencial metabdlico, optimizar los
procesos descritos y desarrollar tecnologias aplicadas que puedan servir de herramientas para
gestionar aguas residuales coloreadas como las de la actividad econémica de la industria textil.
Existen diversidad de técnicas para la implementacién de procesos de biorremediacion de colorantes
azo mediados por HPB, la méas destacada, es el uso de biorreactores ya que con estos se provee un
sistema propicio para el crecimiento y actividad de los microorganismos y, por ende, mejora la
eficiencia del proceso. En estos sistemas, la actividad metabdlica de los microorganismos puede ser
optimizada con la adicion de fuentes de carbono y energia secundarias, aireacion, agitacion y
temperatura, las cuales pueden acelerar la asimilacion del colorante para su remocion. En la
implementacion de estos sistemas es necesario evaluar la influencia de factores como el modo de
operacion del reactor (batch, feedbatch o continuo), ademas de variables como la temperatura del
medio, el pH, la concentracion inicial de colorante, ademas de la presencia de oxigeno en el sistema.
Los biorreactores aplicados a cultivos de biomasa fungica son disefiados en funcion del crecimiento
micelial, lo que ha implicado el desarrollo de prototipos de tanque agitado, air-lift y lecho empacado,
para este tipo de tratamientos (Hong et al. 2017).

Reactores de tanque agitado.

El sistema utilizado para tratamientos aerobios consiste en un tanque con suministro de aire desde la
parte inferior, dispersado por una paleta de agitacion mecénica y los bafles del reactor para asegurar
la adecuada mezcla del sistema (Doran et al. 1998). Pese a su elevada implementacion para
tratamientos de aguas mediadas por biomasa fngica, estos reactores pueden romper los pellets de
biomasa formados, lo que genera un posible efecto adverso en la secrecion del complejo enzimatico
extracelular degradador (Moreira et al. 2003). En la tabla 3. presenta una comparacién de las
eficiencias de remocion para el tratamiento de colorantes azo utilizando reactores de diferentes
configuraciones.

Reactores air-lift.

En este sistema la agitacion esta dada por el flujo de aire que favorece el mantenimiento de la biomasa
fangica al interior del reactor, de esta manera se evita la friccion generada por la agitacion mecanica,
se garantiza la transferencia de oxigeno, y por tanto la produccién de las enzimas extracelulares
durante el tratamiento (Mir-Tutusaus et al. 2021). Adicionalmente, este sistema de biorreactor es de
facil manipulacién y relativamente bajo costo (Espinosa et al. 2016).

Reactores de lecho empacado.
Este tipo de reactores permiten la inmovilizacion de la biomasa al interior del sistema aprovechando que los
hongos tienen la capacidad de adherirse y colonizar diferentes tipos de materiales ricos en lignina y celulosa
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como la madera de pino, Luffa cylindrica, esponjas de poliuretano, etc. (Mir-Tutusaus et al. 2021). La
inmovilizacion de los HPB permite activar con mayor facilidad su maquinaria metabdlica al favorecer la
dispersion de las hifas filamentosas sobre la matriz inmovilizadora (Girijan et al. 2019), ademas protege la
biomasa fungica de los efectos toxicos causado por la presencia de otros compuestos contaminantes (Moreira

et al. 2003).

Tabla 3. Uso de reactores con biomasa fungica de HPB para la remocién de colorantes tipo azo aplicados en la industria textil.

Elaboracion propia.

Continuo

Referencia Tipo de reactor/ HPB Concentracién | Porcentaje y
modo de operacion de colorante tiempo de
(m.o) remocion
Pazarlioglu et [Lecho empacado Phanerochaete Azul directo 15 100 %
al. 2005 m.o: Lote chrysosporium 20 mg/L 3 dias
Couto et al. Airlift Trametes hirsuta Naranja de 81.4 % 3 dias
2006 m.o: Continuo metilo
60 mg/L
Nilsson etal. [Lecho empacado Trametes versicolor |Azul reactivo (70 %
2006 tambor rotatorio m.o: 200 mg/L 30 dias

Sodaneath et al.|Airlift Bjerkandera adjusta [Rojo reactivo |68 % en 68 h
2017 m.o: Lote 120 (40 mg/L)
IAzul reactivo 62 197 % en 20 h
(180 mg/L)
Negro reactivo 5 [38 % en 68 h
(40 mg/L)
Kalnake et al., [Lecho empacado Cultivo mixto (HPB) |[Negro Reactivo |85 %
2023 tambor rotatorio m.o: 5 25 dias

Continuo 100 mg/L

El establecimiento adecuado del sistema para el proceso de tratamiento es un paso fundamental.
Asimismo, la eficiencia en la remocion de los colorantes azo estara ligada a la definicién adecuada
las condiciones que afectan el proceso de decoloracion incluyendo factores ambientales y
nutricionales, pues estos son especificos para cada hongo y molécula a tratar (Herath et al.2024). Asi,
es necesario profundizar en el establecimiento de las condiciones para el crecimiento de diferentes
cepas de hongos en el laboratorio como primer paso en el disefio de escalado (Barrios-Ziolo et
al.2015)

Para el tratamiento de aguas residuales de la industria textil contaminados con colorantes, diversos
factores entran en juego al momento de hablar de la eficiencia de biodegradacion y sus parametros
operacionales. Estos factores se dividen en tres categorias principales: ambientales, nutricionales y
los referentes al colorante (Figura 3).
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Figura 3. Recopilacion de los principales factores que afectan los tratamientos mediados por HPB. Elaboracion propia.

Temperatura.

La temperatura impacta directamente en la solubilidad y difusion de los compuestos en el medio acuoso; esta
dependera del colorante a tratar (Shi et al. 2016). Se ha reportado que la actividad enzimatica de los HPB tiene
un funcionamiento mayor a temperaturas entre 30 y 40 °C (Herath et al. 2024). Por tanto, hay que considerar
la temperatura Gptima para garantizar el crecimiento de la biomasa fangica y aprovechar la maquinaria
metabdlica.

pH.

El pH es clave para desarrollar la actividad enzimatica de los microorganismos, pero este varia segun el género
de HPB, por eso se reportan pH dptimos para los hongos en un rango de 3.0 a 8.0. (Herath et al. 2024). De
igual manera, el pH afecta en el color otorgado por los colorantes es por esto que, a pH mas acidos, el color
presenta mayor intensidad en las muestras de agua en comparacion con valores de pH mas cercanos a la
neutralidad (Suciamith et al. 2019).

Fuente de carbono.

En general, la fuente de carbono mas utilizada en procesos de biorremediacion de colorantes azo mediados
por HPB es la glucosa, esta molécula es de facil asimilacion para los hongos y favorece los procesos de
degradacion (Heath et.al 2024). No obstante, es posible mejorar la actividad metabdlica de los HPB
adicionando fuentes de carbono no convencionales como palillos de madera, aserrin, residuos agroindustriales,
etc. Los cuales son cominmente asimilados por este tipo de organismos (Shi et al. 2021; Kijpornyongpan et
al. 2022).

Fuente de nitrégeno.

La fuente de nitrogeno afecta la actividad de las enzimas extracelulares no especificas secretadas por los HPB
(Kijpornyongpan et al. 2022). Asimismo, la concentracion de la fuente de nitrogeno puede actuar como un
factor regulador de la actividad enzimatica (Shi et al. 2021).

Concentracion del colorante.

Altas concentraciones de colorante disminuyen la eficiencia del proceso de degradacion. Se ha comprobado
que las altas concentraciones de colorantes pueden causar posible inhibicion del crecimiento de los HPB
(Herath et al. 2024). Estudios donde se han evaluado los porcentajes de remocion de los colorantes azo
utilizando HPB con variaciones en la concentracion inicial de colorante, han demostrado que el porcentaje de
remocién mayor se obtendra con la concentracion de colorante inicial mas baja (Wang et al. 2017; Afiya et al.
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2019). La disminucion en los porcentajes de remocidn se ha atribuido a la saturacion de los sitios activos de
las enzimas extracelulares a causa de la alta cantidad de colorante presente en el medio (Shi et al. 2021).
Estructura del colorante.

De manera general se describe que colorantes con pesos moleculares bajos y que presentan estructuras
guimicas simples muestran un porcentaje de decoloracién mas alto, en comparacién con aquellos que son de
peso molecular mas altos y estructuras mas complejas (Herath et al. 2024). Otro aspecto para tener en cuenta
respecto a la eficiencia en biodegradabilidad, son las caracteristicas de los grupos funcionales que se
encuentran cerca a los enlaces azo de la molécula pues dependiendo de esto se puede hacer mas complejo el
proceso de degradacion (Shi et al 2021; Sen et al. 2016).

Hasta ahora se ha descrito ampliamente la importancia de definir los requerimientos de los HPB para los
procesos de remediacién de colorantes azo, asimismo se tiene amplio conocimiento del rol de las enzimas
ligninoliticas, sin embargo, son pocos los estudios que abordan el proceso de transformacion de estas
moléculas cuando son tratadas por este tipo de organismos.

El estudio conducido por Xueheng et al. 2006, donde se evalu6 el potencial de Pleurotus ostreatus para la
degradacion del colorante naranja disperso 3 (20 % de degradacién) propuso una ruta de degradacion parcial
del hongo (figura 4). En este estudio destaca la formacion de aminas aromaticas como subproductos de
degradacion, pero no se refiere al cambio en la toxicidad del compuesto parental.
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Figura 4. Ruta de transformacion propuesta por Xueheng et al. 2006, para la degradacion de naranja disperso 3 por P.ostreatus.
Xueheng et al. 2006.

El estudio realizado por Si et al. 2012, evalu6 la capacidad de decoloracion del colorante azo rojo Congo
mediada por el HPB Trametes pubescens; este potencial fue evaluado a una concentracion de 50 mg/L durante
7 dias. Para el caso de este colorante, se observo una decoloracion del 80 % la cual se atribuy0 a las enzimas
extracelulares producidas por el hongo y detectadas en mayor concentracién a partir del dia 3 del proceso. Los
metabolitos intermediarios caracterizados durante el proceso de transformaciéon de rojo Congo (figura 5)
fueron aminas aromaticas secundarias incluyendo: Naftaleno y difenilamina. Durante el proceso se destaca
que el primer paso para la transformacion de esta molécula es el rompimiento del enlace azo resultado de la
oxidacion mediada por las enzimas extracelulares.
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Figura 5. Ruta de transformacion propuesta por Si et al. 2012, para la transformacion de rojo Congo mediada por Trametes pubescens

Por otro lado, el estudio conducido por Alam et al. 2023 evalud la capacidad de Trametes hirsuta de
degradar colorantes azo, donde se incluyeron, negro reactivo 5 (NR5), azul &cido 113 (A113) y
naranja acido 7 (NA7). Para esto los autores prepararon soluciones de colorantes a una concentracion
de 100 mg/L, las cuales fueron inoculadas con la biomasa fungica e incubadas a 100 rpm y 30°C
durante 120 horas. En cada uno de los tratamientos fue posible observar un cambio de color con
respecto al colorante inicial, alcanzando porcentajes de decoloracién de 92 %, 97% y 30% para NR5,
A113 y NA7 respectivamente.
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Los autores reportan la ruta de transformacion obtenida para cada uno de los colorantes (figura 6) y
atribuyen la capacidad de biotransformacion del colorante a la actividad enzimatica de la enzima
extracelular lacasa, sin embargo, destacan que altas concentraciones de la enzima, no estan
directamente relacionadas con los porcentajes de decoloracion alcanzados. Para este estudio fue
posible identificar el proceso de transformacion el cual varia dependiendo de la molécula del
colorante. En el caso del NR5, se logro la identificacion de 13 metabolitos; la transformacion de este
colorante inicia con la ruptura por oxidacion enzimatica del enlace diazo. Asimismo, se logro la
deteccion de 8 metabolitos para la transformacion del A113, la cual inicié con el rompimiento de la
amina aromatica secundaria de la estructura del colorante, la oxidacion para el rompimiento del
enlace azo no ocurrio sino hasta las 72 horas de proceso. Por ultimo, para el colorante AO7 (30% de
decoloracion) se detectaron 4 subproductos metabolicos. La ruta de transformacion destaca el
rompimiento inicial del enlace azo por oxidacion. Para ninguno de los 3 colorantes fue posible
alcanzar la mineralizacion, sin embargo, se destaca la disminucién de la aromaticidad de la molécula
y de la toxicidad del compuesto parental en un 25 %.

Es necesario tener en cuenta que la comprension del proceso de rompimiento de los enlaces de las
moléculas azoicas y los subproductos que se generan durante su biorremediacion mediada por HPB,
con el fin de tener un amplio conocimiento de los posibles potenciales riesgos ecotoxicoldgicos que
se pueden presentar en los ecosistemas.

Conclusion

A lo largo de este articulo se ha revisado la aplicabilidad de los HPB para la remocion de colorantes
azo provenientes de los desechos de la industria textil, o que reviste de importancia biotecnoldgica
y ambiental. La presente revision destaca la importancia de conocer la diversidad metabdlica de los
HPB para entender su versatilidad y funcionalidad en los procesos de remediacidn, ademas, conocer
las condiciones de operacion y los distintos sistemas aplicados para mejorar las eficiencias en estos
tratamientos. Si bien la utilizacion de los HPB para la remocidn de colorantes azo es una estrategia
prometedora, aln se encuentra en etapas de trabajo a escala de laboratorio y es necesario continuar
con la exploracién para conocer a mayor profundidad los procesos que ocurren durante la
transformacion de estas moléculas y sus efectos en los ecosistemas.
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Decoloracion de colorante Rojo 40 mediado por cepas salvajes de hongos de la podredumbre
blanca.

Introduccion:

Los colorantes son compuestos orgéanicos sintéticos solubles en agua con estructuras quimicas
diversas, que incluyen azo, nitro, ftalocianinas, entre otros. (Ben et al. 2021) Estas sustancias estan
conformadas por un grupo cromoforo, encargado de absorber la luz y reflejar el color en el espectro
visible, asi como por grupos auxocromos, responsables de la fijacion de las moléculas de color a la
superficie donde son aplicadas (Benkhaya, et al.2020).

Los colorantes de origen sintético son utilizados en la fabricacion de productos en industrias de papel,
alimentos y textiles, entre otras. Se estima que entre el 2 y el 50 % de colorantes son desechados a
través de los efluentes industriales sin tratamiento previo, siendo esta una de las principales fuentes
de contaminacion de los cuerpos de agua (Bojalil et al. 2021; Oliveira et al. 2018).

La industria alimentaria y textil representan dos sectores econdémicos de importancia mundial, la
primera consume entre el 5-20% del recurso hidrico global (Castillo et al. 2017), y genera aguas
residuales ricas en materia organica y colorantes tipo azo como tartrazina, azul brillante y rojo allura
0 rojo 40 (Barciela et al 2023). Se estima que, en los Estados Unidos, al menos un 10% de las 2.200
toneladas de colorantes demandados en el primer trimestre de 2021 para esta industria, fueron
liberados como residuo coloreado a los efluentes (FDA 2021). Por otro lado, la industria textil,
aunque crucial para la economia global, es la segunda mayor fuente de efluentes contaminados con
colorantes, principalmente de tipo azo (Rania et al. 2022; Mani et al. 2018) con una pérdida estimada
del 10-15% de estos en las aguas residuales liberadas durante el proceso productivo (Gurbuz et al.
2019; Salem et al. 2019). Paises como Bangladesh e India, representativos para esta industria,
enfrentan problemas graves de contaminacion debido a la descarga directa de aguas residuales
coloreadas en los cuerpos de agua naturales (Slama et al. 2021).

En Colombia, la industria textil es fundamental para la economia nacional, representando
aproximadamente el 28 % de los empleos; aunque su gran aporte a la economia del pais, los residuos
provenientes de esta industria son una de las principales fuentes de contaminacion de cuerpos de agua
con descargas residuales de 170.000 toneladas anuales (Holguin et al. 2017), en la mayoria de los
casos sin tratamiento previo para la eliminacion de color, pues la normativa reguladora a nivel
nacional (Decreto 0631 de 2015) no hace referencia a limites maximos permisibles, Unicamente exige
analisis y reporte de estos compuestos contaminantes para todas las industrias (MinAmbiente, 2015).
Sumado a lo anterior, se han presentado eventos de contaminacion por colorantes en diferentes
efluentes de las principales ciudades del pais, como consecuencia de vertimientos industriales.
Algunos de los casos se reportaron en ciudades como Cali, Manizales y Medellin (Barrios-Ziolo et
al. 2016) donde las fuentes hidricas se tifien de diferentes colores producto de las aguas residuales
industriales.

La descarga no controlada de colorantes en cuerpos de agua superficiales tiene diversos impactos
negativos, a nivel paisajistico, pequefias concentraciones de los tintes tienen la capacidad de alterar
las caracteristicas visuales de los cuerpos de agua (Gurbuz et al 2019), producen efectos nocivos para
el ecosistema, intervienen en la actividad fotosintética de plantas acuéaticas y otros organismos
limitando la penetracion de la luz, causan procesos de eutrofizacién al disminuir la disponibilidad de
oxigeno en el agua, y pueden alterar las caracteristicas fisicoquimicas del agua (demanda quimicay
bioldgica de oxigeno, carbono orgénico total, sélidos suspendidos y oxigeno disuelto), disminuyendo
por tanto la calidad del agua (Bojalil et al.2021; Selim et al. 2021). La presencia de radicales y metales
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pesados en la estructura de los colorantes también pueden afectar la salud humana por la generacion
de compuestos aromaticos y aminas libres, con alto poder toxico y carcinogénico (Prystaz et al 2018;
Cellis et al. 2019). Adicionalmente, su estructura quimica los hace fotoliticamente estables y
recalcitrantes en el ambiente (Sharma et al. 2021). En particular para el colorante Rojo 40 (destacado
como uno de los més utilizados a nivel mundial) su presencia en cuerpos de agua puede causar
afectaciones en el balance de nutrientes e intercambio de gases producto del metabolismo de los
organismos acudticos, ademas de alteraciones mutagénicas y desbalance en la actividad acuética
(Tadesse et. al 2020). Este colorante es estable frente a cambios en las condiciones medioambientales
(pH y temperatura) lo que lo hace persistente en el ecosistema.

El tratamiento de aguas residuales coloreadas se ha abordado desde diferentes perspectivas,
empleando métodos fisicos (adsorcion, carbén activado, filtracion por membrana e irradiacion) y
quimicos (oxidacion, floculacion y coagulacion); ambas opciones presentan limitantes como su
elevado costo, gasto energético y la generacion de subproductos en algunos casos mas toxicos (Selim
et al 2021; Prystas et al 2018). En consecuencia, se han considerado otras alternativas de tratamiento
que hacen uso de la versatilidad metabdlica de los microorganismos como una opcién costo-efectiva
y sostenible para la degradacion de estas sustancias (Bojalil et al. 2021). Entre las posibilidades
existentes, la micorremediacién se reconoce como una alternativa prometedora, en la cual se utiliza
el potencial metabdlico de los hongos, en especial hongos de la podredumbre blanca (HPB) para
tratar las aguas residuales contaminadas. Los HPB tienen la capacidad de colonizar grandes
superficies, tolerar fluctuaciones de las condiciones fisicoquimicas del ambiente, y degradar
compuestos organicos e inorganicos complejos utilizando enzimas extracelulares dentro de las que
se incluyen: lacasa, manganeso peroxidasa y lignina peroxidasa (Brayburt et al.2019; Harmen et al.
2021; Dihn et al. 2022). Estas enzimas tienen baja especificidad por el sustrato, lo que les permite
degradar una amplia gama de contaminantes organicos con estructuras complejas, compuestos
ciclicos y de cadena larga, como los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHS) y compuestos
policlorados bifenilos (PCBs) (Kijpornyongpan et al.2022). No obstante, el mecanismo de
degradacion de los colorantes utilizando enzimas extracelulares de los HPB, asi como el desarrollo
de las condiciones de cultivo de estos hongos para diferentes grupos de colorantes no ha sido
completamente establecido, puesto que cada efluente presenta una composicién particular y puede
tener diferentes efectos sobre los microorganismos seleccionados para el proceso de degradacion
(Xiao et al 2022; Yesilada et al. 2018).

Bajo este contexto y conociendo la aplicabilidad de las enzimas producidas por HPB para la
eliminacion de compuestos complejos entre ellos los colorantes, esta investigacion tuvo como
objetivo realizar la bioprospeccion de diferentes géneros de HPB con el fin de evaluar su potencial
para la decoloracion de un efluente de agua residual industrial contaminado con rojo 40 (R40)
colorante.

Materiales y métodos.
Bioprospeccion de HPB

La recoleccion de los especimenes se realiz6 aplicando un disefio muestral aleatorio con recorridos
libres en diferentes ecosistemas y puntos de la ciudad (zona centro occidental 6°N, 31°E; zona
suroriental 6°N, 75°0) siguiendo la metodologia O' Dell 2004. El material recolectado fue
transportado al laboratorio envuelto en papel parafinado para evitar que el exceso de humedad afecte
los especimenes colectados y guardados en recipientes planos con tapa, y en neveras de icopor a
temperatura de 25°C. La descripcion e identificacion de los especimenes en fresco se realizo
siguiendo las pautas de Franco et al. (2005) para cada grupo taxonémico, la descripcion del color se
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realizo utilizando el atlas de colores de Kornerup y Wanscher (1978), se tomaron fotografias de todos
los especimenes en fresco. Los hongos fueron deshidratados en un deshidratador de alimentos
convencional y las colecciones se depositaron en el Herbario de la Universidad de Antioquia (HUA)
cumpliendo con los requisitos del Permiso Marco de Recoleccion de especimenes de especies
silvestres de la diversidad bioldgica de la Universidad de Antioquia, numero 0524-014, que respalda
este proyecto. Para el aislamiento y cultivo de los hongos colectados se tomaron fragmentos del pileo
y estipite de los esporocarpos frescos utilizando un bisturi quirdrgico y se colocaron a crecer en agar
agua al 2% o medio agar papa dextrosa (PDA de la sigla en inglés) suplementado con cloranfenicol
al 0.01%, garantizando condiciones estériles durante el proceso. Las cajas se incubaron por 15 dias a
25°C, y cada 2 dias se verificd el crecimiento micelial hasta obtener cultivos axénicos. Las cepas
obtenidas fueron preservadas en una mezcla de glicerol al 2% y agua destilada estéril y guardadas a
4°C. Después de ser identificadas, las cepas fueron depositadas en la Coleccidn de Microorganismos
de la Escuela de Microbiologia CM-EM-UdeA.

Evaluacion del potencial de decoloracion de los hongos colectados.

La muestra de agua coloreada con R40 proviene del efluente coloreado de una empresa dedicada a la
produccidn textil. La muestra de agua residual se almacend en un recipiente oscuro y se mantuvo a
20°C en el laboratorio. La caracterizacion fisicoquimica de la muestra indicé un contenido de sélidos
entre el 17 'y 22%, contenido de sales entre el 25-40 % contenido de color variable, entre 30 y 45% y
pH entre 5y 10. Para la evaluacion del potencial de decoloracion de los HPB colectados se emplearon
medios solidos y medios -liquidos (Extracto de malta BELLCHEM, Glucosa Merck, Peptona Merck
y agar-agar) con agua residual coloreada con R40 diluida con medio de cultivo hasta alcanzar una
concentracion de colorante de 100 mg/L. El indculo para estos ensayos se obtuvo a partir de las cepas
colectadas que se encontraban preservadas a 4°C, la cuales se activaron en agar PDA, incubados a
30°C durante 5 dias. Ambos, medios de cultivo sélidos y liquidos, se inocularon con un trozo de 4x4
mm de micelio del hongo. Los medios de cultivo s6lidos se incubaron a 30°C, midiendo diariamente
el crecimiento radial de la biomasa del hongo (diametro del micelio DM) y la decoloracion del medio
(halo de decoloracion HD) durante 15 dias o hasta obtener la decoloracién total del medio de cultivo,
lo que primero se presentara. Los tratamientos se establecieron por triplicados e incluyeron un control
abidtico (medio so6lido con residuo coloreado sin inocular) y un control de crecimiento de biomasa
(medio solido sin residuo coloreado e inoculado con el HPB). El indice de decoloracion se establecid
por la relacién entre el HD y DM (Santana et al. 2023). A partir de los resultados obtenidos en los
medios solidos se seleccionaron las cepas de HPB que presentaron méas porcentaje de decoloracion,
para continuar el proceso de evaluacion del potencial de decoloracion en medios liquidos.
Las pruebas de decoloracion en medios liquidos se realizaron en recipientes (Erlenmeyer) de 150 mL
con un volumen efectivo de 70% de medio de cultivo liquido y colorante a una concentracion de 100
mg/L. Adicionalmente, en estos medios se incluy6 aserrin de pino o Luffa cylindrica (estropajo),
como fuente de lignina para el HPB, con el propdsito de inducir la produccion de las enzimas
extracelulares (Kijpornyongpan et al. 2022). Como se menciond anteriormente, en los medios
liquidos se evaluaron las cepas de HPB para las cuales se observaron altos porcentajes de degradacion
en los ensayos en medio sélido. Los cultivos liquidos se incubaron a 30 °C unos en agitacion (80 rpm)
y otros sin agitacion durante 15 dias; tomando muestras cada 2 dias para determinar la concentracion
de colorante remanente y por tanto su porcentaje de decoloracion. Los tratamientos se establecieron
por triplicado y se incluyé un control abidtico (medio de cultivo con agua residual coloreada).
Para determinar la concentracion de colorante residual en el medio de cultivo liquido, se tomaron 5
mL de cada cultivo y se centrifugaron a 10.000 rpm por 5 minutos, se recuper0 el sobrenadante y se
analizé en un espectrofotémetro uv/vis (Thermo Scientific GENESYS 30), posterior al espectro de
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absorcién para el colorante que permitié determinar la maxima absorcion de este, 504 nm. La
concentracion de colorante se obtuvo a partir de la curva de calibracion, previamente elaborada para
el colorante R40 puro. El porcentaje de decoloracion se determin6 utilizando la férmula expresada
por Jadhav et al. (2008), donde Ai hace referencia a la absorbancia al inicio del proceso y At hace
referencia a la absorbancia obtenida en el tiempo t

Ai — At

100
TR

Decoloracion (%) =

Determinacion de la actividad enzimética (AE).

La actividad de la enzima Lacasa (Lac) se determind utilizando como sustrato 2,2'- azinobis acido 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico (ABTS), siguiendo la metodologia descrita por Niku-Paavola et al.
(1988). La actividad de la enzima Manganeso Peroxidasa (MnP) se determind utilizando como
sustratos DMAB/MBTH (&cido 3- dimetilaminobenzoico/ 3-metil-2-benzotiazolinona hidrazona
clorhidrato), siguiendo el protocolo propuesto por Vyas et al. (1994). La toma de muestra para la
determinacion de la actividad enzimatica se realizd cada 2 dias durante los 12 dias de duracion del
tratamiento de decoloracion. Todas las pruebas de actividad enzimatica (AE) se realizaron por
triplicado; la absorbancia se midié en un espectrofotometro uv/vis (Thermo Scientific GENESYS 30)
a una longitud de onda de 420 nm para la AE de Lac y 610 nm para la AE de MnP. La AE se expresé
en Unidades Internacionales (UI), donde una unidad se define como la cantidad de enzima que oxida
1 umol de sustrato en 1 min.

Andlisis estadistico.

Con el fin de corroborar la significancia de los resultados obtenidos en relacion con la variable
respuesta (% de remocion de R40) se realizaron anélisis estadisticos exploratorios (boxplot) y anélisis
de varianzas (ANOVA). La normalidad y homocedasticidad de los datos fue corroborada a partir de
las pruebas de Tukey y Kolmogrov, teniendo en cuenta el valor p obtenido para un nivel de
significancia de 0,05. Los analisis se realizaron en el software libre R studio (R team, 2021.09.2)

RESULTADOS Y DISCUSION:
Bioprospeccion de HPB y screening del potencial de decoloracion.

Los HPB pertenecen al grupo de los Basidiomicetos, son ubicuos en el ambiente, tolerantes a los
cambios fisicoquimicos y se destacan por ser organismos saprofitos; lo que explica su empleo
frecuente en el establecimiento de procesos biotecnoldgicos relacionados con la remocion de
compuestos complejos y altamente toxicos como hidrocarburos aromaticos policiclicos,
trinitrotolueno (TNT), insecticidas organoclorados y colorantes (Rui et al. 2021; Filho et al. 2023).
A partir del proceso de bioprospeccion, se aislaron e identificaron, 7 géneros diferentes de HPB:
Lentinus sp., Phanerochaete sp., Pycnoporus sp., Coprinus sp., Xylaria sp., Inonotus sp., y
Schyzophillum sp.

La evaluacion del potencial de decoloracién de los HPB colectados se realizé mediante ensayos en
medios solidos y liquidos que contenian agua residual coloreada con R40. Los resultados observados
en los ensayos de decoloracion en medio sélido sugieren que los géneros Coprinus sp., Xylaria sp.,
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Inonotus sp., y Schyzophillum sp., no tienen la capacidad para decolorar el R40 presente en el medio.
En contraste, los resultados observados para los géneros Lentinus sp., Phanerochaete sp., Pycnoporus
sp, presentan un indice de decoloracion del 100 % en medio sélido en 10 a 11 dias de cultivo (Tabla
4).

Tabla 4. Evaluacion del potencial de decoloracion de R40 (100 mg/L) en medio de cultivo sélido mediada por los HPB colectados

durante el proceso de bioprospeccion en el Valle de Aburrd. Los valores se expresaron como el promedio de los datos + las
desviaciones.

Género HPB Tiempo de Diametro del halo Indice de
incubacion | decoloracion | decoloracién (%)
(dias) (cm)

8 8+£0,2 83

Lentinus sp. 9 9 94

10 9 100

8 5+0,5 59

Phanerochaete sp. 9 8+0,5 92

10 9 100

8 3+0,3 35

Pycnoporus sp. 9 5+£0,3 o7
10 7+0,2 81

11 9 100
Coprinus sp. 15 0 0
Xylaria sp. 15 0 0
Inonotus sp. 15 0 0
Schizophyllum sp. 15 0 0

El empleo de cepas de hongos como alternativa para el tratamiento bioldgico de colorantes
necesariamente implica la optimizacion de las condiciones para contar con suficiente cantidad de
biomasa y una tasa metabdlica adecuada. En este sentido, parametros como temperatura, pH y
agitacion, son criticos para la eficiencia del tratamiento (Ardila et al. 2021). Particularmente, para los
HPB es necesario considerar otros factores que influyen en la eficiencia del tratamiento, en este caso
se ha sugerido que la produccion de las enzimas puede ser dependiente o independiente del sustrato;
por ejemplo, se ha observado que las enzimas lignoliticas incrementan su actividad en presencia de
compuestos ricos en lignina como el aserrin de pino (Kijpornyongpan et al. 2022; Sanchez-Corzo et
al. 2021). Asimismo, en los ensayos de decoloracion realizados en este estudio se incluyo la adicion
de aserrin de pino o Luffa cylindrica como inductores de la produccion enzimas lignoliticas y la
influencia de la agitacion durante el proceso de decoloracion (Tripathi et al. 2012).

Los ensayos de decoloracion en medios liquidos se inocularon con los géneros de HPB que exhibieron
altos porcentajes de decoloracion en el menor tiempo en el medio sélido (Lentinus sp., Phanerochaete
sp. y Pycnoporus sp.). En la tabla 5, se encuentran los porcentajes de decoloracion obtenidos con las
condiciones de cultivo probadas i) adicion de un inductor de produccion de enzimas (aserrin de pino
o0 Luffa cylindrica), y ii) con y sin agitacion.
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Tabla 5. Evaluacidn del potencial de decoloracién de R40 (100 mg/L) en medio de cultivo liquido luego de 12 dias, mediada por los
HPB colectados durante el proceso de bioprospeccion en el Valle de Aburra.

Género HPB Inductor Condicion de Remocion deR40
incubacion (%)
Lentinus sp. Aserrin de pino  |Agitado 80 rpm |66 + 0,002
Aserrin de pino  [Estético 94 + 0,001
Luffa cylindrica |Agitado 80 rpm (11 +0,5
Luffa cylindrica [Estéatico 57+0,4
Phanerochaete sp. |Aserrin de pino  |Agitado 80 rpm 95 £ 0,004
Aserrin de pino  [Estéatico 95 + 0,002
Luffa cylindrica |Agitado 80 rpm (30 + 0,3
Luffa cylindrica [Estéatico 13+0,5

Los resultados observados a partir de este ensayo mostraron que el mejor tratamiento para el proceso
de decoloracion de R40 por parte de los hongos seleccionados son: cultivo liquido con aserrin y sin
agitacion. Los cultivos inoculados con la cepa del género Lentinus sp., alcanzaron un porcentaje de
decoloracion del 94%, y los inoculados con la cepa de Phanerochaete sp., un 95%, ambos en 4 dias
de incubacion. Cabe resaltar que en los ensayos con el hongo del género Pycnoporus sp., se alcanzo
un porcentaje de decoloracién igual (95%) en el tratamiento con aserrin y agitacién (80 rpm); sin
embargo, en este caso el tiempo de incubacion se extendid hasta el dia 20, adicionalmente se observo
para este hongo el fenédmeno de biosorcion en el micelio fungico (datos no mostrados). Los ensayos
en cultivos liquidos con Luffa cylindrica sin agitacion se incubaron durante 12 dias; en los cultivos
inoculados con el hongo del género Lentinus sp. se obtuvo un 57% de decoloracion al dia 12 de
incubacién, mientras que con el género Phanerochaete sp., se alcanzé un 13% de decoloracién en el
mismo tiempo de incubacién. Los cultivos se incubaron hasta el dia 15 no obstante, después del dia
12 de incubacién no se presentaron cambios en el porcentaje de decoloracion en los ensayos
inoculados con ambos géneros de hongos.
En general, se reconoce que los HPB exhiben principalmente dos mecanismos de accion frente a la
transformacion o degradacion de compuestos colorantes: i) uno asociado a la actividad enzimatica de
las enzimas lignoliticas extracelulares (lac y MnP), y ii) mediante la biosorcién de la molécula
colorante a la biomasa del hongo; siendo la actividad de las enzimas ligninoliticas extracelulares el
mecanismo mas frecuente (Salazar-Lépez et al. 2017; Indunil et al. 2024). Estudios previos reportan
la utilizacion de enzimas extracelulares producidas por especies del género Phanerochaete sp., a las
cuales se les atribuye la remocion de colorantes tipo azo Amarillo directo 27 y Negro reactivo 5, con
porcentajes de decoloracion del 50 % de una concentracion de 100 mg/L en 10 dias de tratamiento
(De Almeida et al. 2021). Asimismo, Sosa-Martinez et al. (2020) reportaron un porcentaje de
decoloracion del 10 % de una concentracion inicial de 50 mg/L para el colorante Rojo Congo con
especies de hongos del mismo género, en un tiempo de cultivo de 36 horas.
Los hongos del género Lentinus sp., también son frecuentemente utilizados en el desarrollo de
procesos de biorremediacion por su capacidad de producir diferentes enzimas extracelulares (lacasas,
celulasas, pectinasas y peroxidasas) que participan en la eliminacién de contaminantes recalcitrantes
del ambiente (Filho et al. 2023). Estudios previos reportan para este género porcentajes de
decoloracion del 76% para el azul remazol y un 100% para el azul reactivo 220 en concentraciones
de hasta 1,2 g/L en 24 horas de tratamiento en estado sdlido y medios de cultivo a base de residuos
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agroindustriales (pulpa citrica de café y bagazo de cafa, respectivamente) (Almeida et al. 2018;
Tavares et al. 2020). Porcentajes similares de decoloracién para el colorante azul remazol, 84% de
una concentracién de 50 mg/L, se han sugerido en estudios que utilizan en el proceso de decoloracion
la enzima lac purificada de Pycnoporus sp. (Salazar-Lo6pez et al. 2017).

Si bien los procesos de decoloracion mediados por enzimas extracelulares de HPB son los mas
frecuentes, el mecanismo de biosorcion también es una alternativa para la remocion de colorantes.
En esta linea, Peckova et al. (2021), reportaron una baja concentracion de enzimas lignoliticas
extracelulares, acompafadas de un 5-10% de remocion del colorante R40 mediado por un mecanismo
de biosorcidon del colorante a la biomasa del hongo, para este estudio se cultivd Pycnoporus sp., en
tratamiento sumergido con medio de cultivo que contenia glucosa como fuente de carbono y
cofactores enzimaticos con un tiempo de tratamiento de 14 dias. La biosorcién mediada por biomasa
viva de HPB se ha reportado como un mecanismo eficiente para la remocion de colorantes de aguas
contaminadas, la combinacion de los mecanismos (adsorcién y biodegradacion) es posible gracias a
la capacidad de estos HPB a adsorber el colorante en su pared celular y la accion de las enzimas
lignoliticas para degradar el colorante (Legorreta-Castafieda et al. 2020).

En lo referente a la utilizacion de aserrin de madera como inductor de la produccién de enzimas
ligninoliticas, se destaca que el tipo de madera que compone el aserrin es un aspecto critico para su
funcion como inductor de la actividad enzimatica, en tanto se estimula la produccién de uno u otro
grupo de enzimas (Kijpornyongpan et al 2022). En experimentos exploratorios se evaluaron tres tipos
de aserrin: de nogal, de eucalipto y de pino, en los cultivos en los que se adiciond aserrin de nogal y
eucalipto no se observo crecimiento de la biomasa de los hongos (Lentinus sp., Phanerochaete sp.,
Pycnoporus sp.) (datos no mostrados). Este fenémeno observado se relaciona a la presencia de
compuestos con propiedades antimicoticas como lo son los taninos presentes en el aserrin de maderas
como nogal y eucalipto, que impiden el crecimiento de los hongos (Peralta 2012; Mandariaga-Mazén
et al .2019).

De igual manera, la eleccion de Luffa cylindrica se baso en su composicion, celulosa y lignina, y el
hecho de que este material hace las veces de matriz de inmovilizacion para la biomasa del hongo lo
gue en algunos casos representa una ventaja funcional para el éxito del proceso (Gaviria- Arroyave
et al. 2018). En el gréafico 2, se muestran los resultados obtenidos a partir del analisis estadistico
exploratorio el cual sugiere que, para ambos géneros Lentinus sp. y Phanerochaete sp., la adicion de
aserrin como inductor de la actividad enzimatica favorece el proceso de decoloracién en comparacion
con los tratamientos con Luffa cylindrica. En cuanto a la influencia de la agitacion en la eficiencia
del proceso de decoloracion, se encontrd que los cultivos con agitacion requieren un mayor tiempo
de incubacion para alcanzar la decoloracion de R40. En contraste con los cultivos sin agitacion donde
se observo una réapida decoloracién del medio en 4 dias y un alto porcentaje de decoloracion (94%),
que puede atribuirse al efecto positivo que tiene el aserrin de pino en la produccion de las enzimas
extracelulares.
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Grafico 2. Grafico de cajas y bigotes A) efecto de los inductores evaluados: aserrin de pino y Luffa cylindrica (estropajo) vs el
porcentaje de remocion de R40. B) efecto de la agitacion vs porcentaje de remocion de R40. Durante 12 dias de tratamiento mediado
por los hongos Phanerochaete sp.,y Lentinus sp.

El aserrin induce la actividad lignolitica de los HPB por su rol en la naturaleza como sustrato para
este tipo de organismos, lo que favorece la produccion y secrecion de enzimas lignoliticas
particularmente lac y MnP a las cuales se les atribuye la capacidad de favorecer los procesos
hidroliticos y oxidativos implicados en el rompimiento de moléculas contaminantes de alto peso
molecular (Hultberg et al. 2024). Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en este punto para los
ensayos posteriores se realizaron los tratamientos del efluente contaminado con R40 con los hongos
Phanerochaete sp., y Lentinus sp., cultivados sin agitacion y utilizando aserrin como inductor de la
actividad enzimatica.

Evaluacion de la decoloracion de R40 y determinacion las enzimas extracelulares producidas.

A partir de las condiciones de cultivo establecidas, se incrementaron las concentraciones de colorante
en los medios (250,450,1000 mg/L) y se determinaron las enzimas extracelulares producidas durante
el proceso de decoloracién, los géneros de HPB seleccionados para inocular los cultivos fueron:
Lentinus sp. y Phanerochaete sp. En los gréficos 3 y 4, se observan la cinética de decoloracion de
colorante R40 en 12 dias de cultivo y la produccion de las enzimas lignoliticas, MnP y Lac, en los
ensayos inoculados con los hongos Lentinus sp. y Phanerochaete sp.
Tanto la cinética de decoloracion como los porcentajes de decoloracidn observados confirman que
ambos géneros (Lentinus sp. y Phanerochaete sp.), tienen potencial para transformar o degradar el
colorante R40 en concentraciones de 1000 mg/L, siendo el género Lentinus sp. el que exhibe mayores
porcentajes de decoloracién, (por encima del 60%), en comparacion con el género Phanerochaete sp.
(44% de decoloracion). Este proceso de remocion de colorante se configuré como un cultivo en lote,
por tanto, una vez se agotan las fuentes de carbono disponibles se da una disminucion de la tasa
metabdlica del hongo y, en consecuencia, la eficiencia del proceso de desaparicion del colorante
(Naabela et al.2023). Los resultados observados en este ensayo coinciden con el fendmeno indicado;
no obstante, a pesar de la disminucion detectada en el porcentaje de decoloracién de R40 los datos
confirman el potencial biotecnoldgico que tienen los géneros evaluados, particularmente el género
Lentinus sp., con relacion a esto, algunos estudios refieren la utilizacion de este género en la
degradacion de colorantes confirmandose asi el potencial de este hongo para decolorar aguas
contaminadas con colorantes tipo azo. En el estudio realizado por Bayburt.et al (2020), evaluaron el
potencial de Lentinus arcularius para degradar colorantes de diferentes tipos, encontrando porcentajes
de decoloracion entre 87-100% para colorantes tipo azo (amaranto y azul cibacron) en cultivos
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sumergidos con una concentracion inicial de colorante de 0,038 mg/L y 0,19 mg/L, respectivamente.
Ademas, se establecio que la actividad fungica responsable de la decoloracion de los colorantes tipo
azo correspondia principalmente a la produccion de la enzima MnP resultados que coinciden con los
hallazgos encontrados en el presente estudio. De forma similar, el género Phanerochaete sp., se ha empleado
también en procesos de decoloracion de tintes de tipo azo en cultivos sumergidos, encontrando porcentajes de
decoloracion de 82, 89 y 94% para los colorantes amarillo directo, negro reactivo 5 y rojo reactivo 120
respectivamente, con una concentracion inicial de 50 mg/L en un tiempo de incubacion de 10 dias. Estos datos
resultados son similares a los encontrados en el presente estudio, y constituyen una evidencia adicional del
potencial que tienen ambos géneros de HPB en los procesos de decoloracion de aguas contaminadas (Almeida
et al.2021).
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Grafico 3. Cinética de decoloracion de R40 mediada por Lentinus sp. Partiendo de diferentes concentraciones iniciales A) 250 mg/L
B) 450 mg/L C) 1000 mg/L. La linea punteada hace referencia al proceso de decoloracion, la linea sélida gris oscura hace referencia
a la actividad de la enzima MnP y la linea gris clara hace referencia a la actividad de la enzima Lacasa.
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Grafico 4. Cinética de decoloracion de R40 mediada por Phanerochaete sp. Partiendo de diferentes concentraciones iniciales A) 250
mg/L B) 450 mg/L C) 1000 mg/L. La linea punteada hace referencia al proceso de decoloracion, la linea sélida gris oscura hace
referencia a la actividad de la enzima MnP y la linea gris clara hace referencia a la actividad de la enzima Lacasa.

En cuanto a la actividad enzimatica, durante el proceso de decoloracion mediado por ambos HPB, no
se detecto la produccion de la enzima lac, en contraste con lo observado en cuanto a la produccion
de la enzima MnP, la cual se detectd en todos los cultivos y en todas las concentraciones de colorante
evaluadas (250,450,1.000 mg/L). Esta dindmica coincide con lo sugerido en estudios previos frente
a la produccién de enzimas extracelulares durante los procesos de decoloracion, sugiriendo que la
actividad enzimatica esta vinculada a aspectos como la cepa de hongo empleada, la composicion del
medio de cultivo (fuente de carbono y nitrdégeno), el pH del medio, la temperatura y la adicion de
cofactores e inductores, para estimular la produccién de enzimas (Cardozo et al. 2018; Tavares,
2020). El uso de glucosa y extracto de malta en el medio de cultivo incrementa la actividad metabdlica
y la producciéon de la enzima MnP en cultivos sumergidos inoculados con HPB; aspecto que fue
previamente indicado por Jhonsy et.al (2010) quienes observaron una dinamica similar empleando
extracto de malta y peptona (0,1%) en los medios de cultivos inoculado con HPB. El extracto de
malta es rico en nutrientes, vitaminas, minerales y aminoacidos aromaticos como el triptéfano y la
tirosina cuya presencia favorece la produccion de MnP. Adicionalmente, la peptona actia como
fuente de nitrégeno favoreciendo asi la produccién de la enzima mencionada. En ambos casos, los
cultivos inoculados con los géneros Lentinus sp., y Phanerochaete sp., exhibieron una alta
produccién de la enzima MnP durante el proceso de decoloracién de R40 en cultivos sumergidos.
Otro aspecto que influencia la produccion de la enzima MnP es la agitacion, en procesos agitados, no
se favorece la produccién de esta enzima a diferencia de los cultivos en incubacién estatica. Para el
caso particular de este estudio, los cultivos fueron incubados sin agitacion los cual permitio detectar
un efecto positivo en cuanto a la cantidad de enzima MnP producida. Los resultados observados en
el estudio de Tripathi et.al (2012) donde se comparé la produccion de las enzimas Lac y MnP, en
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cultivos en estado solido y cultivos sumergidos sin agitacién ambos inoculados con cepas de Lentinus
squarrosulus, presentan una mayor produccion de la enzima MnP en comparacion con la enzima Lac,
corroborando lo indicado en cuanto a la incidencia de la agitacion en la produccion de las enzimas.
Adicionalmente, con el fin de evaluar si los hongos empleados para el tratamiento y la concentracion
inicial de colorante tenian un efecto significativo sobre el porcentaje de remocién del colorante R40
se realizé un analisis de varianza (ANOVA) (p<0,05), el cual corroboro la hipotesis planteada, por
tanto, ambos, las cepas de hongos y la concentracidn inicial del colorante inciden en el porcentaje de
remocion del colorante R40. Asimismo, los resultados del anélisis estadistico exploratorio confirman
que la remocion del colorante R40 es mayor en los cultivos sumergidos inoculados con el género
Lentinus sp., en comparacién con el mismo tipo de cultivos inoculado con el género Phanerochaete
sp. (Grafica 5).
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Gréfica 5. Gréfico de cajas y bigotes referente a la eficiencia de los hongos Lentinus sp., y Phanerochaete sp., en la decoloracién de
R40.

Adicional a la determinacion del proceso de decoloracion, se evalud por espectrofotometria Uv/Vis
los espectros ultravioletas para todos los tratamientos (grafica 6). Cabe anotar que, para este analisis,
se seleccionaron los cultivos inoculados con Lentinus sp., en tanto estos presentaron los mas altos
porcentajes de decoloracién. Los espectros generados a partir de los tratamientos inoculados
exhibieron algunos cambios en los puntos de absorcién en comparacion con los espectros obtenidos
a partir de los controles abidticos. De estos el mas representativo es el que se observé a 400 nm (linea
amarilla), sugiriendo posiblemente la formacién de subproductos metabdlicos como resultado del
tratamiento bioldgico, adicionalmente se observa la reduccion del tamafio de la curva del efecto
espectro a 504 nm que indica la desaparicion del colorante.
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Grafica 6. Espectro ultravioleta/visible de los tratamientos de R40 mediado por Lentinus sp. Linea azul: control del tratamiento linea
morada: tratamiento (dia 0). Linea amarilla: tratamiento (dia 12).

Es importante resaltar la necesidad de desarrollar técnicas analiticas mas robusta como cromatografia
liquida acoplada a masas, espectroscopia infrarroja o andlisis de resonancia magnética, para estudios
posteriores, esto con el fin de monitorear las moléculas formadas durante la remocién y posible
transformacion del colorante y la toxicidad relacionada a las mismas (Almeida et al. 2021).

Conclusién

El aprovechamiento de especies flngicas autdctonas para el tratamiento de aguas residuales
contaminadas es relevante para la implementacion de estas en procesos sostenibles de remediacion
de aguas contaminadas con colorantes. Los HPB aislados mostraron potencial para decolorar el R40,
siendo el género Lentinus sp., el mas eficiente en la remocién del colorante que se alcanza a los 12
dias de tratamiento. La eficiencia del proceso de remocion depende, en el caso de los HPB objeto de
estudio, de la produccién de las enzimas extracelulares, por tanto, la induccion de la actividad
enzimatica es un aspecto crucial para alcanzar la eficiencia de remocion del colorante en el medio.
De las enzimas evaluadas la MnP es la que se produce en mayor concentracion en cultivos estaticos,
lo que coincide con los datos encontrados en estudios previos y vincula a la enzima MnP como la
directamente responsable del proceso de decoloracion. Lo que se complementa ademéas con los
espectros UV-VIS observados que sugieren la formacion de un producto intermediario durante el
proceso de decoloracion. Aun asi, es necesario tener en cuenta a la hora de implementar este tipo de
procesos los posibles subproductos generados durante el tratamiento y la posible toxicidad derivada
de los mismos, por tanto, es importante realizar un monitoreo constante y reconocer las rutas de
transformacion bioldgica de estos compuestos contaminantes.
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Tratamiento bioldgico mediado por Lentinus sp. para la remocion de Rojo 40 de un efluente
industrial en un biorreactor operado en lote

Introduccion.

La actividad industrial es la base para la produccion y el desarrollo econémico, sin embargo,
inevitablemente conlleva a la generacion de residuos contaminantes cuya composicién es variable
dependiendo de la actividad productiva y que, a menudo, se liberan en las aguas residuales
(Mostacero et al. 2020). Las industrias textil y alimentaria en particular descargan efluentes
contaminados con elevadas concentraciones de colorantes, que son aplicados a los productos con el
objetivo de conferirles atractivo visual para los consumidores (Samsami et al. 2020; Biswal et
al.2022). Los colorantes poseen un rango de fijacion entre 65-80 % para la industria textil y del 90
% para la industria alimentaria, liberandose a través de las aguas residuales un rango entre el 10- 45
% de colorantes no fijados en el proceso productivo para ambas industrias (Gurbuz et al. 2019 y
Salem et al. 2019).

Los colorantes tipo azo son uno de los grupos de colorantes méas utilizados, estos se caracterizan
porque su grupo cromoforo esta conformado por enlaces R-N=N-R (enlaces azo) y los grupos
funcionales contienen grupos amino, hidroxilo o sulfonilo, que les otorgan propiedades anfoteras;
son molecular y quimicamente versatiles, de bajo costo y facilmente accesibles, siendo ampliamente
utilizados en la industria textil y alimentaria (Barciela et al. 2023). El colorante Rojo 40 (R40)
pertenece al grupo de colorantes azoicos y se usa con frecuencia en los sectores industriales
mencionados. Se ubica en el grupo de los monoazos, es &cido y posee una estructura aromatica
constituida por tres anillos bencénicos (Moreno et al. 2012; Bojallil et al. 2021). Esta molécula se
emplea generalmente en la fabricacion de bebidas gaseosas, productos lacteos y reposteria, siendo su
presencia asociada a algunos efectos sobre la salud humana que incluyen reacciones alérgicas e
hiperactividad en nifios, de tal forma que su consumo no es recomendado para la poblacién infantil
en algunos paises de Europa (Soylak et al. 2011; Santillan et al. 2018)

De forma general, la descarga de colorantes en los cuerpos de agua puede generar efectos toxicos en
los ecosistemas y la salud humana, la liberacion de bajas concentraciones de colorantes en cuerpos
de agua puede cambiar la calidad del liquido, alterar el pH, disminuir el paso de la luz a través de la
columna de agua y cambiar el color natural del cuerpo de agua (Cellis et al. 2019; Gaviria-Arroyave
et al. 2018). En el caso de los colorantes tipo azo por su naturaleza quimica, una vez en contacto con
el agua pueden generar aminas aromaticas, asociadas a la ocurrencia de mutaciones genéticas en
microorganismos y organismos superiores (Gaviria-Arroyave et al. 2018); Algunos de los efectos
ecotoxicologicos de los vertimientos industriales contaminados con el colorante R40 han sido
evidenciados en algunos organismos como larvas de Daphnia sp., disminuyendo su movilidad, y la
microalga Selenastrum sp., afectando la duplicacion celular de este organismo (Barrios et al.
2017).En la busqueda de alternativas para reducir el impacto causado por los vertimientos
contaminados con colorantes de tipo azo se han propuesto distintas estrategias dentro de las cuales se
incluyen tratamientos fisicos y quimicos como, adsorcién con carbén activado, filtracion por
membrana y procesos de oxidacion avanzados; sin embargo, estos tratamientos, tienen un costo
elevado de implementacion y pueden generar compuestos intermediarios més toxicos que el colorante
parental (Gaviria-Arroyave et al. 2018; Osorio et al. 2018). Una propuesta alternativa es la
micorremediacion utilizando hongos de la podredumbre blanca (HPB), los cuales han sido
frecuentemente empleados en procesos de biorremediacion debido a que poseen un complejo
multienzimatico extracelular con actividad no especifica: lacasa (Lac), manganeso peroxidasa (MnP)
y lignina peroxidasa (LiP). Los hongos de la podredumbre blanca utilizan estas enzimas para degradar
moléculas complejas como la lignina y la celulosa de la madera; razon por la cual se han convertido
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en el foco de estudios para evaluar su capacidad de degradar polimeros similares, compuestos
aromaticos, colorantes sintéticos, entre otros (Montoya et al. 2015). Las cepas comunmente utilizadas
para el tratamiento de compuestos recalcitrantes pertenecen a los géneros Phanerochaete sp.,
Trametes sp. y Schizophyllum sp., reconocidos todos por su efectividad en la degradacion de celulosa
y lignina (Montoya et al. 2015).

Las estrategias de biorremediacion basadas en la utilizacion de hongos para el tratamiento de aguas
residuales coloreadas incluyen, la adicion de enzimas lignoliticas purificadas al agua contaminada
con colorantes para favorecer el proceso de degradacion (Shi et al. 2021), o el empleo de un cultivo
activo del organismos seleccionado para el tratamiento; siendo este Gltimo més ventajoso en la
medida que se elimina el proceso de purificacion enzimatica, que tiene elevados costos (Chmelova
et al. 2022), y permite que el metabolismo del hongo participe en los procesos de oxidacion del
colorante utilizando enzimas intracelulares, como es el caso de las enzimas producidas por el sistema
citocromo p450 (Kijpornyongpan et al. 2022). La eleccion de la biomasa fungica activa para la
realizacion de procesos de biorremediacion de aguas residuales, es crucial para la seleccion adecuada
del tipo de biorreactor, ya que el mecanismo de funcionamiento incide directamente en el éxito del
proceso evitando la ocurrencia de problemas operacionales comunes como: 1) el desarrollo no
deseado del micelio del hongo en las paredes del recipiente o en los agitadores del reactor, 2)
necesidad de mayor adicion de nutrientes y 3) prolongados tiempos de retencion hidraulica lo que se
traduce en mayores costos operacionales (Sosnicka et al. 2022). Los reactores inoculados con
biomasa fangica inmovilizada y operados en lote, se han configurado como una alternativa viable y
eficiente para favorecer los procesos de transformacion y remocién de estos contaminantes en el
tratamiento de aguas residuales industriales con contaminantes emergentes, este tipo de sistemas
favorecen la actividad metabdlica de la biomasa fangica por un mayor tiempo y evitan la necesidad
de adicion constante de nutrientes (Mir-Tutusaus et al. 2020). No obstante, la mayoria de los procesos
de micorremediacion de aguas residuales empleando biorreactores se realizan a escala de laboratorio,
siendo limitados los datos a una mayor escala (Hossain et al. 2016).

En este contexto, el presente estudio pretende profundizar en el conocimiento aplicado de los
procesos de remocién o degradacion de colorantes presentes en aguas residuales industriales,
empleando dos escalas de un sistema biorreactor estatico inoculados con el HPB Lentinus sp.,
inmovilizado en un matriz no convencional (Luffa cylindrica) en los que se determind la eficiencia
del proceso de remocion o degradacion del colorante R40 y el nivel de toxicidad y calidad del efluente
tratado.

METODOLOGIA
Agua residual a tratar.

El agua residual coloreada proviene del efluente de una empresa de tintes para alimentos y textiles.
La concentracion del colorante presente en el efluente era de 80 mg/L, la caracterizacion
fisicoquimica indico la presencia de sélidos en un rango de 17 a 22%, sales entre 25 a 40%,
compuestos organicos 15 a 25%, un contenido de color entre 30 a 45% y un pH entre 5y 10. Todos
los pardmetros se determinaron de acuerdo con el protocolo consignado en el Standard Methods for
the Examination of Water and Wastewater ed. 24th (APHA 2023),
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Seleccion del HPB a utilizar y preparacion del indculo.

Los ensayos de remocién o degradacion se realizaron utilizando como cultivo activo una cepa del
HPB Lentinus sp., aislado previamente en muestreos realizados en el Valle de Aburra (Antioguia-
Colombia), e identificado segun el atlas de Kornerup y Wanscher (1978). La cepa de Lentinus sp. se
encuentra resguardada en la Coleccion de Microorganismos de la Escuela de Microbiologia CM-EM-
UdeA.

La activacion y mantenimiento de la cepa se realizé con repiques del micelio del hongo utilizando un
sacabocados para obtener un micelio de tamafio 4x4 mm, utilizado para inocular cultivos de agar
PDA incubados a 30 °C durante 5 dias, y almacenados a 4 °C hasta el momento de su uso.

Disefio y establecimiento del reactor estatico

El indculo de micelio fangico se preparé previo a la puesta en marcha del reactor, con el fin de obtener
la mayor cantidad de biomasa posible. El préindculo se preparé utilizando micelio del hongo Lentinus
sp. activado en agar PDA, el cual se transfirié a un Erlenmeyer que contenia 2 L de medio de cultivo
extracto de malta comercial (glucosa 13,6g/L, peptona 8 g/L en 1 L de agua). Teniendo en cuenta los
resultados obtenidos durante el proceso de evaluacidn y estandarizacion de las condiciones de
crecimiento dptimas, se adicion6 aserrin de pino (30 g/L) al medio de cultivo para favorecer la
actividad de las enzimas extracelulares producidas por el hongo (datos sin publicar), el cultivo se
incubd a 30 °C sin agitacion durante 4 dias, al cabo de los cuales se alcanz6 un abundante crecimiento
de la biomasa del hongo.

Para de determinar el sistema reactor mas eficiente en aras de llevar a cabo el proceso de remocion
del colorante R40, se parti6 del disefio y evaluacion funcional de dos reactores de volumen diferente,
uno de 1.5 L y otro de 8 L, este Gltimo con un volumen efectivo de 6 L. De forma similar, en el
proceso de evaluacion y estandarizacion de las condiciones de cultivo se evaluaron diferentes
superficies para inmovilizar el hongo, encontrando que el empleo de Luffa cylindrica favorece en
gran medida el proceso de remocion. (datos sin publicar). EI montaje del sistema se realiz6 por
duplicado, se cortaron dos trozos de un didmetro de 8 cm de la matriz de soporte (L. cylindrica), la
cual se esteriliz6 previamente en autoclave a 121°C durante 15 minutos para eliminar cualquier
posible contaminacion y se introdujo en el reactor, un trozo se ubicd en la superficie del volumen (til
del reactor y la otra se ubic6 a 2/4 partes del volumen de la columna; a continuacién, se adicionaron
el medio de cultivo (extracto de malta), el preinoculo y finalmente el agua residual coloreada en
proporcién hasta alcanzar una concentracion total de 80 mg/L en el sistema. El biorreactor oper6 en
lote a 30 °C durante 12 dias, sin agitacion. Se tomaron muestras de cultivo cada 2 dias y se llevaron
a refrigeracion a 4 °C para su analisis posterior. En la figura 3, se presenta un esquema general del
sistema.
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Figura 7. Esquema del disefio del biorreactor estatico utilizado para la remocién de R40 de efluentes industriales utilizando Lentinus
sp. Fuente propia.

Cinética de decoloracion durante el tratamiento Durante el funcionamiento del biorreactor se tomaron
5 mL de medio de cultivo cada dos dias. Las muestras se centrifugaron a 10.000 rpm durante 5
minutos para precipitar la biomasa y recuperar el sobrenadante. Previamente se determing la longitud
de onda apropiada para la lectura de los sobrenadantes del cultivo en el espectrofotometro para lo
cual se evalud el espectro completo del colorante puro a longitudes de onda entre 350 y 900 nm. Los
sobrenadantes se analizaron en un espectrofotometro UV/vis (Thermo Scientific GENESYS 30) a
una longitud de onda de 504 nm. La concentracion de R40 remanente se determiné a partir de la
curva de cuantificacion espectrofotométrica realizada. El porcentaje de decoloracion se determind
utilizando la formula expresada por Jadhav et al. (2008). (Donde Ai hace referencia a la absorbancia
al inicio del proceso y At hace referencia a la absorbancia obtenida en el tiempo t).

Ai—At
i

x100

Decoloracion (%) =

Determinacion de la actividad enzimética durante el proceso de decoloracion.

La actividad de la enzima Lac se determiné utilizando como sustrato 2,2’- azinobis (&cido 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico, ABTS), siguiendo la metodologia descrita por Niku-Paavola et al.
(1988). Y la actividad de la enzima MnP se determiné utilizando DMAB/MBTH (&cido 3-
dimetilaminobenzoico/ 3-metil-2-benzotiazolinona hidrazona clorhidrato) como sustratos siguiendo
el protocolo propuesto por Vyas et al. (1994). Todas las pruebas de la actividad enzimatica se
realizaron por triplicado.

La actividad enzimatica se expresd en Unidades Internacionales (Ul), donde una unidad se define
como la cantidad de enzima que oxida 1 umol de sustrato en 1 min (Vyas et al. 1994)
Determinacion de la calidad del efluente tratado

La evaluacion de la calidad del efluente tratado incluyé la determinacion de parametros como la
demanda quimica de oxigeno (DQO) del cultivo en el biorreactor y la determinacién del pH del
efluente tratado, de acuerdo con el protocolo consignado en el Standard Methods for the Examination
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of Water and Wastewater ed. 24th (APHA 2023).
Ensayos de ecotoxicidad.

El nivel de toxicidad del colorante R40 se determind mediante una prueba de fitotoxicidad en el
efluente no tratado y en el efluente tratado. Las pruebas de toxicidad se realizaron con semillas de
Lactuca sativa siguiendo la metodologia adaptada por Sobrero et al (2004). Un total de 20 semillas
de L.sativa (de dimensiones similares, color café y que no estuvieran sometidas a aplicacion de
plaguicidas) en una placa de Petri

, ¥ se adicionaron 4 mL de la solucion a evaluar (Efluente del pretratamiento y post tratamiento). Los
ensayos se efectuaron por triplicado y como control se emple6 agua destilada en lugar de agua
residual coloreada. Todas las muestras fueron envueltas individualmente con papel parafilm para
evitar la evaporacion de la muestra e incubadas a 28 °C en ausencia de luz durante 7 dias. Al finalizar
el periodo de incubacidn, se determing el porcentaje de germinacion de semillas y el crecimiento de
la raiz de las semillas germinadas. Los experimentos se realizaron por triplicado.

Anélisis de Resonancia magnética nuclear.

Las muestras se analizaron en el laboratorio del grupo de investigacion de sustancias bioactivas de la
Universidad de Antioquia; estas se prepararon de la siguiente manera: a 600 uL de muestra liquida
(efluente tratado y control abidtico) se le adicionaron 60 uL de buffer fosfato 1.5 M pH 6.2 preparado
en agua deuterada. El colorante puro fue preparado a una concentracion de 80 pg/mL en agua tipo 1l
de la forma antes descrita. Los andlisis se realizaron en un equipo de resonancia magnética nuclear
de 600 MHz Bruker (Avance HD Ill, BioSpin) con una sonda fria TCI de 5 mm y 300 K. Los
espectros fueron adquiridos con una longitud de pulso de 90° e irradiacién de radiofrecuencia 6ptima
de baja potencia para la presaturacion de la sefial de agua.

Andlisis estadisticos.

Los tratamientos se realizaron por triplicado y todos fueron analizados. Los datos se expresaron como
los promedios + desviacidn estandar. Adicionalmente, se aplicé un analisis de varianza ANOVA para
determinar las diferencias significativas entre los valores medios de los tratamientos, teniendo en
cuenta el valor p obtenido para un nivel de significancia de 0,05

Resultados y discusion:
Decoloracion de Rojo 40 mediada por Lentinus sp., y determinacion de actividad enzimatica.

El tratamiento del efluente contaminado se llevo a cabo en un reactor estatico disefiado de acuerdo
con los resultados obtenidos en ensayos previos realizados por el grupo de investigacion (datos sin
publicar), donde se establecid el uso de Luffa cylindrica como matriz para soporte del micelio
fangico, en este caso de Lentinus sp. Esta matriz es una esponja natural, con alto contenido de lignina,
de bajo costo y facil de manipular (Golebiowska et al. 2022); tiene una ventaja estructural que
favorece la colonizacion e inmovilizacion de la biomasa fungica sobre su superficie al tiempo que
tiene una baja absorcion de colorantes lo que la hace ideal para este tipo de tratamiento (Gaviria-
Arroyave et al. 2018).
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En primera instancia se evalué el porcentaje de remocion de colorante R40 en el reactor de 1,5 L,
este tratamiento se establecio por duplicado y se alcanzd un porcentaje de remocion del 73,3 % en 12
dias. Estudios previos conducidos en reactores pequefios con biomasa fungica de HPB inmovilizada
han obtenido resultados favorables para la decoloracion de colorantes, Pazarlioglu et al. (2005)
obtuvieron un 95% de decoloracion utilizando este tipo de reactores para remover el colorante azo
azul directo (20 mg/L), utilizando biomasa inmovilizada de Phanerochaete chrysosporium.
Asimismo, De forma similar, Hong et al (2017), obtuvieron una remocién de 68 % y 38 % para los
colorantes azo colorante rojo reactivo y negro reactivo utilizando Bjerkandera sp., en 24 horas en un
reactor tipo airlift durante 30 dias de tratamiento. Es claro que la eficiencia del tratamiento depende
entre otros de la concentracion y estructura de la molécula colorante, y del género de hongo empleado
para el proceso; no obstante, es posible indicar la efectividad de la estrategia biotecnoldgica empleada
que en todos los casos es un sistema biorreactor .

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos a escala 1,5 L, se planted la realizacion del proceso en
un reactor de 6 L. La imagen 1, presenta la configuracion de los reactores de 6 L utilizados para el
tratamiento del efluente industrial contaminado con R40.

Trampa de gases

Luffa cylindrica

Luffo cylindrica

Llave para toma
de muestra

Imagen 1. Biorreactores utilizados para el tratamiento del efluente contaminado con R40 previo a la adicion de colorante e
inoculacion con el hongo. Fuente propia.

El porcentaje de remocién de R40 detectado en el reactor con volumen de 6 L fue de 51 % (38 mg/L)
de una concentracion inicial de 80 mg/L, después de 12 dias de tratamiento (grafica 7). La diferencia
en el porcentaje de remocion en los reactores evaluados, 1,5 L y 6 L, se atribuyen en primera instancia
puede al aumento de volumen, que entre otras cosas dificulta la homogeneidad en el sistema
generando posibles disminuciones en las eficiencias (Doran, 1998). Sistemas con volumenes
similares (6 L) han alcanzado porcentajes de remocion de colorantes azo (azul mordiente 9 y rojo
directo 80 cada uno con concentracion de 50 mg/L) entre el 77 % y 95 % utilizando Phanerochaete
chrysosporium en un reactor de tambor rotatorio de 5 L durante 24 horas (Pakshirajan et al. 2010), y
69% de remocion para el azul indigo utilizando biomasa inmovilizada Bjerkandera sp. en un
biorreactor de 5 L (Gaviria-Arroyave et al 2018).
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Gréfico 7. Cinética de decoloracion de R40 mediada por Lentinus sp., partiendo de la concentracion inicial de 80 mg/L. La linea
punteada hace referencia al proceso de decoloracion, la linea sélida gris oscura hace referencia a la actividad de la enzima MnP y la
negra hace referencia a la actividad de la enzima Lac.

La determinacion de las enzimas extracelulares producidas durante el proceso de decoloracion,
mostraron una concentracion maxima 120 U/L de la enzima MnP al cabo de cuatro dias de
funcionamiento del sistema. En contraste, no se detectd la produccion de la enzima Lac en ninguna
de las muestras evaluadas. Esta dinamica enzimatica es similar a la observada previamente en el
proceso de evaluacién y estandarizacion realizado (datos no mostrados). Estos resultados sugieren
que el proceso de decoloracién de R40 esta influenciado por a la presencia de la enzima MnP. Un
estudio realizado en condiciones similares, (decoloracion mediada por HPB en un reactor estatico),
no detectd produccion de la enzima Lac, indicando que la produccion de esta enzima se ve
influenciada por la presencia de subproductos que inhiben el sitio activo de la enzima provenientes
del proceso de decoloracion y degradacion de la fuente de carbono del tratamiento propuesto.
(Ramadhan et al. 2021) En el caso particular de cultivos inoculados con Lentinus sp., se ha observado
que en procesos de fermentacion en estado sélido se favorece la produccion de la enzima Lac, en
comparacion con los procesos de fermentacion sumergida donde se detecta una mayor produccion de
la enzima MnP (Bayburt et al. 2019); lo que coincide con los resultados encontrados en el presente
estudio donde la enzima detectada es la MnP.

La eficiencia del proceso de decoloracién esta influenciada por la estructura del colorante y por las
enzimas secretadas durante el tratamiento. El porcentaje de decoloracidn observado en este caso se
atribuye a la actividad de la enzima MnP detectada partir del dia 2 de la puesta en marcha del
biorreactor. La enzima MnP es una proteina peroxidasa con un sitio activo fuerte para la uniéon con
productos de alta complejidad molecular destacando la capacidad de eliminacion de este tipo de
compuestos (Rahjans et al. 2023). Los datos encontrados en la literatura revisada sugieren la
capacidad de la enzima MnP para oxidar el enlace azo de los colorantes lo que favorece la remocién
de diferentes colorantes tipo azo como el amaranto, negro reactivo 5 y amarillo cibacron, alcanzando
porcentajes de remocion de 95, 76 y 46 % respectivamente, (Rekik et al. 2019).

Para el caso del presente estudio, la mayor concentracion de enzima (120 Ul) se detect6 el dia 4, en
los dias sucesivos de cultivo se observo la disminucion de la concentracion de la enzima hasta el final
de tratamiento. Sin embargo, en este sistema la decoloracion la reduccion mas alta en la concentracion
de R40 se observo al dia 2 dia (60 mg/L) con una concentracion de MnP de 12.9 Ul. Gaviria-Arroyave
et al. (2018) describieron una dindmica similar, con un porcentaje de remocién del 69% y una baja
actividad de las enzimas extracelulares; indicando que la cantidad de enzima secretada no esta
directamente relacionada con la eficiencia del proceso de decoloracion; hip6tesis soportada por Alam
et al. (2023) quienes plantean que no es posible correlacionar en todos los casos la eliminacion de
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colorante con la actividad enzimética de los HPB.

Calidad del efluente tratado.

La calidad del efluente final, obtenido como resultado del proceso de remocién en el biorreactor
inoculado con Lentinus sp., se establecié en términos de remocion de materia orgénica. La
concentracion de DQO detectada en el efluente al finalizar el tratamiento fue de 253,75 mgO/L, lo
que indica una remocion del 99 % de materia orgénica con respecto a la concentracion inicial de
DQO detectada (27.875 mgO/L). Durante el periodo de funcionamiento del sistema, se midio el pH
con valores detectados entre 6,75-7.

La micorremediacion se ha visto como una alternativa efectiva para la remocion no solo de color de
las aguas residuales, también de la materia orgénica (en términos de DQO) mejorando la calidad de
los efluentes tratados, En este sentido, Arikan, et al. (2019) utilizaron hongos de los géneros
Aspergillus sp., y Penicillum sp., para la remocién de colorantes y materia orgénica de un efluente de
la industria textil tratado en un reactor de lecho fluidizado operado en lote y con inmovilizacion de
la biomasa en esponjas artificiales con macro poros. El porcentaje de remocion de DQO fue del 70%.
Los resultados obtenidos por en el estudio de Arikan et al. 2019 y los obtenidos en el presente estudio,
demuestran que los procesos de mediados por HPB para el tratamiento de aguas residuales
contaminadas, representan alternativas viables para mejorar la calidad de los efluentes tratados. En
el marco de la normativa ambiental en Colombia, el efluente después del tratamiento es apto para la
descarga, pues este contempla valores de DQO en un rango entre 200 a 400 mgO/L y un rango de pH
entre 6 a 9 unidades. (Resolucion 0631 de 2015, MinAmbiente).

Ensayos de ecotoxicidad

La determinacion de los niveles de toxicidad en los efluentes de descarga es un aspecto importante
para asegurar la calidad del agua a descargar (Selim et al. 2021). Las pruebas de fitotoxicidad que
contemplan la germinacién de semillas y elongaciéon de la raiz son los méas simples y representativos
para determinar la accion toxica de un compuesto (De Oliveira et al. 2018). En la tabla 6, se presentan
los resultados de los ensayos de ecotoxicidad realizados en el efluente del tratamiento realizado en el
biorreactor estatico.

Tabla 6. Resultados de toxicidad del efluente. Los valores presentados corresponden a los promedios de los resultados obtenidos
durante los ensayos +/- la desviacion estandar.

Tratamiento Porcentaje de germinacién de | Crecimiento radicular (cm)
semillas (%)
Control (Agua destilada) 100 1,83+0,88
Efluente sin tratamiento (80 mg/L 30 1,33+0,93
de R40)
Efluente post tratamiento (38 45 1,46 + 0,99
mg/L de R40)

El efluente sin tratamiento con mayor concentracion de colorante (80 mg/L) presento una menor tasa
de germinacion de semillas (30 %) en comparacion con el efluente después de ser tratado en el
biorreactor inoculado con Lentinus sp. (45 %). De acuerdo con estos resultados, la toxicidad del
efluente final disminuyd en un 15 % indicando el tratamiento biolégico con Lentinus sp., no produce
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un aumento de la toxicidad del efluente tratado en comparacion con el efluente inicial. Estudios
relacionados con la remocion de colorantes de efluentes industriales mediada por HPB demuestran
que, si bien se logra la disminucion de la fitotoxicidad del efluente, en la mayoria de los casos no es
posible disminuir la toxicidad del efluente final en un 100 % esto debido a la posible formacién de
subproductos generados por los hongos durante el tratamiento del colorante ( Almedia et al. 2021;
He et al. 2018; Mota et al. 2015)

En cuanto al crecimiento radicular de las semillas, el efluente sin tratar presentd una longitud
promedio de 1,33 cm y el efluente tratado en el biorreactor presentd una longitud promedio de 1,46
cm. El andlisis varianza (ANOVA) realizado no evidencié diferencias significativas entre los
tratamientos (p>0,05); indicando que pese a existir una reduccion en la toxicidad en el cultivo tratado
en el biorreactor, la eficiencia de remocion del colorante y la disminucion de la DQO no tienen ningun
efecto en el desarrollo de las semillas. Resultados similares fueron indicados por Almedia et al.
(2021), quienes evaluaron la remocion de diferentes colorantes azo (Amarillo directo 27, negro
reactivo 5, rojo reactivo 10), utilizando el hongo Phanerochaete chrysosporium, las pruebas de
toxicidad realizadas en el efluente despueés del tratamiento no presentaron diferencias significativas.
Asimismo, Mota et al. (2015) realizaron un tratamiento biol6gico para remover el colorante rojo
congo utilizando Ganoderma lucidum, los resultados no evidenciaron diferencias significativas en
cuanto a la reduccién de la toxicidad, determinada por la elongacion de las semillas germinadas en
los ensayos de fitotoxicidad. En este caso, los autores atribuyeron este fenémeno a la posible
formacion de subproductos después de la biotransformacion de rojo congo, sugiriendo que la ausencia
de color no se traduce necesariamente en la ausencia total de toxicidad en el efluente tratado.

Hasta el momento, no se encuentra informacion relacionada con la toxicidad del colorante R40 y los
subproductos formados durante su proceso de transformacién biolégica mediada por hongos. La
ausencia de esta informacion sustenta ademas la realizacion de estudios toxicoldgicos para determinar
el impacto ecotoxicolégico de los compuestos generados y sus posibles efectos adversos,
bioaumentacion o biomagnificacion, comprobados en otro tipo de contaminantes (Naiuda et al.
2016).

Analisis de subproductos por resonancia magnética nuclear
En la figura 8 se presenta el espectro de NMR-1H del colorante R40 sin tratamiento y la asignacion

de las sefiales observadas en la molécula de colorante. En el espectro se observa la presencia de todos
los protones esperados de acuerdo con la estructura quimica del colorante.
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Figura 8. Espectro NMR-1H para el colorante R40.

La figura 9 muestra los resultados de NMR-1H de 2 muestras tomadas durante el tratamiento (dias 4 y 12 de
incubacion) comparadas con el espectro para el colorante sin tratamiento. Como respuesta a la disminucion de
la sefial del colorante (identificada entre 7.50 y 7.35 mg/L) es posible indicar la aparicion de 2 nuevas sefiales
entre 7.35 y 7.30 mg/L los cuales pueden estar asociados a los protones nuevos que adquiere la estructura
después de la reduccion del grupo azo mediada por Lentinus sp. El espectro observado sugiere el rompimiento
del grupo azo de la molécula, generando 2 posibles subproductos de degradacion del colorante.

Tratamiento dia 4
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Tratamiento dia 12

38 ug/mL f
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Figura 9. Espectro NMR-1H la linea roja representa el espectro para la muestra tomada luego de 4 dias de incubacidn, la linea verde
representa el espectro para la muestra final del tratamiento (12 dias de incubacion) y la linea negra representa el efluente sin
tratamiento.

En la figura 10, se presenta la estructura quimica probable de los productos intermediarios formados
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a partir del colorante R40 durante el proceso de remocién del colorante mediado por el HPB Lentinus
sp. Los hidrogenos resaltados en color rojo corresponden a las sefiales nuevas de protones que
aparecen en el espectro.
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Figura 10. Esquema de biotransformacion de la molécula de colorante rojo 40 a través del rompimiento del enlace azo mediado por
la accion bioldgica del hongo Lentinus sp.

Es importante resaltar el rompimiento del enlace azo que conforma el cromoforo de la molécula,
atribuido a la accion de las enzimas extracelulares; en este caso a la actividad enzimatica de la MnP
detectada durante el proceso, lo que favorece la pérdida de color (Liu et al. 2020). El estudio realizado
por Qin et al. (2024) obtiene resultados similares en un proceso de biodegradacién del colorante azo
naranja reactivo 16 mediado por Aspergillus flavus, los investigadores destacan la accion de las
enzimas extracelulares no especificas de hongos lignocelulésicos para el rompimiento de los enlaces
azo. De forma similar, en el estudio conducido por Alam et al. (2023), se determinaron las posibles
rutas de degradacion de colorantes azo (azul reactivo 5, azul &cido 113 y naranja acido 7) mediada
por el HPB Trametes hirsuta, los resultados permitieron establecer que la transformacién de la
molécula de los 3 colorantes evaluados inicia por la oxidacién enzimatica de los enlaces azo. Los
estudios mencionados presentan resultados similares a los encontrados en el presente estudio;
refiriendo la transformacién de la molécula colorante en compuestos como aminas aromaticas; sin
alcanzar la completa mineralizacién. Lo anterior, se traduce basicamente en la pérdida de color en el
agua coloreada después del tratamiento en el reactor inoculado con Lentinus sp., y la leve disminucion
de la toxicidad de los efluentes tratados.

En la literatura revisada se encuentra un reporte sobre las de rutas de degradacién del colorante puro
R40 (Kale et al 2014), por la bacteria Ochrobactrum anthropi, la ruta de degradacion propuesta indica
un rompimiento inicial del enlace azo y posterior formacion de 2 aminas aromaticas hasta llegar a la
completa mineralizacion del colorante luego de 24 horas de tratamiento a una concentracion de 10
g/L. Al respecto de la degradacion de R40 empleando HPB, no se han encontrado reportes previos
por tanto los resultados del presente estudio constituyen un acercamiento que aporta informacion
sobre la eficiencia de la remocidn o degradacion del colorante R40 mediada por el hongo Lentinus
sp., asi como, fuertes indicios sobre la formacion de productos intermediarios durante este proceso.

Conclusién
Los resultados obtenidos en el presente estudio permiten concluir que el Lentinus sp., es un organismo
eficiente para la implementacion de procesos de biorremediacion para la eliminacion del colorante
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R40 de efluentes de aguas residuales no domésticas en voliumenes medios (6 L), mostrando la
transformacion del colorante R40 en aminas aromaticas lo que favorece la disminucion de la
toxicidad en el efluente tratado. Asimismo, se requiere la exploracion de otros factores que permitan
optimizar el tratamiento como la determinacion de la concentracién minima inhibitoria de R40 sobre
Lentinus sp., y profundizar en el conocimiento de las rutas metabdlicas empleadas por Lentinus sp.
en la transformacion de R40 mediada por HPB.

Asimismo, se propone como perspectiva la realizacion de estudios que incluyan el escalado del
proceso de tratamiento a para su implementacion estrategia biotecnologica de tratamiento de aguas
en sectores de interés; y la continuidad en el desarrollo de estudios ecotoxicologicos de los colorantes
utilizando para esto especies autdctonas, sirviendo esta informacion como punto de partida para la
creacion de futuras regulaciones relacionadas con este tipo de contaminantes.
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