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SELECCION DE CEPAS DE HONGOS COMESTIBLES PRODUCTORAS DE
LACASAS Y SU POTENCIAL DE APLICACION A PROCESOS DE
BIORREMEDIACION EN ZONAS CONTAMINADAS CON HIDROCARBUROS EN
MEXICO

Teresita Spezzia Mazzocco, Dra.

Colegio de Postgraduados, 2012

Quince cepas de hongos comestibles pertenecientes a los géneros Pleurotus, Ganoderma,
Lentinula y Coprinopsis, fueron evaluadas en cuanto a su actividad enzimética utilizando el
medio de cultivo agar con extracto de malta (EMA), adicionado con acido 2,2'-azino—bis—(3-
etillbenzotiazolin—6-sulfonico) (ABTS), 2,6-dimetoxyphenol (DMP) vy guayacol. Se
seleccionaron nueve cepas para determinar cuantitativamente la actividad de lacasas. Esta
evaluacion se realizé con el medio de cultivo de extracto de malta liquido (EMB) suplementado
con 0.1 mM de sulfato de cobre. Se demostré que las cepas CP-50 de Pleurotus ostreatus y CP-
267 de P. pulmonarius son altamente productoras de actividad de lacasas, obteniéndose 4,000
U/ml y 2,500 U/ml, respectivamente. Estas cepas fueron considerablemente superiores en
actividad de lacasas, con respecto a cepas de otras especies y géneros evaluadas (Ganoderma,
Lentinula, Coprinopsis). Debido a que la cepa CP-50 presentd la mayor actividad de lacasas, esta
fue utilizada en las pruebas de biorremediacion in vitro, empleando el hidrocarburo aromaético
policiclico (HAP) antraceno (en polvo) directamente sobre el medio EMA. Se demostré que el
micelio de la cepa CP-50 se desarrolld6 de manera normal aln en presencia de altas
concentraciones de antraceno (0.1 g/25 ml), e incluso se observé un efecto de estimulacién sobre
su desarrollo. EI método de evaluacion desarrollado en este estudio demostrd ser sencillo y
eficiente, ademas de permitir la utilizacion de altas concentraciones de antraceno. Se propone una
estrategia de biorremediacion in situ para degradar hidrocarburos aromaticos policiclicos del
petréleo, en suelos agricolas contaminados, utilizando el sustrato residual de la produccion

comercial de hongos comestibles colonizado por micelio.

Palabras clave: antraceno, biorremediacion, hongos comestibles, lacasas.



SELECTION OF EDIBLE MUSHROOM STRAINS PRODUCING LACCASES AND ITS
POTENTIAL FOR APPLICATION TO BIORREMEDIACION PROCESSES IN
CONTAMINATED AREAS WITH HYDROCARBONS IN MEXICO

Teresita Spezzia Mazzocco, Dra.

Colegio de Postgraduados, 2012

Fifteen Basidiomycete fungi belonging to the genera Pleurotus, Ganoderma, Lentinula and
Coprinopsis were qualitatively evaluated using malt extract agar (EMA). 2-2"-azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS), 2,6-dimetoxyphenol (DMP) or guayacol
substrate were added to the EMA medium. Nine strains were selected and quantitatively tested
for laccase activity. Cupper sulfate (0.1 mM) added to the liquid malt extract (EMB) medium
was used for this evaluation. High laccase activity was recorded in the strains CP-50 (4,000
U/ml) and CP-267 (2,500 U/ml) of Pleurotus pulmonarius. The genus Pleurotus showed higher
laccase activity in comparison with the strains of the other genera studied (Coprinopsis,
Ganoderma, Lentinula). The strain CP-50 was selected for further in vitro experiments using
anthracene powder (0.1 g/25 ml) added to EMA. Data showed not only tolerance to the
polycyclic aromatic hydrocarbon, but also promotion of mycelial growth. This method is useful
for testing tolerance of fungi to other toxic compounds associated to bioremediation processes. A
general strategy for using the spent substrate from commercial mushroom cultivation in Mexico

for in situ bioremediation is discussed.

Key words: anthracene, bioremediation, laccase, mushrooms.
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lucidum) con un halo de color por la oxidacion de ABTS. A-2: CP-476 con un halo de
color por la oxidacion de DMP. A-3: CP-476 con un halo de color por la oxidacion de
guayacol.
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Figura 73. Pleurotus ostreatus CP-50 a los 3 dias de crecimiento en medio de cultivo
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fue evaluada con cuatro sustratos enzimaticos distintos.

Figura 97. Parametros de desarrollo de CP-50 de Pleurotus ostreatus en ausencia de
antraceno, medio EMA adicionado con ABTS, 20°-26°C. La actividad de lacasas fue
evaluada con cuatro sustratos enzimaticos diferentes.

Figura 98. Esquema de problematizacion de la estrategia para el uso del hongo Pleurotus

ostreatus en biorremediacion de suelos agricolas contaminados por hidrocarburos.

XViii

113

120



LISTA DE CUADROS

Cuadro 1. Métodos generales reportados para la remediacion de suelos contaminados.
Cuadro 2. Clasificacion de las tecnologias de biorremediacion y tipos de técnicas mas
comunes.

Cuadro 3. Microorganismos reportados como degradadores de sustancias toxicas.
Cuadro 4. Cepas de hongos comestibles utilizadas en el presente estudio.

Cuadro 5. Valores de pH del medio de cultivo adicionado con diferentes sustratos
enzimaticos (temperatura: 24.2°-24.7°C) antes y después de su colonizacion por el micelio
de los hongos comestibles estudiados.

Cuadro 6. Actividad de lacasas de hongos comestibles obtenida por métodos cualitativos
y cuantitativos.

Cuadro 7. Actividad de lacasas de hongos del género Pleurotus reportada en la literatura.
Cuadro 8. Actividad de lacasas del género Ganoderma.

Cuadro 9. Actividad de lacasas del género Lentinula.

Cuadro 10. Muestras tomadas para la evaluacién de lacasas en diferentes tiempos.
Cuadro 11. Concentracion de reactivos necesarios en la elaborar la curva de calibracion
para proteinas.

Cuadro 12. Actividad de lacasas de la cepa CP-50 evaluada con el sustrato ABTS.
Cuadro 13. Actividad de lacasas de la cepa CP-50 evaluada con el sustrato DMP.
Cuadro 14. Actividad de lacasas de la cepa CP-50 evaluada con el sustrato guayacol.
Cuadro 15. Actividad de lacasas de la cepa CP-50 evaluada con el sustrato
syringaldazina.

Cuadro 16. Actividad de lacasas de la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus evaluada con el
sustrato enziméatico ABTS en medio de cultivo adicionado con ABTS.

Cuadro 17. Actividad de lacasas de la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus evaluada con el
sustrato enzimatico DMP en medio de cultivo adicionado con ABTS.

Cuadro 18. Actividad de lacasas de la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus evaluada con el
sustrato enzimatico guayacol en medio de cultivo adicionado con ABTS.

Cuadro 19. Actividad de lacasas de la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus evaluada con el
sustrato enzimatico syringaldazina en medio de cultivo adicionado con ABTS.

XiX

10
31
65

73

75

75

76

84

86

91

91

92

92

95

95

95

95



Cuadro 20. Actividad de lacasas observadas en dos zonas distintas de una colonia de

Pleurotus ostreatus en el momento del contacto con el antraceno, medio EMA, 20°-26°C.

Cuadro 21. Actividad de lacasas observadas en dos zonas distintas de una colonia de
Pleurotus ostreatus en el momento de sobrecrecer en antraceno, medio EMA, 20°-26°C.
Cuadro 22. Area micelial de la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus en presencia y
ausencia de antraceno en los diferentes tiempos evaluados, medio EMA, 20°-26°C.
Cuadro 23. Area micelial evaluada en el crecimiento de la cepa CP-50 de Pleurotus
ostreatus en medio EMA suplementado con ABTS 0.5 Mm, 20°-26°C.

Cuadro 24. Produccién de proteina por la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus control,
medio EMA, 20°-26°C.

Cuadro 25. Produccion de proteina por la cepa CP-50 de Pleuroturs ostretaus crecida en
presencia de antraceno, medio EMA, 20°-26°C.

Cuadro 26. Produccién de proteina por la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus control,
medio EMA adicionado con ABTS, 20°-26°C.

Cuadro 27. Produccion de proteina por la cepa CP-50 de Pleuroturs ostretaus crecida en
presencia de antraceno, medio EMA adicionado con ABTS, 20°-26°C.

Cuadro 28. Concentracion maxima de diversos HAPs reportada para petroleo crudo.

XX

98

98

100

100

103

104

104

104

109



PARTE I: MARCO CONCEPTUAL

I. INTRODUCCION
1.1. Los hongos comestibles

Los hongos son organismos unicelulares o multicelulares, que viven fijos a un sustrato y
gue mientras estan vivos no cesan de crecer. Se pueden encontrar practicamente en cualquier
ambiente y sobre una gran diversidad de sustratos. Sus compartimentos hifales tienen una pared
formada por quitina, su desarrollo es a través de estructuras filamentosas Ilamadas hifas que, en

su conjunto, se llaman micelio.

Su alimentacién es de tipo heterdtrofa, ya que no tienen clorofila y por lo tanto no
realizan fotosintesis. Cuentan con un sistema de digestion externa, es decir, secretan enzimas
extracelulares para degradar los sustratos y se nutren por la absorcién. Dependiendo del sustrato
donde crecen los hongos pueden ser sapréfitos cuando se alimentan de materiales en
descomposicion, parasitos cuando se alimentan de otros seres vivos y simbiontes cuando viven

en asociacion con otros organismos vivos y se benefician mutuamente.

Los hongos se reproducen de manera sexual y asexual. La reproduccion asexual se lleva a
cabo a través de hifas haploides que originan esporas por medio de la mitosis, llamadas conidias
y oidias. La reproduccion sexual consiste en la unién de dos hifas haploides compatibles que dan
lugar a hifas dicarioticas y a su vez a esporas en estructuras tipo basidio (Figura 1). El proceso se
Ileva a cabo en tres fases principales: La plasmogamia con la fusién de los protoplastos, con lo
que dos nucleos diferentes se encuentran en el mismo citoplasma. La kariogamia o fusion de los
nucleos. Y la meiosis, en donde sucede una division que da lugar a nacleos haploides (Chang y
Miles, 2004).

El reino Fungi se divide segun Whittaker en dos grupos o filos: Myxomycota o mohos del
Iégamo, y Eumycota u hongos verdaderos. En el grupo de los Eumycota estan reportados cerca
de 80,000 especies en las clases: Ascomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota y Zygomycota.

La clase Basidiomycota (hongos que producen basidios con basidiosporas) contiene a la mayoria


http://es.wikipedia.org/wiki/Basidio

de los hongos comestibles, estos presentan hifas septadas. Son pluricelulares. Sus cuerpos
fructiferos constan de un pie o estipite y de un sombrero, en donde se encuentran las laminas que

a su vez contienen a los basidios donde se producen las basidiosporas (Villee, 1988).

plasmogamy

monokaryon

monokaryon

germination

0

basidiospores

basidium (Karyogamy, meiogig)
sporulation

Figura 1. Ciclo de vida de los basidiomicetos superiores (Pleurotus ostreatus) (Martinez-
Carrera, 1998).

Los hongos comestibles han sido apreciados desde hace varios siglos por sus
incomparables caracteristicas alimentarias, sus propiedades nutricionales y su excelente sabor, al
igual que por su singular capacidad de producir una gran variedad de metabolitos secundarios
con efecto medicinal, entre los que se citan: antibioticos, antitumorales, antiinflamatorios,

anticolesterolémicos y antioxidantes.



En general se calcula que existen cerca de 1.5 millones de especies de hongos de los
cuales 14,000 producen cuerpos fructiferos de suficiente tamafio como para ser considerados
macromicetos, de estos casi el 50% (cerca de 7,000 especies) se considera que poseen algun
grado de comestibilidad. No obstante, hasta hoy en dia solo doscientas de ellas se cultivan
experimentalmente, de los cuales cerca de cien son rentables y alrededor de sesenta se
encuentran en el mercado, de estas ultimas, solo diez han alcanzado la escala industrial de
produccion (Chang y Miles, 2004). A nivel mundial la produccion de hongos representa la mayor
industria basada en fermentaciéon solida (Lau et al., 2003). En Latinoamérica, el cultivo de
hongos comestibles fue introducido en 1933 desde Europa y la primera empresa importante en
México se fund6 en 1949 (Martinez-Carrera, 2002; Martinez-Carrera y Lopez-Martinez, 2010).

Entre los hongos comercialmente mas importantes se incluyen:

1.  Los “champifiones” (Agaricus), conocidos también como ‘“hongo blanco”,
“champifion” u “hongo de boton”, son los hongos con la mayor produccion mundial y
con los avances tecnoldgicos méas importantes para su cultivo, especialmente
difundido en paises de occidente.

2.  Las “setas” (Pleurotus), denominadas también con los nombres de “oreja” u “hongo
ostra”, son hongos relativamente faciles y rapidos de cultivar y pueden crecer sobre
una gran variedad de sustratos. Existen varias especies cultivables, entre las que se
encuentran: P. pulmonarius, P. cystidiosus, P.ostreatus y P. djamor.

3. El “shiitake” (Lentinula edodes), conocido como “el hongo negro de los bosques”,
“hiang-gu” para los chinos y “shiitake” para los japoneses, es uno de los hongos
comestibles méas estimados en el oriente de Asia. Fue cultivado en China sobre
troncos de arboles muertos. El primer documento escrito que alude al cultivo del
shiitake se remonta a Wu Sang Kwuang, quien vivié en los tiempos de la dinastia
Song (960-1127). La palabra “Shiitake” viene de Shii = castafio, take = hongo; hongo
del castafio (también crece sobre otras especies), debido al sustrato silvestre. Las
especies de arboles en las que se puede cultivar el hongo son principalmente las que
pertenecen a los géneros: Quercus y Cyclobalanopsis (encinos), Castanea (castafios),
Carpinus (carpes), y Castanopsis (castafio japonés o shii), también pueden crecer en

sustratos a base de aserrin. Se le asocia con propiedades medicinales importantes.



4.  El “reishi” (Ganoderma), conocido también como “ling-chi” o “panacea poliporo”, es
un hongo lefioso, consumido principalmente en infusiones, aunque en algunos
pueblos también se consume el hongo en las primeras etapas de su desarrollo,
actualmente es el hongo al que se le atribuyen mayores propiedades medicinales.

5. El “maitake” (Grifola). En Japon se le conoce como “hongo danzante”, en China
como “flor gris de los arboles”, en Norteamérica como “gallina de la madera” u
“hongo cabeza de oveja”. Se trata de un hongo poliporo grande y carnoso (15-60 cm,
1.87-3.37 kg). En la naturaleza se encuentran creciendo sobre el pasto o cerca de la
base de los arboles, en troncos muertos y maderas duras. Al igual que Lentinula y
Ganoderma se le considera como uno de los hongos méas importantes por sus

propiedades medicinales.

La mayor parte de estos hongos poseen, ademas, gran importancia etnomicologica, ya que
son muy estimados por los indigenas de diversos grupos étnicos y, en general, por los
campesinos de las zonas donde se desarrollan los hongos en abundancia, en el caso de México,
son principalmente la zona centro del pais y los bosques himedos de las regiones templadas.

1.2. La contaminacion por hidrocarburos del petroéleo, un problema global

Como es sabido el petréleo constituye la principal fuente de energia no renovable de la
sociedad contemporanea y la materia prima para la elaboracion de un sin nimero de articulos y
productos quimicos, por lo que se convirtio en el agente mas importante del impulso econémico
y social de paises desarrollados y subdesarrollados, tan solo en el afio 2006 se produjeron 3,816

toneladas métricas.

Este importante elemento contiene grandes cantidades de hidrocarburos, principalmente
de tipos parafinicos, nafténicos y aromaticos, en una proporcion constitutiva de 82-85% de C,
12-15% de H, cerca del 3% de azlfre, oxigeno y nitrégeno, y contiene ademas varios elementos
metalicos, con variaciones en la concentracion de estos ultimos, de acuerdo al sitio en donde se
ha formado el petroleo (Jiménez, 2001; Miller, 2002).

Los hidrocarburos aromaticos, tales como el benceno, tolueno, etilbenceno y xileno, que

se encuentran predominantemente en las fracciones ligeras del petréleo, son compuestos

4



utilizados ampliamente en la industria como solventes, relativamente solubles en agua por lo que
pueden ser transportados facilmente y llegando a acceder a suelos y aguas subterraneas. Asi
mismo, pueden volatilizarse a temperatura ambiente por lo que se convierten ademéas en una
fuente de contaminacién aérea importante (Baker y Herson, 1998). Aun maés significativos, por la
toxicidad que conllevan y sus caracteristicas recalcitrantes, se encuentran en la composicion del
petréleo los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs), que constituyen ademas, un grupo de
mas de cien sustancias quimicas diferentes formadas de dos o mas anillos de benceno (Wade
1993; Mougin, 2002). El naftaleno (C10 H8), por ejemplo, es uno de los hidrocarburos
aromaticos policiclicos mas comunes en suelos contaminados, es el mas simple y consiste de dos
anillos de benceno fusionados. Por su parte, los compuestos antraceno y fenantreno estan
formados de tres anillos de benceno y entre los hidrocarburos aromaticos policiclicos superiores

se pueden mencionar al pireno, benzopireno y dibenzopireno.

Los compuestos como el petréleo y sus derivados son sustancias frecuentemente
implicadas en problemas ambientales, agricolas y de salud, que han causado pérdidas
econOdmicas y ecoldgicas en nuestro pais y aunque, algunos hidrocarburos formados por n-
alcanos se pueden degradar facilmente a través de la biorremediacion que realizan
microorganismos autdctonos, es bastante dificil la restauracion de sitios altamente contaminados

por hidrocarburos poliaromaticos.

La contaminacion por derrames de petrdleo afecta las funciones ecol6gicas de los suelos
y subsuelos, tales como la recarga y proteccién de mantos acuiferos, los ciclos biogeoquimicos y
las cadenas troficas, altera las propiedades fisicas del suelo (cambios en la estructura debido a la
ruptura de los agregados y aumento de la retencion del agua en la capa superficial) y quimicas
(aumento del carbono organico con la consecuente disminucion del pH, aumento del manganeso
y del hierro intercambiable y aumento del fésforo disponible) (SEMARNAT, 2007). Es relevante
también el hecho de que muchos de los compuestos poliaromaticos pueden permanecer durante
un tiempo considerable en el suelo y acumularse a través de las cadenas alimenticias, muchos

tienen efectos teratogénicos y cancerigenos.



1.3. Remediacion y biorremediacién en suelos contaminados con hidrocarburos de petrdleo

Los suelos, como base de la produccion de alimentos y fibras, se caracterizan por tener
tanto presencia de nutrientes como una estructura fisica que sustenta la vida de los organismos.
El suelo, considerado como organismo vivo, dindmico y tridimensional (tiene dimensiones de
longitud, ancho y profundidad), esta sujeto a los procesos y las etapas de la vida. Un suelo nace,
crece y puede llegar a morir, todos los suelos estdn obligados a cambiar a través del tiempo.
Cabe mencionar que la caracteristica mas sobresaliente de los suelos es posiblemente su gran
capacidad de transformar y reciclar las sustancias y los materiales que se depositan en él, con
ayuda de los microorganismos y de las condiciones fisicas adecuadas. Sin embargo, a pesar de la
gran actividad purificadora que pueden presentar los suelos, la actividad humana ha sobrepasado
en muchos casos la capacidad de degradacion de los mismos, los vertidos de forma permanente e
incrementada de compuestos xenobidticos, hacen necesaria la toma de acciones remediadoras
que permitan mantener el estado de equilibrio y salud del ambiente. Cada pais tiene
organizaciones responsables de evaluar el dafio y las concentraciones maximas permisibles en
los diferentes ambientes, entre los organismos reguladores méas importantes se puede mencionar

a la EPA (Enviromental Protection Agency) de los Estados Unidos.

A la evaluacion de los riesgos de un accidente ambiental, siguen las medidas de
mitigacion inmediata, tales como la clausura de pozos de extraccion de agua contaminados, la
coleccién de aceite crudo derramado en cuerpos de agua y la excavacion de zanjas o
introduccidn de cortinas para evitar la dispersion. No obstante, normalmente quedan remanentes
en la estructura del suelo o disueltos en el agua, los cuales requieren de la aplicacion de
tratamientos de remediacion méas especificos, para lo cual existen diversas tecnologias de
remediacién disponibles comercialmente, las que han demostrado mayor nivel de eficiencia se
encuentran referidas en la Cuadro 1. En su mayoria, se trata de procesos fisicos y quimicos de
atenuacion no destructiva en donde los compuestos contaminantes se conservan aun cuando se

ha cambiado su contexto en el medio.



Cuadro 1. Métodos generales reportados para la remediacién de suelos contaminados.

Tecnologias de remediacion in situ Tecnologias de remediacion ex situ

Atenuacion natural Confinamiento en contenedores y sitios especiales
Extraccion al vacio de compuestos Solidificacion/estabilizacion con mezclas suelo-
volatiles cemento 0 microencapsulacion

Arrastre por inyeccion de aire Tratamiento térmico

Vitrificacion por alta corriente Incorporacion de suelo contaminado a materiales
eléctrica asféalticos

Filtracion a través de carbdn Lavado de suelo con solventes organicos

activado

Desorcion térmica por aplicacion de Incineracion para la destruccion de residuos
temperatura peligrosos en altas concentraciones

Arrastre de vapor a través de pozos Tratamiento de aguas subterraneas

Fuente: Ibbotson et al., 1989; Flores et al., 2004.

La necesidad de desarrollar métodos mas eficientes para remediar los suelos
contaminados propicio el surgimiento de tecnologias mas precisas, como la biorremediacion,
basada en los procesos enzimaticos que llevan a cabo los microorganismos para transformar los

compuestos toXicos que se encuentran en el ambiente.

La biorremediacién es una de las mejores técnicas que pueden aplicarse para la
eliminacion de toxicos de forma natural y la recuperacion de ambientes generalmente dafiados
por alguna actividad humana. Usualmente es mucho menos costosa que las tecnologias
alternativas y tiene la importante caracteristica de transformar los contaminantes en sustancias
mas simples o de menor toxicidad o incluso, puede llegar a mineralizarlos completamente en

lugar de simplemente transferirlos a una fase diferente o a otra localidad (Baker y Herson, 1994).

La clasificacion de los procesos de biorremediacion es similar a la de las tecnologias de
remediacion clésicas: tecnologias in situ y tecnologias ex situ. En el Cuadro 2 se muestran los

procesos de biorremediacion mas frecuentemente utilizados.

La degradacion de hidrocarburos en suelo ha sido estimada por Ruda et al. (2004) en
tasas de 0.02-0.4 g de hidrocarburos/kg suelo/dia, con una poblacién microbiana aproximada de
10° unidades formadoras de colonias/g suelo, con variaciones dependiendo de las caracteristicas

del suelo, el clima, la micro y macroflora y la calidad y cantidad de los hidrocarburos presentes.
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Sin embargo, en un compuesto tan diverso como lo es el petroleo, no todos sus componentes se
degradan de igual manera. Es asi que los hidrocarburos alifaticos lo hacen méas rapidamente que
los aromaticos, los de cadenas lineales mas facilmente que los ramificados y los saturados méas

que los insaturados (Baker y Herson, 1998).

Cuadro 2. Clasificacion de las tecnologias de biorremediacion y tipos de técnicas mas comunes.

TECNOLOGIA DE CARACTERISTICAS

BIORREMEDIACION

Bioreactores El proceso se lleva a cabo en un contenedor o reactor, cominmente
atil para liquidos o lodos

Labranza (Landfarming) Sistema de tratamiento en fase sélida. Util para suelos (opcional ex
situ o in situ)

Compostaje Proceso aerdbico y termofilico en donde se mezcla el material con
un agente que da volumen. Se pueden aplicar en pilas estaticas, pilas
aireadas, o en reactores de proceso continuo

In situ

Bioventilacion Inyeccion de aire en suelos para estimular el crecimiento y la
actividad microbiana

Bioestimulacion Estimulacion del desarrollo de microorganismos nativos en suelo o
agua con la adicion de nutrientes

Bioaumentacion Adicion de microorganismos

Biofiltros Utilizacion de columnas laminares microbianas para tratar las
emisiones de vapores

Fitorremediacion Utilizacion de plantas

Fuente: Baker y Herson, 1994.

Los principales organismos responsables de la transformacion quimica de los
contaminantes son las bacterias aerobicas, incluyendo los actinomicetos y las cianobacterias, las
bacterias anaerobicas, los hongos y algunas algas (Riser-Roberts, 1992). EI mecanismo por el
cual llevan a cabo la degradacion de los compuestos organicos, incluye la produccién de enzimas

y la participacion en procesos metabolicos, con transferencia de electrones desde un electron



donador hasta un compuesto aceptor de electrones. El principal y mas importante aceptor de
electrones por su alto rendimiento energético es el oxigeno, implicado en las reacciones
oxidativas aerdbicas. Conforme el oxigeno disponible disminuye en concentracion, los
microorganismos anaerobicos pueden participar en la oxidacién y transformacion del compuesto
utilizando otros aceptores de electrones, tales como nitrato, manganeso, fierro, sulfato y dioxido
de carbono (Levin y Gealt, 1997).

Especificamente, en la biodegradacion de moléculas aromaéticas del petréleo se
involucran dos pasos: la activacion de los anillos y el rompimiento de los mismos. Estos
compuestos se degradan entonces a formas &cidas que pueden ser utilizadas por los
microorganismos, como en el caso del fumarato o el acetoacetato que son introducidos al ciclo
de Krebs, obteniéndose al final de la reaccién la modificacion del compuesto inicial hasta la
formacion de diéxido de carbono y agua. Los hidrocarburos aromaticos policiclicos se degradan,

rompiendo y procesando un anillo a la vez (Levin y Gealt, 1997).

A pesar de las eminentes ventajas de la biorremediacion, debe sefialarse que también
tiene algunas limitaciones, tales como largos periodos de restauracién, inhibicion de la actividad
microbiana por la contaminacion y la falta de efectividad en suelos de baja permeabilidad, o
cuando la contaminacién alcanza niveles de mayor profundidad. Algunos contaminantes
especificos (cadmio, plomo, mercurio, materiales radioactivos o corrosivos) no pueden tratarse
por biorremediacion, ya que la mayoria de los microorganismos no los absorben facilmente,
pueden bioacumularlos en las cadenas tréficas, o incluso pueden generar subproductos con

mayor toxicidad a la inicial (Baker y Herson, 1998).

Debido a la complejidad de muchos de los compuestos contaminantes y a la diversidad
enzimatica que se requiere para degradarlos es comdn que la biodegradacién no se pueda llevar a
cabo por un solo microorganismo, sino a través de consorcios microbianos en un proceso
denominado cometabolismo o co-oxidacion (Baker y Herson, 1998). Las bacterias, las levaduras
y la mayor parte de los hongos filamentosos (no asi los hongos comestibles) muestran un
decremento en su habilidad para degradar compuestos conforme aumenta la longitud de la
cadena de carbonos. En el caso de los hidrocarburos poliarométicos, la degradacion microbiana

es inversamente proporcional al nimero de anillos que contienen. Los hongos comestibles por



los sistemas enzimaticos que poseen logran degradar compuestos que otros microorganismos no

pueden.

Por otro lado, algunos microorganismos pueden producir sustancias surfactantes, las que
no sirven para degradar a los contaminantes pero ayudan a incrementar la movilidad y la
biodisponibilidad de los mismos, son especialmente Gtiles en los suelos contaminados con
petroleo, precisamente por el hecho de que muchos de los compuestos, como los HAPs, se

adhieren fuertemente a las particulas del suelo (Baker y Herson, 1998).

Cuadro 3. Microorganismos reportados como degradadores de sustancias toxicas.

Microorganismos degradadores / métodos Compuesto Referencia
empleados degradado

Bacterias (15% cepas aisladas presentaron capacidad Tolueno Juteau et al.,
degradadora) 1999
Aspergillus, Paecilomyces, Penicillium y HTP Rivera-Cruz et
Trichoderma (de rizésferra) (hidrocarbur al., 2002

os totales

del

petrdleo)
Bacterias  nativas  (20% de  degradacion): Fenantreno Chéavez-
Pseudomonas aeruginosa, Ralstonia  pickettii, Gbémez et al.,
Pseudomonas sp. y Pseudomonas cepacea 2003

Hongos  filamentosos  nativos  (35-50%  de
degradacion): Penicillium sp., Trichoderma viride,
Alternaria tenuis y Aspergillus terreus

Hongos filamentosos nativos: Coniothyrium sp. y HTP Potin et al.,
Fusarium sp. (26.5% y 2004
27.5%)

Microbiota nativa/ bioestimulacién (aprox. 95% de HTP en Rojas-

degradacion) lodos Avelizapa et
al., 2007

Bioaumentacion*: Rhizopus sp. (36%), Penicillium HTP Mancera-

funiculosum (30%), Aspergillus sydowii (17%) Lépez et al.,
2008

*Incremento en la degradacion comparado con el proceso de bioestimulacion.

A partir de las primeras publicaciones de microorganismos biorremediadores (Zobell,

1946; Davis, 1956) los microorganismos han constituido el punto de partida de una gran cantidad
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de estudios cientificos en pro de la biorremediacion. En el Cuadro 3 se reportan trabajos

realizados con bacterias y hongos filamentosos en la degradacion de petroleo.

Especificamente, la biodegradacion de moléculas aromaticas del petrdleo involucra dos
pasos, la activacion de los anillos y el rompimiento de los mismos, como se muestra en la Figura
2. Estos compuestos se degradan entonces a formas &cidas que pueden ser utilizadas por los
microorganismos, como en el caso del fumarato o el acetoacetato que son introducidos al ciclo
de Krebs, obteniéndose al final de la reaccion, la modificacion del compuesto inicial hasta la
formacion de didxido de carbono y agua. Los hidrocarburos aromaticos policiclicos se degradan,
rompiendo y procesando un anillo a la vez (Levin y Gealt, 1997). La reaccion general del
catabolismo de degradacién se explica de la siguiente manera:

CH,O0 +0, —»CO;+ H,0 + energia (Baker y Herson, 1998)

R

OH

OH

coon < / COOH
\ COOH / \

Figura 2. Etapas generales de la degradacion de compuestos aromaticos del petréleo (Levin y
Gealt, 1997).
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1.4. La actividad enzimatica de los hongos comestibles productores de lacasas

Los hongos comestibles se desarrollan directamente sobre los sustratos de cultivo de
caracter lignoceluldsico, secretando diversas exoenzimas, tales como: lacasas, manganeso
peroxidasas (MnP) y lignino peroxidasas (LiP) (Collins et al., 1996; Majcherczyk et al., 1998;
Gramss et al., 1999; Novotny et al., 1999; Pickard et al., 1999; Baldrian et al., 2000; Eggen y
Sasek, 2002; Leonardi et al., 2007).

Las enzimas lignoliticas despolimerizan la lignina, un compuesto complejo formado por
muchos anillos aromaticos. En la Figura 3 se muestra el modelo para la lignina de coniferas
formada por polimerizacion deshidrogenativa del alcohol coniferilico con las correspondientes
unidades guayacilpropano formando diferentes tipos de subestructuras: 1) éter guayacilglicerol-
B-arilico; 2) fenilcumarano; 3) pinorresinol; 4) éter difenilico; y 5) dibenzodioxocina. La
estructura 1 es la mas frecuente, ya que 50-60% de las unidades de la lignina estan unidas por
enlaces B-O-4. Mientras que 1-4 son estructuras diméricas, la estructura 5, recientemente
descrita, es una estructura trimérica en la que los grupos OH de un bifenilo fenoélico forman dos
enlaces éter con los OH de los carbonos o y B de la cadena lateral de una tercera unidad (Del
Rio, 2005). La despolimerizacion de la lignina, asi como de la celulosa, genera compuestos mas
simples que son entonces absorbidos por las hifas para su desarrollo y reproduccion. También
intervienen en diversos procesos del desarrollo de los hongos y la esporulacion, la sintesis de
melanina y otros pigmentos, y en procesos de patogénesis de plantas y animales (Kilaru et al.,
20064a; Liu et al., 2003; Cullen, 1997; Leonowicz et al., 1999).

Debido al sistema multienziméatico extracelular, los basidiomicetos (Fungi,
Basidiomycota) son los unicos organismos conocidos capaces de mineralizar eficientemente la
lignina para convertirla en CO, y H,O, como parte fundamental del ciclo del carbono en la tierra
(Crawford, 1981; Carlile y Watkinson, 1996).

El sistema enzimatico de las lacasas es posiblemente uno de los mas estudiados. Estas
enzimas fueron reportadas por primera vez en el afio 1885 e identificadas a partir de arboles, en
1896 las encontraron en hongos y a partir de entonces se ha incrementado el interés y el

conocimiento de estas enzimas, descubriendo cada vez mas aplicaciones y usos para ellas, ahora
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se sabe que se encuentran en plantas, en hongos y en unas cuantas bacterias (Desai y Nityanand,
2011).

Las lacasas (EC.1.10.3.2: p-difenol-dioxigeno oxidoreductasas) son biopolimeros que
pertenecen al grupo de enzimas llamadas oxidasas polifendlicas (D’Acunzo et al., 2002). Se les
conoce también como enzimas multicobre azul, ya que pueden unir cuatro moléculas de cobre en
dos sitios altamente conservados, un dominio monocobre y un dominio tricobre. La
disponibilidad de cobre en el medio, es indispensable en la actividad enzimatica de las lacasas.
Asi mismo, la suministracion de sulfato de cobre puede incrementar la actividad de lacasas en
varios hongos comestibles (Baldrian y Gabriel, 2002a; Kajita et al., 2004; Kilaru et al., 2006a;
Palmieri et al., 2000).

Figura 3. Estructura quimica de la lignina (Del Rio, 2005).
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Al igual que la adicion de sulfato de cobre, existen otros compuestos mediadores que se
han utilizado recientemente, en particular en cultivos sumergidos. Tekere et al. (2001),
demostraron la produccion de lacasas con varias especies de hongos pertenecientes al género
Trametes, asi como con Lentinula velutinus, Pycnoporus sanguineus y otros hongos, en
presencia de cycloheximida como inductor. Tzialla et al. (2009), utilizaron 2,5-xilidina y
guayacol en cultivos de Trametes hirsuta, T. versicolor y B. cinerea. Cordi et al. (2007)
emplearon 2,5- xilidina en T. versicolor y Gomez et al. (2005) estimularon la produccion de
lacasas de Lentinula edodes con amonio. Otros inductores de la actividad de lacasas incluyen al
alcohol veratril o la lignina (Desai y Nityanand, 2011; Cavallazi et al., 2005; Valeriano et al.,
2009). También se favorece la activacion utilizando medios limitados de ciertos nutrientes, tales
como nitrégeno, carbono o sulfuro. Estos factores, también pueden ser determinantes en la
aparicion de isoformas de las enzimas. Las isoformas son estructuras proteicas estrechamente
relacionadas entre si, pero con alguna variacion en su secuencia de aminoacidos, sin embargo,

catalizan la misma reaccion.

Muchos hongos ligninoliticos son capaces de producir isoformas de las lacasas a partir de
los mismos o diferentes genes, que varian de acuerdo al sustrato en el que se encuentran (Desai y
Nityanand, 2011; D’Souza-Ticlo et al., 2009). Los sistemas ligninoliticos de los hongos de la
pudricion blanca a los que pertenecen los basidiomicetos, se activan en su mayoria en la fase de
produccion de metabolitos secundarios. Acosta-Urdapilleta et al. (2010), reportaron 5 isoformas
de lacasas para Pycnhoporus sanguineus, cultivado en aserrin de pino, siendo la mas abundante

aquella de peso molecular de 68 KDa.

A la fecha se han purificado y caracterizado mas de 100 lacasas, con longitudes que
varian entre 516 y 567 aminoacidos. Las lacasas muestran tramos largos de secuencias

conservadas con interrupciones de tramos cortos con mas variaciones (Kilaru et al., 2006b).

El estudio de la produccion de lacasas ha sido motivo de atencidén para muchos trabajos
de investigacidn, especialmente con hongos comestibles, se pueden mencionar la produccién de
lacasas por Pleurotus ostreatus en cultivo sumergido (Baldrian y Gabriel, 2002a; Ramirez et al.,
2003), estudios de la actividad enzimatica de xilanasas, celulasas y lacasas de Trametes sp.,

Pleurotus ostreatus y Aspergillus niger (Marquez-Araque et al., 2007; Bourbonnais et al., 1995),
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o0 la extraccion a nivel de laboratorio de lacasas a partir de compost de residuos de cultivo de
Agaricus bisporus (Trejo-Hernandez et al., 2001) o de Lentinula polychrous (Khammuang y

Sarnthima, 2007), entre otros.

Las lacasas son posiblemente, las enzimas mas prometedoras para reemplazar muchos de
los procesos quimicos convencionales ya que catalizan la oxidacion de una gran variedad de
sustratos organicos e inorganicos (Kunamneni, 2007). Actualmente, se encuentran ya algunas
lacasas en el mercado para la produccion de textiles, alimentos y otras industrias, y existen
muchas aplicaciones potenciales para las lacasas, que incluyen: blanqueo de pulpa de papel, de
colorantes textiles, en sintesis organicas, usos ambientales para degradar compuestos tdxicos,
desarrollo y mejoramiento de procesos alimenticios y farmacéuticos y hasta en
nanobiotecnologia. Aportan ventajas adicionales, ya que consumen poca energia y son
biodegradables, por lo que los procesos de biocatalisis con lacasas, pueden considerarse
apropiados para desarrollar procesos industriales mas eficientes, sustentables y ambientalmente

amigables.

La revolucion que han experimentado en los ultimos tiempos las ciencias de la vida y la
biotecnologia han abierto nuevas posibilidades para dirigir la economia mundial hacia un
desarrollo més sostenible y una mejor calidad de vida, en donde la biotecnologia es parte
fundamental de la nueva sociedad del conocimiento y en donde las practicas de biorremediacion

tendran mucho que aportar al desarrollo de nuestras sociedades.
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I1. ANTECEDENTES

2.1. La crisis de la industria petrolera y las implicaciones ambientales en México

A partir del siglo XX, el petroleo se ha convertido en un factor determinante para la
economia de nuestro pais a través del impulso que ha brindado a las finanzas publicas, a la
industria, al desarrollo tecnolégico, a la balanza comercial y a las relaciones con el exterior, hasta
establecerse como un elemento clave para la seguridad nacional. Cerca del 88% de la energia
primaria que se consume en México proviene del petrdleo (INEGI, 2006). Es la principal fuente
de insumos para generar energia eléctrica, permite la produccion de combustibles para los
sectores de transporte e industrial. Ademas, es materia prima de una gran cantidad de productos

como telas, medicinas o variados objetos de plastico.

El pais produjo en el 2006 més de 3 millones de barriles diarios de petroleo crudo,
principalmente de tipo Maya o pesado (API de 21.57°), y en menor cantidad de los tipos Istmo o
ligero (API de 33.44°) y Olmeca o superligero (APl de 38.30°) (OPEC), contando ademas, con
reservas de crudo por 12,352 millones de barriles, con las que ocup6 el 14° lugar en el mundo,
con ventas equivalentes al 10% del Producto Interno Bruto (Pemex, 2007). Petr6leos Mexicanos
(Pemex), es un organismo publico descentralizado cuyas actividades abarcan la exploracion y
explotacion de hidrocarburos, asi como la produccion, almacenamiento, distribucion vy
comercializacion de productos petroliferos y petroquimicos. Petr6leos Mexicanos esté integrado
por cuatro organismos subsidiarios que participan en 53 empresas o entidades con diversos
objetivos, entre los que destacan: realizar y administrar inversiones estratégicas, hacer mas
eficiente la comercializacion en el mercado internacional, aumentar la flexibilidad en el
comercio exterior y reducir riesgos comerciales y de fletamento y participar en proyectos de
exploracién en otros paises (Pemex, 2010).

Los cuatro organismos filiales de Pemex son: Pemex Exploracion y Produccion (PEP);
Pemex Refinacion (PR); Pemex Gas y Petroquimica Basica, y Pemex Petroquimica. Para la
extraccion y produccion de petroleo crudo y gas natural cuenta con 174 plataformas marinas,
4,155 pozos en explotacion, 301 campos en produccion y mas de 4,800 kilometros de oleoductos
y gaseoductos. Para la refinacion del petroleo posee seis refinerias con capacidad de

procesamiento primario de 1 millén 535 mil barriles diarios. Opera una red de oleoductos y
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poliductos cercana a los 13,000 kilometros que conecta a las refinerias con 79 terminales de
abastecimiento y distribucion. Opera 24 buques de flota mayor, 19 propios y cinco rentados, 93
embarcaciones menores y un dique seco. Para transporte terrestre de petroliferos dispone de
3,575 autotanques y 530 carrotanques propios y tiene otorgadas 5,113 franquicias a igual nimero
de estaciones de servicio, a la vez que cuenta con 55 de su propiedad. Aunado a esta division,
existen el Instituto Mexicano del Petréleo (IMP), encargado de la investigacion y el desarrollo en
la materia y PMI Internacional, la comercializadora que exporta e importa crudos, petroliferos y
petroquimicos (Gil y Chacon, 2008). En la actualidad Petréleos Mexicanos es la empresa mas
grande de México y una de las diez petroleras méas grandes del mundo, tanto en términos de
activos, como de ingresos. Si se considera el nivel de reservas y su capacidad de extraccion y

refinacion.

Pemex ofrece una gran cantidad de empleos directos e indirectos, contribuye
aproximadamente con el 37% de los ingresos del sector publico del pais (INEGI, 2006). Por la
nobleza de esta industria se pudiera pensar que el crecimiento de Pemex estuviera asegurado. Sin
embargo, varios factores que han limitado su desarrollo. En primer término, los excesivos
impuestos a la que estd sujeta la empresa, ya que a raiz del descubrimiento del campo de
Cantarell y de cara a la profunda crisis fiscal del Estado mexicano, la gran produccion petrolera y
el elevado volumen de las exportaciones de crudo se destinaron a la recaudaciéon de ingresos
fiscales para el gobierno federal. La contribucion fiscal de Pemex alcanz6 en 2006 mas de 70 mil
millones de ddlares, lo que represento el 8% del PIB y alrededor del 40% de los ingresos fiscales
del gobierno federal (Gil y Chacon, 2008; H66k, 2009). En segundo término, la disminucion de
las reservas nacionales de crudo, asi como la poca inversion destinada a la exploracién de nuevos

POZO0s.

A nivel mundial se estima que la produccion de petroleo pudiera encontrarse muy cercana
al pico de Gubert (es decir al pico maximo de produccién mundial de petroleo), ocasionando
después de este la inminente disminucion general del crudo. En México, en el 2008 Pemex
extrajo 2.8 millones de barriles diarios, cerca de 9% menos de los 3.08 millones del 2007,
reportandose el mas rapido descenso de produccién desde 1942. La problematica financiera de
Pemex ha repercutido en la poca vigilancia e inversion para incrementar la seguridad de ductos y

demas instalaciones que contribuyan a evitar derrames y contaminaciones accidentales. A partir
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de la segunda mitad del siglo XX el petréleo crudo se ha extraido del pozo y se lleva
directamente a las cisternas de los buques-tanque a traves de los 4,441 km de oleoductos que

Pemex tiene instalados en el pais (INEGI, 2006).

A pesar de la disminucién de las actividades petroleras en el pais en los Gltimos afios,
debido a la disminucion de las reservas naturales de este material, Pemex sigue siendo el
responsable de importantes emergencias ambientales. Entre 1997 y 2001 causé el 57% de las
emergencias ambientales con sustancias peligrosas (1,470 desastres ambientales), dos terceras
partes de las emergencias fueron causadas por dafio a ductos. En promedio, para el 2002 se
reportaron 3.2 emergencias ambientales cada semana, de las cuales 2.1 ocurrieron en ductos
afectando a muchos predios agricolas (SEMARNAT, 2007). A la fecha siguen presentandose

accidentes constantes por rompimiento de ductos.

Las causas de estos accidentes pudieran pensarse en razon a tres factores principales: el
mal estado de los ductos de transporte por falta de mantenimiento o renovacion (ya que la
mayoria han cumplido o estan por cumplir su tiempo de vida media que es de aproximadamente
30 afos), los movimientos de placas tectonicas que ocasionan rompimientos y las cada vez mas
frecuentes tomas clandestinas de extraccion de petroleo. A la fecha, la situacion de los ductos es
la misma y se siguen presentando fugas y explosiones como la ocurrida en la comunidad agricola

de San Martin Texmelucan, Puebla, el 19 de diciembre del 2010.

Del 2000 al 2007 se presentaron un promedio de alrededor de 150 tomas clandestinas
(Figura 4). Del total, 136 se ubicaron en ductos de Pemex Refinacion (PR) (Figura 5), 9 en
oleoductos de Pemex Exploracion y Produccion (PEP) y 3 en gaseoductos de Pemex Gas y

Petroquimica Basica (PGPB).
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Figura 4. Tomas clandestinas de extraccion de petrdleo de 1999-2006 (Pemex, 2007).
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Figura 5. Tomas clandestinas de petrdleo, reportadas por Pemex refinacion durante el primer

semestre de cada afio (Pemex, 2007).
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Las entidades con mayor incidencia de tomas clandestinas en el lapso de 2004 - 2007
fueron Veracruz con 87, cantidad que representa el 59% del total, seguida de 8 en Morelos, 8 en
Chihuahua, 8 en el Estado de México, 7 en Sinaloa, 6 en Puebla, asi como 4 en Oaxaca e igual

namero en Coahuila, entre otros (Ibidem, 2007).

Se estima que el volumen anual de residuos generados por Petréleos Mexicanos supera
los 1.7 millones de toneladas, incluyendo desperdicios solidos, semisolidos y liquidos. Aunqgue la
legislacion actual en la Norma Oficial Mexicana, NOM-138-SEMARNAT/SS-2003 contempla la
restauracion de suelos, estableciendo acciones, limites maximos permisibles y criterios de
muestreo, la contaminacién por hidrocarburos en el pais ya ha provocado diversas emergencias
ambientales, con implicaciones sociales, econdémicas y ecoldgicas (Ortinez et al., 2003). A modo
de ejemplo, se puede mencionar que en el afio 2001 la suma de fugas y derrames de
hidrocarburos registrados fueron de 8,031 toneladas en crudo, diesel y gasolina, derramados en
su mayoria en tierra, las que representaron el 0.6% de las emisiones y descargas totales de
Pemex. El 75% de este volumen fue consecuencia de 73 eventos en instalaciones de Pemex
refinacion (PR) y el restante se debié a los 1,169 ocurridos en instalaciones de Pemex
exploracion y produccion (PEP), como se puede apreciar en la Figura 6. Practicamente todo el
volumen derramado por Pemex refinacion se registrd en los cuatro sectores de ductos del pais,
con una incidencia de 48% en el Sector Sureste. En el caso de Pemex exploracién y produccion,
el 97% del volumen se derram0 en instalaciones en tierra (Pemex, 2001, 2007). En el informe
anual de Pemex 1999, en términos de hidrocarburos liquidos transportados por ductos en tierra,
PEP derram6 14.3 barriles por cada millon de barriles transportados, mientras que PR derramd
17.1.

20



70 Derrames | |
] [ [Fugas ]

60 .

50 1 .

40 4

30 .

20 .

10 .

0 I T T T
PPQ PR PGPB PEP

Figura 6. Numero de casos de derrames y fugas con hidrocarburos en las cuatro divisiones del
proceso del petréleo en Pemex durante 2001 (Pemex, 2007).

Los principales productos asociados a los derrames de hidrocarburos que generan
contaminacion en México son los siguientes: hidrocarburos de fraccion pesada, hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAPSs), hidrocarburos de fracciébn media, hidrocarburos de fraccion
ligera e hidrocarburos especificos [monoaromaticos (BTEX): benceno, tolueno, etilbenceno, y
xilenos; y poliarométicos: naftaleno, antraceno, fenantreno, fluoranteno, acenafteno, fluoureno,
pireno, criseno, benzopireno, benzo(a)antraceno] (Flores et al., 2004). La Figura 7 muestra el
porcentaje de sustancias derramadas accidentalmente, en donde destacan el petroleo crudo y sus

derivados.

A nivel internacional existen varios criterios para definir los tipos y concentraciones de

contaminantes derivados del petréleo en el suelo. En Europa, se considera como criterio la
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concentracion de hidrocarburos aromaticos policiclicos, para el caso de Mexico y Estados
Unidos, el criterio que se ha adoptado es la concentracion de HTP’s (Hidrocarburos Totales del
Petroleo) (Ferrera et al., 2002). Los parametros para considerar un suelo agricola contaminado
son: més de 1,000 mg HTPs /kg suelo, 0.08 mg/kg benzopireno ¢ 1 mg/kg de otros HAPS.
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Figura 7. Principales sustancias involucradas en emergencias ambientales reportadas a la
PROFEPA entre 1997 y 1999 (SEMARNAT, 2007).

La recuperacion de zonas contaminadas por hidrocarburos en Meéxico incluye la
evaluacion del riesgo al ambiente y a la salud, involucrando acciones de remediacion para la
disminucion de riesgos y exposicion a los contaminantes, acciones de remediacion con base en
los niveles permisibles, asi como acciones de monitoreo de acuerdo a la NOM-138-
SEMARNAT/SS-2003.

En el caso reciente de la explosién y derrame de crudo en San Martin Texmelucan,
Puebla, se afectaron més de 3 mil 183 m® de suelo impregnado con hidrocarburo en la zona
aledafia al punto de explosion, asi como a las fuentes de riego agricola que incluyen el rio

Atoyac, los canales de San Pedro Rojano, San Lucas y San Diego, correspondientes al Distrito de
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Riego 056 (DR056) y 5 pozos que abastecen de agua potable. Pemex retiré los mas de 3,000 m?
de suelo y limpié mediante el procedimiento de destruccion térmica, aprobado por la
Procuraduria Federal de Proteccion al Ambiente (PROFEPA). Se instalaron de manera
preventiva 30 barreras y cordones oleofilicos a lo largo del rio Atoyac (desde el puente Rojo en
San Martin Texmelucan hasta 2 km antes de la llegada a la presa Valsequillo), con la finalidad de

retener grumos y natas de hidrocarburo quemado, asi como absorber grasas.

2.2. El potencial de los hongos comestibles y los sustratos residuales derivados de la

produccion comercial en la biorremediacion

Los hongos tienen un sistema enzimatico que los hace capaces de degradar importantes
componentes de la biomasa vegetal: la lignina, la celulosa y la hemicelulosa (Cullen, 1997;
Leonowicz et al., 1999). Este sistema enzimatico que es producido particularmente por este tipo
de hongos, puede ser empleado en la degradacion de ciertos materiales toxicos o contaminantes,
gracias a que la lignina es un compuesto de naturaleza variable y compleja y a que las enzimas
ligninoliticas tienen una baja especificidad por el sustrato, permitiéndoles actuar sobre sustancias
que tienen una estructura quimica similar a la de la lignina, como lo son muchos de los
hidrocarburos aromaticos policiclicos (Madzak et al., 2005; Liu et al., 2003). Los hongos
comestibles, tienen asi la capacidad de crecer e influir sobre diversos compuestos xenobioticos

con estructura aromatica.

Anteriormente, se pensaba que las lacasas solo oxidaban sustratos fendlicos por su bajo
potencial redox, pero ahora se sabe que hay un gran nimero de mediadores que intervienen en
una amplia variedad de sustratos, estos mediadores que son oxidados por las lacasas, en muchos
casos resultan mucho mas reactivos y pueden oxidar a su vez a un nimero mayor de compuestos
(Desai y Nityanand, 2011). Recientemente, se ha considerado el gran potencial que tienen los
hongos comestibles en los procesos degradadores de compuestos toxicos en los suelos (Bumpus
et al., 1985; Eggen y Majcherczyk, 1998; Novotny et al., 1999; Song, 1999; Pickard et al., 1999;
Colombo et al., 1996; Bogan et al., 1999; Canet et al., 2001; Zheng y Obbard, 2002; Lau et al.,
2003; Leonardi et al., 2007).
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Los hongos comestibles, han mostrado ser de gran interés por su potencial
biorremediador, particularmente en la degradacion de los hidrocarburos poliaromaticos.
Cerniglia (1997) report6 que el mecanismo de degradacion de hidrocarburos aromaticos
policiclicos por hongos, se lleva a cabo a través de dos vias: 1) Sistema enzimatico del citocromo
P450 monooxigenasas y 2) Sistema enzimatico ligninolitico. Dentro de este Gltimo, se puede
mencionar a las laccasas entre las enzimas involucradas mas importantes. La degradacién de los
hidrocarburos aromaticos policiclicos por hongos comestibles ha sido ampliamente documentada
(Pointing 2001) y estudiada in vivo e in vitro en diferentes sistemas incluyendo a Rigidoporus
lignosus y su laccasa, en presencia de antraceno y metilantraceno (Cambria et al., 2008), a
Pleurotus ostreatus en presencia de naftaleno, antraceno, acenafteno, benzo-antraceno, pireno,
fluoranteno, carbasol y bifenil, a Cladosporium cladosporioides con fenantreno, en medio
liquido (Chavez et al., 2005) y otros trabajos reportados en la literatura que han demostrado la
capacidad de estos hongos en la degradacién de los HAPs, asi como la influencia de las enzimas
ligninoliticas en este proceso (Majcherczyk et al., 1998; Johannes y Majcherczyk, 2000; Hu et
al., 2009; Cambria et al., 2008; Covino et al., 2010; Patel et al., 2009; Dominguez, et al., 2007).

De igual manera se ha confirmado el potencial biorremediador de diversos hongos
comestibles para otros compuestos xenobioticos, entre los que se pueden mencionar a Pleurotus
spp. capaz de degradar PCB (bifenil policlorinados) (Kubatova et al., 2001), atrazina, lindano
(Rigas et al., 2003), DDE (diclorodifenildicloroetileno) (Gong, 2006; Papadopoulou et al.,
2006); Trametes versicolor en la degradacion de PCP (pentaclorofenol) (Walter et al., 2004);
Bjerkandera adusta para la degradacion de HCH (hexaclorociclohexano) (Quintero et al., 2007),
Coprinellus xanthothrix capaz de crecer en suelos contaminados por polifenoles (Dritsa et al.,
2007); Ganoderma australe en la degradacion de lindano (Rigas et al., 2007) o Agaricus sp. en
trabajos de remediacion de suelos contaminados con metales pesados (Garcia et al., 2005);
Phanerochaete chrysosporium uno de los hongos mas estudiados en degradacion de diversos
compuestos: benzo(a)pireno, pireno, antraceno, criseno, pentaclorofenol, 4-cloroanilina, acido
2,4,5-triclorofenoxiacético, bifenilos policlorinados, dioxinas, TNT(2,4,6-trinitrotolueno), DDT,

lindano, clordano, toxafeno, cianidas, etc. (Pointing, 2001; Barr y Aust, 1994), entre otros.
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2.3. La situacion actual en México

Actualmente, la produccion comercial de hongos comestibles cultivados es una actividad
relevante en nuestro pais, la cual genera beneficios sociales, econdmicos y ecoldgicos. Se estima
que los volimenes de produccion ascienden a mas o menos 47,468 toneladas anuales de hongos
frescos. La inversion nacional para la produccion comercial de hongos comestibles y sus
productos funcionales en México se estimé para la Gltima década en cerca de 150 millones de
dolares americanos. Con esto se obtuvo de 1991 a 2009 un incremento del 414.9% en la
produccién nacional (Martinez-Carrera y Lopez Martinez, 2010). Hoy en dia, nuestro pais es el
mayor productor de hongos comestibles de Latinoamérica, ya que genera alrededor del 58.9% de
la produccion total y lo ubica como el décimo sexto productor a nivel mundial. EI monto anual
de las operaciones comerciales supera los 200 millones de ddélares, generando alrededor de 25
mil empleos directos e indirectos (Martinez-Carrera et al., 2007). Los hongos que se cultivan
comercialmente a pequefia y gran escala en México son: los champifiones (Agaricus), las “setas”
(Pleurotus, existen varias especies cultivables, entre las que se encuentran: P. pulmonarius, P.
cystidiosus, P.ostreatus, P. djamor), el shiitake (Lentinula), el reishi (Ganoderma) y el maitake
(Grifola). Comparativamente, en el afio 2004, el volumen de produccién de hongos comestibles
en el pais fue superior al del cacao (43,974 ton/afio), equivalente al del ajo (47,917 ton/afio), y un
poco inferior al del chicharo (53,717 ton/afio), del tomate cherry (54,592 ton/afio), y de las
hortalizas (62,487 ton/afio) (Martinez-Carrera et al, 2007).

La biorremediacion en la recuperacion de suelos contaminados por petréleo ha resultado
una técnica difundida y exitosa en México a partir de los primeros trabajos que se han llevado a
cabo en el sureste del pais en zonas tropicales afectadas por hidrocarburos del petroleo (Adams-
Schroeders et al., 1999). Actualmente, los hongos comestibles ofrecen una nueva alternativa para
mejorar los métodos de descontaminacion de suelos. Las empresas mexicanas dedicadas a la
remediacion comercial de suelos cuentan con permisos otorgados por la Secretaria del Medio
Ambiente, Recursos Naturales y Pesca (SEMARNAT) y estdn enfocadas a remediar sitios
contaminados por compuestos organicos. Dentro de los contaminantes tratados con mayor
frecuencia, se encuentran los HTP y los HAPs, lodos aceitosos, lodos de perforacion y recortes
de perforacion (SEMARNAT, 2007). De acuerdo con datos proporcionados por cuarenta de estas

empresas, la biorremediacion es una de las tecnologias mas comunmente empleadas (48%),
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siendo las maés utilizadas, el compostaje y la biolabranza. El lavado de suelos, la oxidacién
quimica y la separacion fisica constituyen otra parte importante de las tecnologias mas

empleadas en México (Figura 8).
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Figura 8. Tecnologias de remediacion para suelos utilizadas en México por empresas
autorizadas. SF: Separacion fisica. EV: Extraccion de vapores. DT: Desorcion térmica. C:
Centrifugacion (SEMARNAT, 2007).

La mayor parte de los estudios sobre microorganismos biorremediadores de hidrocarburos en
México, se han realizado solo a nivel de laboratorio, empleando bacterias, mohos y hongos
basidiomicetos crecidos en diversos medios de cultivo y sustratos lignocelulésicos, al igual que
plantas en procesos de fitorremediacion (Olguin et al.,, 2007). Dentro de las instituciones
nacionales que estudian la capacidad de los hongos comestibles para degradar hidrocarburos, asi
como otras formas de biorremediacion de suelos se pueden mencionar los siguientes: En el
Colegio de Postgraduados se han desarrollado varios trabajos sobre la capacidad que tienen
cepas de Pleurotus y otros microorganismos para adaptarse y crecer en suelos y medios de
cultivo en presencia de petroleo. Diversas investigaciones reportaron la capacidad de varios
hongos y bacterias que han sido sometidos por largos periodos de tiempo, a suelos contaminados
hasta por 322,840 mg/kg, también reportaron la capacidad de cepas del género Pleurotus para

fructificar en ambientes con concentraciones de HTP (hidrocarburos totales del petréleo) de
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hasta 25,000 mg/L (Rivera-Cruz et al., 2002; Ferrera et al., 2002; Ferrera et al., 2007). En otro de
los trabajos presentados en el area de biorremediacion por este grupo, se midio la capacidad de
degradacion con pasto alemén asociado a bacterias y a hongos de rizésferra en un proceso de
fitorremediacion (Rivera-Cruz et al., 2002; 2004).

En el CINVESTAV y la UAEM se llevaron a cabo procesos de bioestimulacion y
bioaumentacion, por ejemplo, la adicion de hongos filamentosos (Mancera-Ldpez et al., 2008) el
uso de compost de bagazo de cafia de azlcar para la eliminacion de hidrocarburos (Chavez-
Gomez et al., 2003; Pérez-Armendariz et al., 2004); o la utilizacién de mecanismos ex situ como
el tambor rotatorio aplicados a procesos de biorremediacion de suelos (Manilla-Perez et al.,
2004). Los hongos y mohos reportados que han mostrado buen desarrollo en medios de cultivo
con petroleo o que han removido hidrocarburos de suelos contaminados fueron principalmente:
Aspergillus niger, Cladosporium cladosporioides, Paecilomyces, Penicillium glabrum vy
Trichoderma (Pérez-Armendariz et al., 2004). Las experiencias de biorremediacion en campo se
han desarrollado en suelos arcillosos contaminados por hidrocarburos y BTEX, empleando
cultivos nativos de bacterias degradadoras de diesel y gasolina. Por su parte, el hongo
basidiomiceto mas estudiado para la degradacion de HAPs y PCBs ha sido Phanerochaete

chrysosporium (Rodriguez-Vazquez et al., 1999; Ferndndez-Sanchez et al., 2001).

Son varios los investigadores mexicanos que creen que el compost es una de las mejores
alternativas tecnoldgicas, para la biorremediacion de suelos contaminados en nuestro pais
(Velasco y Volke, 2003; Sauri-Riancho y Castillo-Borges, 2002).
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I11. PROBLEMA DE INVESTIGACION

Existe un esfuerzo mundial en la implementacion de nuevas técnicas que ayuden a
solucionar problemas ambientales, considerandose entre los métodos con mayor aceptacion por
su eficiencia y bajos riesgos ecoldgicos los relacionados con la biorremediacion, siendo los
hongos comestibles, los organismos con un gran potencial biotecnoldgico, especialmente por su
capacidad particular de producir y liberar al medio enzimas altamente degradadoras de

compuestos toXicos.

Los hongos comestibles han sido estudiados por sus propiedades alimenticias y
enzimaticas, sin embargo, ain quedan muchas propiedades por conocer. Son pocos los grupos de
cientificos que se han dedicado a generar conocimiento a través de estos seres vivos tan
fascinantes. No se tienen aun estudios consistentes sobre el potencial de los hongos comestibles
en procesos de biorremediacion in situ y todavia falta aclarar muchas dudas sobre las
capacidades metabdlicas de los hongos comestibles y su comportamiento en situaciones
determinadas, como lo son los procesos de biorremediacion. Asi mismo, desarrollar métodos de
evaluacion apropiados para construir las bases cientificas y técnicas que lleven al disefio de
estrategias de desarrollo, de diversificacion de usos y que permitan favorecer un mejor

aprovechamiento de los recursos biol6gicos nacionales.

Es necesario ademas, incluir a los hongos comestibles en una visién de desarrollo
tecnoldgico, en donde por medio de mejoras innovadoras se obtengan herramientas
biotecnoldgicas utiles en la resolucion de problemas especificos de vital importancia, con
métodos mejorados y sustentables, ya que en México la adopcion de précticas bioldgicas y
biotecnoldgicas para remediar suelos contaminados es todavia muy limitada, a pesar del gran
nimero de accidentes y eventos relacionados con derrames de petréleos en nuestros suelos.
Actualmente existen las condiciones en Meéxico que justifican plenamente la realizacion de
investigacion para fortalecer la utilizacion de las enzimas producidas por hongos comestibles en
los procesos de biorremediacion in situ. Esto en virtud de la amplia disponibilidad y
subutilizacion de los sustratos parcialmente degradados por los hongos comestibles, derivados de

la produccion comercial y que se estiman en cerca de 500,000 ton/afio (Martinez-Carrera y
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Lopez-Martinez, 2010), asi como de un registro creciente de zonas contaminadas por

hidrocarburos en el pais.

IV. HIPOTESIS GENERAL

Los hongos comestibles presentan variabilidad en su capacidad de producir actividad de
lacasas de acuerdo al género, especie o cepa. Los hongos productores de lacasas tienen la
habilidad de crecer y desarrollarse en presencia de un hidrocarburo aromético policiclico (HAP),
el antraceno, y pueden ser utilizados en la formulacion de una estrategia bioldgica para

biorremediar zonas agricolas contaminadas por derrames de petroleo.

V. OBJETIVO GENERAL

Seleccionar cepas de hongos comestibles productoras de enzimas lacasas, capaces de
crecer en presencia de hidrocarburos aromaticos policiclicos, las cuales puedan ser
potencialmente utilizadas como parte de una estrategia biotecnolégica para biorremediar zonas

agricolas contaminadas por hidrocarburos en México.
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PARTE Il: DESARROLLO EXPERIMENTAL
CAPITULO |

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD DE LACASAS PRODUCIDAS POR HONGOS
COMESTIBLES

1.1. RESUMEN

Quince cepas de hongos comestibles de la coleccion del Centro de Recursos Genéticos de
Hongos Comestibles (CREGENHC), pertenecientes a los géneros de Pleurotus, Ganoderma,
Lentinula y Coprinopsis, fueron estudiadas para seleccionar a la mejor cepa productora de
actividad de lacasas. La seleccion se realizd en dos etapas, la primera consistié en una
preseleccion cualitativa, con la cual se identificaron a los 9 hongos con mayor potencial para
oxidar diferentes sustratos enzimaticos, acido 2, 2’ Azinobis-3-etil- benzotiazolin-6 sulfénico
(ABTS), 2,6-dimetoxifenol (DMP) y guayacol en medio de cultivo extracto de malta con agar
(EMA). La segunda etapa radicO en wuna evaluacion cuantitativa, por métodos
espectrofotométricos, los hongos se desarrollaron en medio de cultivo liquido con extracto de
malta (EMB) suplementado con 0.1 mM de sulfato de cobre y los resultados mostraron que dos
cepas del género Pleurotus CP-50 (4,000 U/ml) y CP-267 (2,500 U/ml) fueron las mejores
productoras de actividad de lacasas, considerablemente superiores a cepas de otros géneros,
Ganoderma lucidum, la cual registr6 solo 1 U/ml de actividad, o Lentinula edodoes con 20 U/ml.
Por lo cual, la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus fue seleccionada para realizar los ensayos de

biorremediacion in vitro.

1.2. OBJETIVOS

1. Preseleccionar cepas de hongos comestibles evaluando cualitativamente la produccién de

lacasas.

2. Analizar cuantitativamente la capacidad de producir actividad de lacasas de las cepas

preseleccionadas utilizando diferentes sustratos enzimaticos.
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3. Seleccionar la mejor cepa productora de actividad de lacasas.

1.3. MATERIALES Y METODOS
1.3.1. Material biologico

Las cepas de hongos estudiadas se encuentran depositadas en el CREGENHC (Sobal et
al., 2007), pertenecen a los géneros Pleurotus, Ganoderma, Lentinula y Coprinopsis. La especie
particular de cada uno, asi como el nimero de registro y su procedencia se muestran en el
Cuadro 4.

Los hongos se sembraron y mantuvieron en medio de cultivo de agar con extracto de
malta (EMA 30 g/L, Bioxon), el cual se prepard siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
disolvié calentdndolo en microondas y posteriormente se esterilizd durante 20 minutos en

autoclave (15 libras de presion, 121°C).

Cuadro 4. Cepas de hongos comestibles utilizadas en el presente estudio.

Clave Especie Procedencia
CP-5 Lentinula boryana (Berk. & Mont.) Pegler Veracruz
CP-7 Lentinula edodes (Berk.) Pegler Hong Kong
CP-18 Pleurotus cystidiosus O.K. Mill Veracruz
CP-30 Pleurotus levis (Berk. & M.A. Curtis) Singer Puebla
CP-50 Pleurotus ostreatus (Jacg.) P. Kumm Comercial
CP-98 Pleurotus sp. Hidalgo
CP-194 Pleurotus sp. Tlaxcala
CP-205 Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst Puebla
CP-250 Coprinopsis spp. Puebla
CP-253 Pleurotus djamor (Rumph. ex Fr.) Boedijn Tabasco
CP-267 Pleurotus pulmonarius (Fr.) Quél Nuevo Lebn
CP-328 Pleurotus pulmonarius (Fr.) Queél Durango
CP-389 Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst Morelos
CP-476 Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst Jalisco
CP-492 Lentinula boryana (Berk. & Mont.) Pegler Veracruz

Fuente: CREGENHC, Colegio de Postgraduados, Campus Puebla.
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1.3.2. Evaluacién de la produccion de la actividad de lacasas

Evaluacion cualitativa. La preseleccion de las cepas productoras de actividad de lacasas
se llevé a cabo de manera similar a Kilaru et al., 2006b, utilizando medio de cultivo de agar con
extracto de malta para las cepas: CP-18 de Pleurotus cystidiosus, CP-30 de Pleurotus levis, CP-
50 de Pleurotus ostreatus, CP-98 de Pleurotus sp., CP-194 de Pleurotus sp., CP-205 de
Ganoderma lucidum, CP-253 de Pleurotus djamor, CP-267 de Pleurotus pulmonarius, CP-328
de Pleurotus ostreatus, CP-389 de Ganoderma lucidum y CP-476 de Ganoderma lucidum;
medio de cultivo de agar papa dextrosa para las cepas: CP-5 de Lentinula boryana, CP-7 de
Lentinula edodes y CP-492 de Lentinula boryana; y medio de cultivo agar papa dextrosa
alcalinizado a pH 11 con hidroxido de potasio (KOH, Bioxon) 1 M, para la cepa CP-250 de
Coprinopsis spp. Los medios de cultivo se prepararon de acuerdo a las indicaciones del
fabricante y fueron adicionados con sustratos enzimaticos incoloros que al ser oxidados con la
presencia de las enzimas lacasas colorearon el medio. Los sustratos enzimaticos utilizados en
este ensayo fueron: acido 2, 2’ Azinobis-3-etil- benzotiazolin-6 sulfénico (ABTS, Sigma) 0.5
mM, 2,6-dimetoxifenol (DMP, Sigma) 0.2 mM y guayacol (Sigma) 0.5 mM. Las soluciones de
stock de los sustratos enzimaticos se prepararon diluyendo el compuesto en agua para ABTS y
guayacol y en etanol para DMP. Cada solucién fue esterilizada con filtro DISMIC-254s
(Advantec), con tamano de poro de 0.20 um Yy adicionada al medio antes de verterlo a las cajas
de Petri de 9 mm de didmetro.

Después de gelificado el medio, se inocul6 un fragmento de 5 mm de didmetro de micelio
precrecido en medio de cultivo EMA, al centro de cada caja de Petri que contenia 25 ml de

medio de cultivo EMA, adicionado con uno de los sustratos enzimaticos mencionados.

Las cajas de Petri inoculadas se incubaron a temperatura ambiente (20°-26°C) durante 15
dias. Se midio periodicamente (cada tercer dia) el diametro de las colonias y el halo de color

producido por cada cepa.

Los medios suplementados con ABTS, mostraron una coloracion morada, los
suplementados con DMP, una coloracion amarilla, y los suplementados con guayacol, una

coloracion rosa. El tamafio del halo y la intensidad del color fueron indicativos de la actividad de
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las lacasas presentes en el medio. Asi, los medios que presentaron mayor tamafio de halo y/o
mayor intensidad de color correspondieron a los medios que contenian a los hongos productores

de mayor actividad de lacasas.

Determinacion del pH de los medios de cultivo. Se midié el pH de los medios de
cultivo adicionados con los sustratos enzimaticos, utilizados en el crecimiento de los hongos
comestibles, considerando los siguientes tratamientos y controles: 1) Medio sin sustrato
enzimatico y sin inoculo; 2) Medio con adicion de sustrato enzimatico; 3) Medio después de 15

dias de crecimiento micelial de la cepa.

Los medios de cultivo se vertieron a tubos falcon, sin adicionar agua, se homogeneizo el
contenido de cada uno con la ayuda de una mezcladora comercial (Hamilton Beach), a maxima
velocidad, durante 1 minuto. Se introdujo el electrodo de semisélidos del potenciémetro
(Conductronic PH120) directamente en la muestra homogeneizada, se tomd la lectura de pH y de

temperatura (Figura 9).

A B C

Figura 9. Medicién de pH en medios de cultivos con colonias miceliales adicionados con
diferentes sustratos. A: Homogenizacion con mezcladora comercial. B: Medios de cultivo
homogenizados en tubos falcon. C: Medicién de pH de medios de cultivo homogeneizados,
utilizando electrodo de semisolidos.
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Evaluacion cuantitativa. Se preparo un precultivo agregando 25 ml de medio de cultivo
liquido con extracto de malta (30 g/L, Bioxon) y extracto de levadura (4 g/L Bioxon), en cada
frasco de vidrio de 200 ml. Separadamente se prepar6é una solucion stock de sulfato de cobre
(CuSQ4, J. T. Backer) disolviéndolo en agua y esterilizandolo con filtro DISMIC-254s
(Advantec), con tamafio de poro de 0.20 um. La solucion de sulfato de cobre se adicioné a los
medios para obtener una concentracion de 0.1 mM. Posteriormente cada frasco fue inoculado
con 10 fragmentos de 5 mm de didmetro de micelio previamente crecidos en placas de Petri, con
25 ml de medio EMA. Los frascos inoculados se incubaron durante 2-6 semanas dependiendo de

cada cepa, a temperatura ambiente (20°-26°C) de manera estacionaria, hasta su colonizacion.

Homogenizacion de los precultivos. Cuando se obtuvo la suficiente cantidad de
crecimiento micelial en los precultivo, aproximadamente 50% en relacion al volumen del medio
de cultivo (Figura 10), se llevo a cabo la homogeneizacion en condiciones estériles con la ayuda
de un homogeneizador (PRO SC250), con rotor de 2 cm de didmetro, a 10,000 rpm durante 2

minutos, introduciendo el molino directamente al interior de los frascos de vidrio.

Figura 10. Colonizacion del hongo en el medio de cultivo estacionario o precultivo.

Inoculacién de medios agitados. La solucion homogeneizada de los precultivos se inoculo
al 5% en matraces Erlenmeyer de 500 ml que contenian 95 ml de medio liquido con extracto de
malta (EMB, total: 100 ml). Los matraces se colocaron en una incubadora (Barndstead/Lab Line)

con agitacion constante, a 150 rpm y temperatura de 20°-26°C, durante 8 dias o mas,
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dependiendo del comportamiento de la actividad de lacasas y de la cepa. El ensayo se realiz6 por

duplicado (Figura 11).

A B

Figura 11. Cepas de hongos comestibles creciendo en medio liquido EMB para la evaluacién de
actividad de lacasas. A: Incubadora con matraces inoculados con hongos. B: Pellets de hongos
creciendo en medio EMB.

Medicion de la actividad de lacasas. A partir del primer dia de crecimiento, se tomaron
diariamente, dos alicuotas de 500 ul para cada uno de los matraces, en condiciones de esterilidad.
Las muestras se depositaron en tubos Eppendorf de 2 ml y se centrifugaron (Eppendorf 5415 C)
a 13,200 rpm durante 10 minutos, el sobrenadante se recolecté en otro tubo Eppendorf. La
actividad enzimatica de las lacasas se midid, segun el método de Bourbonnais y Paice (1990),
utilizando microplacas de fondo en forma de U (Biotek). El sistema de medicion se realiz6 en
espectrofotometro (BIOTEK), con 160 pl de buffer de acetato de sodio (J. T. Baker) 1 M, pH 5,
preparado fresco y ajustado con &cido acético glacial (J. T. Baker) 1M, pH 5; 20 pl de muestra,
(el tubo Eppendorf con el sobrenadante se agité en vortex (Heidolph 541-1000C-01-0) antes de
tomar la muestra y colocarla en la microplaca) y 20 ul de sustrato enzimatico ABTS 0.5 mM
(Longitud de onda de lectura: 420 nm, coeficiente de extincion: 36,000 M—1 cm—1). La solucién

de sustrato enzimético de ABTS se realiz6 diluyendo el comupesto en agua y se adiciono
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inmediatamente antes de la lectura. Las pruebas se realizaron por triplicado. El programa de
analisis utilizado fue el GEN 5 (BIOTEK).

La oxidacién de los sustratos enzimaticos fue monitoreada con el incremento de la
absorbancia durante 6 minutos. La unidad de actividad enzimatica se definié como la cantidad
de enzima que se requiere para oxidar 1 puM de sustrato por minuto. La actividad de lacasas se

expreso en U/ml. Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

Anélisis estadisticos. El analisis estadistico consistio en el andlisis de varianza con la
prueba de Tuckey para separacion de medias, con un alfa = 0.05 y con tres repeticiones.

A B

Figura 12. Medicion de la actividad de lacasas, A: Llenado de microplaca con solucion buffer.
B: Lectura de la oxidacion de ABTS en espectrofotometro.
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1.4. RESULTADOS
1.4.1. Evaluacion de la produccion de la actividad de lacasas

Evaluacion cualitativa. La visualizacion de la actividad enzimatica que se obtuvo con la
generacion de halos de color morado, amarillo o rosa, producidos por las enzimas extracelulares
que oxidaron a cada uno de los sustratos enziméticos adicionados al medio (ABTS, DMP o
guayacol respectivamente). Las cepas evaluadas mostraron diferencias cualitativas en su
capacidad para colorear el medio de cultivo, debido a la oxidacion de los sustratos enzimaticos.
Las cepas del género Pleurotus, fueron en general, las que mostraron coloraciones més intensas y

halos de mayor tamafio.

Los distintos sustratos empleados (ABTS, DMP y guayacol) demostraron reaccionar de
diferente manera con una misma cepa. De la misma forma, se observaron diferentes efectos con
un mismo sustrato entre las diversas cepas estudiadas (Figuras 13-62). El sustrato DMP fue muy
reactivo, formando halos mayores en tamafio al diametro micelial (Figuras 20, 23, 26, 35, 38, 41,
44,50y 56). El sustrato ABTS presentd rapidamente coloracién en el medio, sin embargo, con el
tiempo, el crecimiento micelial Ileg6 a alcanzar en muchas ocasiones el tamafio del halo de color
(Figuras 13, 16, 25, 28, 31, 34, 40, 43, 46, 49 y 52). El sustrato guayacol mostr6 muy poca
reactividad a la presencia de lacasas en las condiciones de cultivo establecidas, en la mayoria de
las pruebas se origind poca coloracién en el medio, Unicamente en la zona bajo el crecimiento
micelial (Figuras 15, 18, 21, 27, 36, 39, 45, 51, 54 y 57).

Las cepas que presentaron halos de color mayores al diametro micelial, con los dos
sustratos enzimaticos mas reactivos (ABTS y DMP) fueron: CP-5 de Lentinula boryana (Figuras
13 y 14); CP-30 de Pleurotus levis (Figuras 22 y 23); CP-50 de Pleurotus ostreatus (Figuras 25
y 26); CP-253 de Pleurotus djamor (Figuras 40 y 41); CP-267 de Pleurotus pulmonarius
(Figuras 43 y 44) y CP-492 de Lentinula boryana (Figuras 55y 56).

Los hongos comestibles que produjeron poca coloracion al medio (conservado al reverso
de la placa) y que por lo tanto, revelaron una pobre oxidacion enzimatica fueron: CP-7 de
Lentinula edodes (Figuras 16 y 17); CP-18 de Pleurotus cystidiosus (Figuras 19 y 20); CP-98 de
Pleurotus sp. (Figuras 28 y 29); CP-194 de Pleurotus sp. (Figuras 31 y 32); CP-205 de
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Ganoderma sp. (Figuras 34 y 35); CP-328 de Pleurotus pulmonarius (Figuras 46 y 47); CP-389
de Ganoderma lucidum (Figuras 49 y 50) y CP-476 de Ganoderma lucidum (Figuras 52 y 53).

Las cepas del género Ganoderma mostraron un crecimiento micelial abundante al sexto
dia de cultivo, sin embargo, solo mostraron poca coloracion del medio, lo cual indicé una baja
actividad de lacasas. Las cepas que mostraron la menor coloracion del medio fueron las cepas
CP-18 de Pleurotus cystidiosus (Figuras 19-21) y CP-98 de Pleurotus sp. (Figuras 28-30).

Para el siguiente experimento, se seleccionaron las cepas con mejor desempefio en la
coloracion de los medios de cultivo, que fueron: CP-50, CP-267, CP-30, CP-194 y CP-253,
pertenecientes todas al genero Pleurotus. Se seleccion6 ademas, una cepa del género Lentinula
(CP-7) y otra del género Ganoderma (CP-205). También se incluyeron dos cepas de Pleurotus

que no produjeron coloracién importante en el medio (CP-328 y CP-98).
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Figura 13. Crecimiento micelial y halo de color registrados por la cepa CP-5 de Lentinula

boryana en medio de cultivo EMA adicionado con el sustrato enzimatico ABTS.
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Figura 14. Crecimiento micelial y halo de color registrados por la cepa CP-5 de Lentinula
boryana en medio de cultivo EMA adicionado con el sustrato enzimatico DMP.
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Figura 15. Crecimiento micelial y halo de color registrados por la cepa CP-5 de Lentinula
boryana en medio de cultivo EMA adicionado con el sustrato enzimatico guayacol.
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Figura 16. Crecimiento micelial y halo de color registrados por la cepa CP-7 de Lentinula
edodes en medio de cultivo EMA adicionado con el sustrato enzimatico ABTS.
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Figura 17. Crecimiento micelial y halo de color registrados por la cepa CP-7 de Lentinula
edodes en medio de cultivo EMA adicionado con el sustrato enzimatico DMP.
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Figura 18. Crecimiento micelial y halo de color registrados por la cepa CP-7 de Lentinula
edodes en medio de cultivo EMA adicionado con el sustrato enzimatico guayacol.

T T v T T
10 -
i —m— Micelio i
8 —®@— Halo de color -
E 64 .
=
=)
= T ]
(o]
:% 4 —
[an)
= - =
|
0 - - - -
3 6 10 15

Tiempo (dias)

Figura 19. Crecimiento micelial y halo de color registrados por la cepa CP-18 de Pleurotus
cystidiosus en medio de cultivo EMA adicionado con el sustrato enzimatico ABTS.
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Figura 20. Crecimiento micelial y halo de color registrados por la cepa CP-18 de Pleurotus
cystidiosus en medio de cultivo EMA adicionado con el sustrato enziméatico DMP.
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Figura 21. Crecimiento micelial y halo de color registrados por la cepa CP-18 de Pleurotus
cystidiosus en medio de cultivo EMA adicionado con el sustrato enzimatico guayacol.
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Figura 22. Crecimiento micelial y halo de color registrados por la cepa CP-30 de Pleurotus levis
en medio de cultivo EMA adicionado con el sustrato enziméatico ABTS.
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Figura 23. Crecimiento micelial y halo de color registrados por la cepa CP-30 de Pleurotus levis
en medio de cultivo EMA adicionado con el sustrato enzimatico DMP.
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Figura 24. Crecimiento micelial y halo de color registrados por la cepa CP-30 de Pleurotus levis
en medio de cultivo EMA adicionado con el sustrato enzimatico guayacol.
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Figura 25. Crecimiento micelial y halo de color registrados por la cepa CP-50 de Pleurotus
ostreatus en medio de cultivo EMA adicionado con el sustrato enzimatico ABTS.
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Figura 26. Crecimiento micelial y halo de color registrados por la cepa CP-50 de Pleurotus
ostreatus en medio de cultivo EMA adicionado con el sustrato enzimatico DMP.
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Figura 27. Crecimiento micelial y halo de color registrados por la cepa CP-50 de Pleurotus
ostreatus en medio de cultivo EMA adicionado con el sustrato enzimético guayacol.
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Figura 28. Crecimiento micelial y halo de color registrados por la cepa CP-98 de Pleurotus sp.
en medio de cultivo EMA adicionado con el sustrato enzimatico ABTS.

10
- — M — Micelio
9 —®@ — Halo de color
] -
7

Didmetro (cm)
w A v
|| Lo
l\
\.
YR N W T SN N T [N TN NN NN NN NN SO N |

3 6 10 15

Tiempo (dias)

Figura 29. Crecimiento micelial y halo de color registrados por la cepa CP-98 de Pleurotus sp.
en medio de cultivo EMA adicionado con el sustrato enzimatico DMP.
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Figura 30. Crecimiento micelial y halo de color registrados por la cepa CP-98 de Pleurotus sp.
En medio de cultivo EMA adicionado con el sustrato enzimatico guayacol.
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Figura 31. Crecimiento micelial y halo de color registrados por la cepa CP-194 de Pleurotus sp.
en medio de cultivo EMA adicionado con el sustrato enzimatico ABTS.
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Figura 32. Crecimiento micelial y halo de color registrados por la cepa CP-194 de Pleurotus sp.
en medio de cultivo EMA adicionado con el sustrato enziméatico DMP.
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Figura 33. Crecimiento micelial y halo de color registrados por la cepa CP-194 de Pleurotus sp.
en medio de cultivo EMA adicionado con el sustrato enzimatico guayacol.
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Figura 34. Crecimiento micelial y halo de color registrados por la cepa CP-205 de Ganoderma
lucidum en medio de cultivo EMA adicionado con el sustrato enziméatico ABTS.
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Figura 35. Crecimiento micelial y halo de color registrados por la cepa CP-205 de Ganoderma
lucidum en medio de cultivo EMA adicionado con el sustrato enzimatico DMP.
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Figura 36. Crecimiento micelial y halo de color registrados por la cepa CP-205 de Ganoderma
lucidum en medio de cultivo EMA adicionado con el sustrato enzimético guayacol.
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Figura 37. Crecimiento micelial y halo de color registrados por la cepa CP-250 de Coprinopsis
sp. en medio de cultivo EMA adicionado con el sustrato enzimatico ABTS.
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Figura 38. Crecimiento micelial y halo de color registrados por la cepa CP-250 de Coprinopsis
sp. en medio de cultivo EMA adicionado con el sustrato enzimatico DMP.

10 S —
. —m— Micelio .
9 N —®— Halo de color | ]
8 _
7 _
5 ¢ . ]
g 5- .
O - -
:% 4 =
[ J | i
3 / ]
2 - [ ] —
1 - /. Y ]
i e i

0 T T T T T

3 6 10

Tiempo (dias)

Figura 39. Crecimiento micelial y halo de color registrados por la cepa CP-250 de Coprinopsis
sp. en medio de cultivo EMA adicionado con el sustrato enziméatico guayacol.
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Figura 40. Crecimiento micelial y halo de color registrados por la cepa CP-253 de Pleurotus
djamor en medio de cultivo EMA adicionado con el sustrato enziméatico ABTS.
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Figura 41. Crecimiento micelial y halo de color registrados por la cepa CP-253 de Pleurotus
djamor en medio de cultivo EMA adicionado con el sustrato enziméatico DMP.
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Figura 42. Crecimiento micelial y halo de color registrados por la cepa CP-253 de Pleurotus
djamor en medio de cultivo EMA adicionado con el sustrato enzimético guayacol.
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Figura 43. Crecimiento micelial y halo de color registrados por la cepa CP-267 de Pleurotus
pulmonarius en medio de cultivo EMA adicionado con el sustrato enzimatico ABTS.
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Figura 44. Crecimiento micelial y halo de color registrados por la cepa CP-267 de Pleurotus
pulmonarius en medio de cultivo EMA adicionado con el sustrato enziméatico DMP.
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Figura 45. Crecimiento micelial y halo de color registrados por la cepa CP-267 de Pleurotus
pulmonarius en medio de cultivo EMA adicionado con el sustrato enzimatico guayacol.
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Figura 46. Crecimiento micelial y halo de color registrados por la cepa CP-328 de Pleurotus
pulmonarius en medio de cultivo EMA adicionado con el sustrato enzimatico ABTS.
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Figura 47. Crecimiento micelial y halo de color registrados por la cepa CP-328 de Pleurotus
pulmonarius en medio de cultivo EMA adicionado con el sustrato enzimatico DMP.
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Figura 48. Crecimiento micelial y halo de color registrados por la cepa CP-328 de Pleurotus
pulmonarius en medio de cultivo EMA adicionado con el sustrato enzimatico guayacol.
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Figura 49. Crecimiento micelial y halo de color registrados por la cepa CP-389 de Ganoderma
lucidum en medio de cultivo EMA adicionado con el sustrato enzimatico ABTS.
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Figura 50. Crecimiento micelial y halo de color registrados por la cepa CP-389 de Ganoderma
lucidum en medio de cultivo EMA adicionado con el sustrato enzimatico DMP.
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Figura 51. Crecimiento micelial y halo de color registrados por la cepa CP-389 de Ganoderma
lucidum en medio de cultivo EMA adicionado con el sustrato enzimatico guayacol.
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Figura 52. Crecimiento micelial y halo de color registrados por la cepa CP-476 de Ganoderma
ludicum en medio de cultivo EMA adicionado con el sustrato enzimatico ABTS.
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Figura 53. Crecimiento micelial y halo de color registrados por la cepa CP-476 de Ganoderma
lucidum en medio de cultivo EMA adicionado con el sustrato enziméatico DMP.
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Figura 54. Crecimiento micelial y halo de color registrados por la cepa CP-476 de Ganoderma
lucidum en medio de cultivo EMA adicionado con el sustrato enzimatico guayacol.
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Figura 55. Crecimiento micelial y halo de color registrados por la cepa CP-492 de Lentinula
boryana en medio de cultivo EMA adicionado con el sustrato enzimatico ABTS.
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Figura 56. Crecimiento micelial y halo de color registrados por la cepa CP-492 de Lentinula
boryana en medio de cultivo EMA adicionado con el sustrato enzimatico DMP.
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Figura 57. Crecimiento micelial y halo de color registrados por la cepa CP-492 de Lentinula
boryana en medio de cultivo EMA adicionado con el sustrato enzimatico guayacol.
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Figura 58. Cepas del género Pleurotus a seis dias de crecimiento en medio EMA con diferentes
sustratos enzimaticos, incubados a 22°-26°C. Al: CP-30 (Pleurotus levis) con un halo intenso de
color por la oxidacion de ABTS. A-2: CP-30 con un halo intenso de color por la oxidacion de
DMP. A-3: CP-30 con un halo de color por la oxidacion de guayacol, el recuadro muestra el
reverso de la placa. B-1: CP-194 (Pleurotus sp.) con un halo intenso de color por la oxidacién de
ABTS. B-2: CP-194 con un halo de color menor al de CP-30 por la oxidacion de DMP. B-3: CP-
194 con poca coloracion por la oxidacion de guayacol. C1: CP-253 (Pleurotus djamor) con un
halo de color por la oxidacion de ABTS solo un poco mayor al crecimiento micelial. C-2: CP-
253 con un halo de color por la oxidacion de DMP. C-3: CP-253 con poca coloraciéon por la
oxidacion de guayacol, el recuadro muestra el reverso de la placa.
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Figura 59. Cepas del género Lentinula a seis dias de crecimiento en medio EMA con diferentes
sustratos enzimaéticos, incubados a 22°-26°C. A-1: CP-5 (Lentinula boryana) con un halo de
color por la oxidacion de ABTS. A-2: CP-5 con un halo de color por la oxidacion de DMP. A-3:
CP-5 con un halo de color por la oxidacion de guayacol. B-1: CP-7 (Lentinula edodes) con un
halo de color tenue por la oxidacion de ABTS. B-2: CP-7 con un halo de color tenue por la
oxidacion de DMP. B-3: CP-7 sin presentar coloracion en presencia de guayacol.
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Figura 60. Cepa del género Coprinopsis a seis dias de crecimiento en medio EMA con
diferentes sustratos enzimaticos, incubados a 22°-26°C. A-1: CP-520 (Coprinopsis sp.) con un
halo de color intenso por la oxidacion de ABTS. A-2: CP-250 con un halo de color por la
oxidacién de DMP. A-3: CP-250 con un halo de color por la oxidacién de guayacol.

CP-476

Figura 61. Cepa de Ganoderma lucidum a seis dias de crecimiento en medio EMA con
diferentes sustratos enzimaticos, incubada a 22°-26°C. A-1: CP-476 (Ganoderma lucidum) con
un halo de color por la oxidacion de ABTS. A-2: CP-476 con un halo de color por la oxidacion
de DMP. A-3: CP-476 con un halo de color por la oxidacion de guayacol.
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Figura 62. Cepas de Pleurotus a seis dias de cultivo en medio EMA con diferentes sustratos
enzimaticos, incubados a 22°-26°C. A-1: CP-98 (Pleurotus sp.) con un halo de color tenue por la
oxidacion de ABTS. A-2: CP-98 con un halo de color pequeiio y tenue por la oxidacion de DMP.
A-3: CP-98 sin colorear el medio adicionado con guayacol. B-1: CP-18 (Pleurotus cystidiosus.)
con poca coloracion del medio por la oxidacion de ABTS. B-2: CP-18 sin colorear el medio
adicionado con DMP. B-3: CP-18 sin colorear el medio adicionado con guayacol.

Determinacion del pH de los medios de cultivo. El anélisis de los medios de cultivos
colonizados por las cepas en estudio con micelio, demostré que no existen cambios importantes
de pH al inicio y al final del tiempo de incubacién. Asi como, tampoco existen cambios
importantes con los diferentes sustratos enzimaticos adicionados (Cuadro 5). Las variaciones
notorias de pH estuvieron determinadas por el organismo en particular, mas que por las
condiciones del cultivo. De tal manera que el medio de cultivo con cepas de Pleurotus se

mantuvo con valores de pH muy similares a los pH iniciales.
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Cuadro 5. Valores de pH del medio de cultivo adicionado con diferentes sustratos enzimaticos

(temperatura: 24.2°-24.7°C) antes y despuées de su colonizacion por el micelio de los hongos

comestibles estudiados.

Muestra
(Medios de cultivo Sustrato
después del enzimatico

crecimiento micelial)

CP-5 ABTS 416
DMP 4.20
Guayacol 4.44

CP-7 ABTS 3.79
DMP 3.69
Guayacol 3.72

CP-18 ABTS 5.01
DMP 5.06
Guayacol 4.96

CP-30 ABTS 5.13
DMP 4.83
Guayacol 4.88

CP-98 ABTS 4.78
DMP 4.81
Guayacol 4.83

Muestra pH

(Medios de cultivo antes de
inocular)

EMA (no estéril) 5.00
PDA (no estéril) 5.82
PDA_ alcalino (no 11.00
esteril)

EMA (estéril) 4.82
PDA (estéril) 571
PDA alcalino (estéril) 10.57
EMA + ABTS 4.69
PDA + ABTS 5.40

Muestra
(Medios de cultivo

Sustrato

después del crecimiento  enzimatico

micelial)

CP-194 ABTS

DMP

Guayacol
ABTS
DMP
Guayacol
ABTS
DMP
Guayacol
ABTS
DMP
Guayacol
ABTS
DMP
Guayacol

CP-250

CP-253

CP-476

CP-492

Muestra
(Medios de cultivo antes de inocular)

PDA alcalino + ABTS
EMA + DMP

PDA + DMP

PDA + DMP
EMA + guayacol

PDA + guayacol

PDA alcalino +
guayacol

5.02

5.05
4.96
7.34
6.89
7.63
5.61
5.42
5.41
4.60
4.29
4.31
4.28
5.47
4.71

pH
10.10
4.90

5.55

10.20
4.77
5.55

10.15

El medio de cultivo con cepas de Ganoderma se acidifico ligeramente, aunque

manteniendo los valores de pH muy similares a los iniciales. Y por ultimo, el medio de cultivo
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con cepas de Lentinula, al igual que el medio de cultivo de Coprinopsis sp. se acidificaron mas

que los que se emplearon para cultivar cepas de Pleurotus o Ganoderma.

Evaluacion cuantitativa. La evaluacion cuantitativa demostr6 la capacidad de los
hongos comestibles en la produccién de actividad enzimatica con diferencia estadisticamente
significativa, utilizando el andlisis de varianza con la prueba de Tuckey para separacion de
medias, con un alfa = 0.05 y con tres repeticiones. Los resultados demostraron gque existe una
diferencia estadisticamente significativa en la produccion de actividad de lacasas con respecto al
control, para las cepas: CP-7 de Lentinula edodes, CP-30 de Pleurotus levis, CP-50 de Pleurotus
ostreatus, CP-98 de Pleurotus sp., CP-194 de Pleurotus sp., CP-253 de Pleurotus djamor, CP-
267 de Pleurotus pulmonarius y CP-328 de Pleurotus pulmonarius. Aun para la cepa CP-205 de
Ganoderma lucidum que produjo muy poca actividad de lacasas, se observo una diferencia

estadisticamente significativa en dos momentos de su desarrollo (ANEXO II).

Algunas de las cepas de hongos estudiadas, mostraron actividad enzimatica con un pico
inicial de actividad durante los primeros dias y posteriormente una tendencia decreciente de la
actividad, como en el caso de las cepas CP-194 de Pleurotus sp. y CP-98 de Pleurotus sp. Otras
cepas no mostraron actividad en los primeros dias, pero si en dias posteriores, como en el caso de
la cepa CP-7 de Lentinula edodes, y otras mas alcanzaron un maximo de actividad casi desde el
inicio variando alrededor de ese valor, como en el caso de las cepas CP-267 de Pleurotus
pulmonarius, CP-328 de Pleurotus pulmonarius y CP-30 de Pleurotus levis.

Asi mismo, el comportamiento para cada cepa fue diferente en cuanto a la cantidad de
picos de actividad registrados; en algunos casos, solo se observd un pico de produccién de
actividad, como en el caso de las cepas CP-7 de Lentinula edodes y CP-98 de Pleurotus
ostreatus, mientras que en otros se observaron varios picos de actividad durante el tiempo de
evaluacion, como en el caso de las cepas CP-30 de Pleurotus levis, CP-50 de Pleurotus ostreatus

0 CP-267 de Pleurotus pulmonarius.

Tres de las cepas evaluadas presentaron actividad de lacasas muy alta, superior a 1,000
U/ml, CP-50 de Pleurotus ostreatus, CP-267 de Pleurotus pulmonarius y CP-30 de Pleurotus
levis, el resto de las cepas evaluadas presentaron actividad de lacasas menor a 100 U/ml.

66



La cepa CP-30 de Pleurotus levis presentd un pico inicial de mucha actividad enzimética
(1,000 U/ml) para el dia 4, el cual decrecié al dia 5 y posteriormente mostr6 una tendencia
creciente que alcanz6 nuevamente las 1,000 U/ml el dia 19. Después, se registré incremento y
decremento de la actividad enzimética, hasta alcanzar el tercer pico de aproximadamente 1,000
U/m el dia 29 (Figura 64).

Dos cepas del género Pleurotus mostraron actividad de lacasas superior a las demas cepas
evaluadas. La cepa CP-267 de Pleurotus pulmonarius presentd dos picos de produccion
enzimatica muy marcados. El primero fue al dia 5 con una produccion de 2,500 U/ml, mientras
que el segundo se extendid de los dias 9-12 con 1,500 U/ml (Figura 70). La cepa CP-50 de
Pleurotus ostreatus también mostrd dos picos de produccién. El primero al dia 5 con 3,000 U/ml
y el segundo al dia 8 con 4,000 U/ml, lo que representd la maxima produccién de lacasas

registrada en este estudio. (Figura 65).

El resto de las cepas de Pleurotus mostraron una actividad que vario entre 10-50 U/ml. La
cepa CP-194 de Pleurotus sp., presentd el pico maximo de produccién en el dia 7 con un poco
mas de 40 U/ml, para luego decrecer y mantenerse cerca de las 10 U/ml (Figura 67). De igual
manera, la cepa CP-98 (Pleurotus cystidiosus) presento el pico de maxima produccion en el dia 4
con 30 U/ml para después decrecer y mantenerse cerca de las 15 U/ml (Figura 66). La cepa CP-
253 de Pleurotus djamor alcanzo a partir del dia 3, una produccion de 30 U/ml y se mantuvo mas
0 menos constante en ese nivel (Figura 69). Por Gltimo, la cepa CP-328 empez0 sin presentar
actividad, incrementandose gradualmente hasta el dia 6 y logrando su pico maximo de
produccion en el dia 12, con 50 U/ml. Se registraron pequefias altas y bajas de produccién de
lacasas entre 40-50 U/ml, a excepcion de los dias 19 y 28 en los que se registraron picos a la baja
de 10 U/ml (Figura 71). Las cepas de Ganoderma no presentaron halos de coloracién en la
evaluacion cualitativa y tampoco mostraron produccién de lacasas en el medio liquido. La
produccidn de lacasas registrada para la cepa CP-205 fue muy baja, menor a 1 U/ml (Figura 68).
De igual manera, la cepa CP-7 de Lentinula edodes mostro baja produccion de actividad con
respecto al resto de las cepas, alcanzando un pico maximo de produccién de 20 U/ml en el dia 13
(Figura 63). Los datos de las actividades registradas para todas las cepas de hongos comestibles

evaluados se muestran en el ANEXO I.
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Figura 63. Produccién de actividad de lacasas registrada por la cepa CP-7 de Lentinula edodes
en medio de cultivo EMB adicionado con CuSO,4 0.1 mM, comparada con el medio de cultivo en
las mismas condiciones, pero sin indculo (control).
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Figura 64. Produccion de actividad de lacasas registrada por la cepa CP-30 de Pleurotus levis en
medio de cultivo EMB adicionado con CuSO,4 0.1 mM.
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Figura 65. Producciéon de actividad de lacasas registrada por la cepa CP-50 de Pleurotus
ostreatus en medio de cultivo EMB adicionadeo con CuSO,4 0.1 mM, comparada con el medio de
cultivo en las mismas condiciones, pero sin indculo (control).
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Figura 66. Produccion de actividad de lacasas registrada por la cepa CP-98 de Pleurotus sp. en
medio de cultivo EMB adicionado con CuSO,4 0.1 mM, comparada con el medio de cultivo en las
mismas condiciones, pero sin indculo (control).
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Figura 67. Produccion de actividad de lacasas registrada por la cepa CP-194 de Pleurotus sp. en
medio de cultivo EMB adicionado con CuSO4 0.1 mM, comparada con el medio de cultivo en las
mismas condiciones, pero sin indculo (control).
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Figura 68. Produccion de actividad de lacasas registrada por la cepa CP-205 de Ganoderma

lucidum en medio de cultivo EMB adicionado con CuSO,4 0.1 mM, comparada con el medio de
cultivo en las mismas condiciones, pero sin indculo (control).
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Figura 69. Produccion de actividad de lacasas registrada por la cepa CP-253 de Pleurotus
djamor en medio de cultivo EMB adicionado con CuSO4 0.1 mM, comparada con el medio de
cultivo en las mismas condiciones, pero sin inoculo (control).
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Figura 70. Produccién de actividad de lacasas registrada por la cepa CP-267 de Pleurotus
pulmonarius en medio de cultivo EMB adicionado con CuSO4 0.1 mM, comparada con el medio
de cultivo en las mismas condiciones, pero sin indculo (control).
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Figura 71. Produccién de actividad de lacasas registrada por la cepa CP-328 de Pleurotus
pulmonarium en medio de cultivo EMB adicionado con CuSO4 0.1 mM, comparada con el
medio de cultivo en las mismas condiciones, pero sin indculo (control).

1.5. DISCUSION

El ensayo cualitativo empleado para observar la actividad enzimatica resultd ser un
método muy practico para detectar y seleccionar las cepas con el mayor potencial de produccion
de actividad de lacasas. La eficacia de este método de seleccion se confirmd al cuantificar la
actividad de lacasas en el medio liquido. Es decir, se demostré que existe una evidente
concordancia entre la actividad enzimatica observada de manera cualitativa y la actividad
enzimatica medida por el método espectrofotométrico (Cuadro 6). Las pruebas realizadas
confirmaron la capacidad de los hongos comestibles para producir enzimas lacasas, como ha sido
reportado en la literatura para diversos hongos basidiomicetos, tales como Phanerochaete
chrysosporium, Thelephora terrestris, Stereum ostrea o Lenzites betulina (Viswanath et al.,
2008a). La actividad de las lacasas fue determinada en el sobrenadante del medio de cultivo, ya
que la fermentacion sumergida es el método mayormente empleado para el andlisis enzimatico
de los hongos (Jhadau et al., 2009; Viswanath et al., 2008b; Unal y Kolankaya, 2001).
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Es posible que las cepas que presentaron coloracion intensa en la prueba cualitativa, pero
no reportaron valores importantes de actividad de lacasas en la prueba cuantitativa, como en el
caso de las cepas CP-253 de Pleurotus djamor y CP-194 de Pleurotus sp. (Cuadro 6), hayan
mostrado esa respuesta debido, no solamente a la presencia de enzimas lacasas, sino también al
efecto oxidante de otras enzimas presentes, producidas por los hongos, como las manganeso

peroxidasas o las lignino peroxidasas (Pointing, 2001), que no fueron evaluadas en este estudio.

Cuadro 6. Actividad de lacasas de hongos comestibles obtenida por métodos cualitativos y
cuantitativos.

CLAVE ESPECIE ACTIVIDAD ACTIVIDAD
CUALITATIVA CUANTITATIVA
PLEUROTUS
CP-18 Pleurotus cystidiosus - N.D.
CP-30 Pleurotus levis +++ 1,000 U/ml
CP-50 Pleurotus ostreatus +++ 4,000 U/ml
CP-98 Pleurotus sp. + 30 U/ml
CP-194 Pleurotus sp. +++ 40 U/ml
CP-253 Pleurotus djamor +++ 30 U/ml
CP-267 Pleurotus pulmonarius +++ 2,500 U/ml
CP-328 Pleurotus pulmonarius + 50 U/ml
LENTINULA
CP-5 Lentinula boryana ++ N.D.
CP-7 Lentinula edodes + 20 U/ml
CP-492 Lentinula boryana +++ N.D.
GANODERMA
CP-205 Ganoderma lucidum + 1U/ml
CP-389 Ganoderma lucidum + N.D.
CP-476 Ganoderma lucidum + N.D.
COPRINOPSIS
CP250 Coprinopsis spp. ++ N.D.
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- No presentd, + muy poca coloracion, ++ coloracion media, +++ mucha coloracion,
N.D.No determinado.

Las cepas evaluadas en este estudio que sobresalieron por su alta actividad enzimatica
fueron las del género Pleurotus (Figura 72), uno de los géneros de hongos comestibles mas
estudiados por su actividad de lacasas. En la literatura se encuentran reportados para el género
Pleurotus valores diversos de actividad de lacasas (Cuadro 7), de cepas que fueron crecidas en
diferentes medios de cultivo, tanto liquidos como solidos. Especificamente, los dos hongos que
mostraron la mayor actividad enzimatica en este estudio fueron las cepas CP-50 de Pleurotus
ostreatus y CP-267 de Pleurotus pulmonarius, con actividades maximas medidas de 4,000 U/ml
y 2,500 U/ml respectivamente (Cuadro 7), estas cepas fueron cultivadas en medio EMB
adicionado con cobre. La actividad obtenida fue mayor a la reportada en los estudios de Baldrian
y Gabriel (2002a y 2002b) en donde se lograron rangos de actividad de lacasas para Pleurotus
ostreatus entre 0.012 y 0.070 U/ml para el micelio crecido en medio Kirk limitado de nitrégeno,
o0 con adicion de cobre al medio, en donde alcanzaron 400 U/ml de actividad (Baldrian y Gabriel
2002a). La actividad enzimatica obtenida por la cepa CP-50 fue también superior a la reportada
por Hou y colaboradores (2004), de 400 U/ml de actividad para Pleurotus ostreatus. Por su parte,
Ramirez y colaboradores (2003) obtuvieron una actividad de 20 U/ml a partir de extractos de
fermentacion solida de salvado adicionado con vinazas y de 10 U/ml en medio liquido

adicionado con 0.25 g/L de CuSO,5H,0 con una cepa de Pleurotus ostreatus (Cuadro 7).

Las demas especies del género Pleurotus estudiadas, mostraron igualmente una actividad
enzimatica importante, aunque menor a las de la especie P. ostreatus, tal es el caso de las cepas
de P. pulmonarius, P. djamor y P. sp. La cepa CP-30 de P. levis se diferencio de todas las demas
cepas del género Pleurotus, debido a que presentd una acividad enzimatica muy considerable, a
pesar de ser una de las cepas con menor desarrollo micelial, tanto en el medio con agar como en
el medio de cultivo liquido. Es posible que el lento crecimiento de esta cepa pueda deberse a que
las condiciones de cultivo no sean las Optimas para su desarrollo y actividad, y cabe la
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posibilidad de obtener ain mejores resultados por medio de un proceso de optimizacion de las
condiciones de cultivo. A diferencia de la mayoria de las especies de Pleurotus evaluadas, la

cepa CP-18 de P. cystidiosus no mostro actividad de lacasas.

Cuadro 7. Actividad de lacasas de hongos del género Pleurotus reportada en la literatura.

REFERENCIA | CONCENTRACION
Ramirez et al., 2003 20 U/ml
Ramirez et al., 2003 10 U/mi
Tsioulpas et al., 2002 Entre los 0.021 y 0.301 U/ml
Baldrian and Gabriel 20022 Menos a 3 U/ml sin estimulo Hasta aprox. 400 U/ml

adicionando Cu
Baldrian and Gabriel 2002b Entre 0.012 y 0.070 U/ml

Hou et al., 2004 400 U/ml

Spezzia, 2012 1,000 U/ml (Pleurotus levis)
Spezzia, 2012 4,000 U/ml (Pleurotus ostreatus)
Spezzia, 2012 30 U/ml (Pleurotus sp.)

Spezzia, 2012 40 U/ml (Pleurotus sp.)

Spezzia, 2012 30 U/ml (Pleurotus djamor)
Spezzia, 2012 2,500 U/ml (Pleurotus pulmonarius)
Spezzia, 2012 50 U/ml (Pleurotus pulmonarius)

El género Ganoderma es posiblemente uno de los géneros de hongos basidiomicetos
menos estudiados por su actividad de lacasas, en este estudio se encontro, tanto en la prueba de
preseleccion en medio de cultivo con agar, como en la evaluacién cuantitativa, que no es un
género con buena produccion de actividad de lacasas. Sin embargo, existen en la literatura

reportes de actividad de 338 U/ml para cepas de este género (Asgher et al., 2010) (Cuadro 8).

Cuadro 8. Actividad de lacasas del género Ganoderma.

REFERENCIA CONCENTRACION HONGO

Asgher et al., 2010 338 U/mi Ganoderma sp.
Murugesan et al., 2007 2,540 U/g sustrato Ganoderma lucidum
Spezzia, 2012 1 U/ml Ganoderma lucidum

Para el género Lentinula también se ha confirmado la capacidad de producir actividad de

lacasas con diferentes especies, como en el caso de L. polychrous que produce 3.27 U/ml en



medio liquido PDB (Pukahuta et al., 2004). Manjunathan et al. (2010) optimizaron un medio
para Lentinula tuberregium con 2.6 mM de nitrogeno y 250 uM de cobre, obtuvieron una
actividad méxima de 29 U/ml, muy similar a la obtenida en este estudio, de 30 U/ml para la cepa
CP-7 de Lentinula edodes en medio de cultivo EMB. (Cuadro 9).

Cuadro 9. Actividad de lacasas del género Lentinula.

REFERENCIA CONCENTRACION HONGO
Pukahuta et al., 2004 3.27 U/ml L. polychrous en medio liquido PDB
Manjunathan et al., 2010 29 U/ml Lentinula tuberregium
Spezzia, 2012 30 U/ml Lentinula edodes

La actividad registrada por las cepas estudiadas, se observé con grandes variaciones entre
los diferentes géneros de hongos comestibles, ninguna de las cepas mostré un comportamiento
idéntico a otra, la actividad, el tiempo en el que se alcanzd el pico maximo o el nimero de picos
de actividad presentados, fueron especificos para cada cepa. Estas variaciones son indicativas de
que no existe un patrén en el comportamiento enziméatico entre hongos de un mismo género y
mucho menos entre hongos de géneros diferentes. La figura 72 muestra la méxima actividad
obtenida para cada una de las cepas estudiadas y el tiempo en el que se obtuvo el pico de mayor
actividad. Ademas, se confirma de esta manera la variabilidad genética que existe entre los
hongos comestibles, la cual pudiera tener implicaciones importantes en los procesos de
biorremediacion, ya que la seleccion de la cepa adecuada depende de muchos factores, desde las
caracteristicas propias de desarrollo y crecimiento del hongo, hasta la capacidad de producir
lacasas, el tipo de lacasas, la cantidad de actividad que presentan y las propiedades de estas
lacasas, tales como el tiempo en el que se alcanza el pico maximo de actividad, el periodo en el
que se mantiene activa la enzima, el nimero de enzimas o isoformas que se producen, entre

otros.
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Figura 72. Picos méaximos de actividad de lacasas de cepas de hongos comestibles crecidas en
medio de cultivo liquido (EMB) a 25°C.
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1.6. CONCLUSIONES

El crecimiento micelial y la capacidad de produccion de actividad de lacasas es particular para
cada una de las cepas de hongos comestibles evaluados. El género Pleurotus muestra el mejor
efecto de coloracidon del medio de cultivo con agar y la actividad de lacasas mas alta (4,000
U/ml) de las cepas evaluadas, seguidos del género Lentinula y por ultimo del género
Ganoderma. Las cepas de hongos que mostraron mayor actividad de lacasas fueron las cepas de
Pleurotus ostreatus CP-50 y Pleurotus pulmonarius CP-267, seguido por Pleurotus levis CP-30
que a pesar de su lento crecimiento produjo una actividad considerable. De manera general las
cepas evaluadas del género Lentinula y Ganoderma produjeron menor actividad de lacasas
comparadas con las cepas evaluadas del género Pleurotus. EI pH no parece afectar en la
expresion de la actividad de lacasas en el medio de cultivo con agar, ya que no ocurrieron
cambios importantes de pH durante el desarrollo de los hongos, el crecimiento y la coloracion de
los medios de cultivo se mantuvieron constantes a pesar de los diferentes sustratos enzimaticos

adicionados.
1.7. RECOMENDACIONES

Debido a que los hongos comestibles evaluados en este estudio mostraron tener la
capacidad para producir actividad enzimatica de lacasas, estas enzimas estan involucradas en
procesos de degradacion de compuestos tdxicos, resulta importante la realizacion de estudios en
donde se confirme la utilidad de estos hongos comestibles y sus lacasas en los procesos de
biorremediacion, por tal motivo, se recomienda realizar un ensayo para valorar in vitro la
capacidad de los hongos comestibles para tolerar, crecer y producir lacasas en presencia directa
de compuestos toxicos derivados del petroleo, que permitan la generacion de conocimiento sobre
el comportamiento de los hongos en condiciones de estrés por contaminantes y el disefio de
nuevos métodos de evaluacion que optimice la seleccion de cepas potencialemente Utiles en la

biorremediacion de suelos contaminados por hidrocarburos.
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CAPITULO 11

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD DE LACASAS DE LA CEPA CP-50 DE
PLEUROTUS OSTREATUS EN PRESENCIA DE ANTRACENO

2.1. RESUMEN

Los resultados obtenidos en el anlisis de la actividad de lacasas, tanto cualitativa como
cuantitativamente, demostraron la capacidad de los hongos comestibles para producir actividad
enzimatica en medios de cultivo en el laboratorio. Estos ensayos permitieron la seleccion de la
cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus como la mejor cepa productora de actividad de lacasas en las
condiciones estudiadas. Por lo tanto, la cepa CP-50 fue utilizada en las siguientes pruebas, en
donde se estudio la capacidad de este hongo para crecer y producir actividad enzimatica de
lacasas en presencia de un hidrocarburo aromatico policiclico del petréleo (antraceno). Se disefid
y evalu6 un método de estudio sencillo y eficiente, empleando medio de cultivo con agar y
creciendo el micelio en contacto directo con altas concentraciones de antraceno. El andlisis se
realizé en 3 tiempos. Durante el desarrollo micelial, la actividad de lacasas se midié con la
oxidacién de cuatro sustratos distintos: acido 2, 2’ Azinobis-3-etil- benzotiazolin-6 sulfénico
(ABTS, Sigma) 2,6-dimetoxifenol (DMP), guayacol y syringaldazina. El area micelial se calculd
con ayuda del programa progeCAD 2009 Smart y la concentracion de proteinas presentes se
obtuvo por el método de Bradford. Los resultados de estos ensayos mostraron que la cepa CP-50
de Pleurotus ostreatus fue capaz de crecer en presencia y sobre antraceno en polvo. Se demostrd
ademas una estimulacién en el crecimiento micelial y en la produccién de actividad de lacasas en

presencia del contaminante en la misma placa petri.

Palabras clave: biorremediacién, hidrocarburos, hongos comestibles, lacasas.
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2.2. OBJETIVOS

- Establecer un método practico para evaluar la tolerancia y capacidad de produccién
enzimatica de hongos comestibles sobre compuestos toxicos en polvo.

- Evaluar la tolerancia de la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus para crecer en presencia de
antraceno.

- Evaluar la actividad de lacasas de la cepa CP-50 durante su cinética de crecimiento en

presencia de antraceno.

2.3. MATERIALES Y METODOS
2.3.1. Tolerancia de Pleurotus ostreatus para crecer en presencia de antraceno

La tolerancia de la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus para crecer en presencia de

antraceno se evaluo en dos etapas:

Primera etapa: Desarrollo micelial de hongos comestibles en medio de cultivo EMA (30 g/L,
Bioxon) con antraceno estéril y no estéril en una concentracion de 0.05 g/L.

Se prepard y esterilizd el medio EMA (30 g/L, Bioxon), como lo indica el fabricante, en
tubos de ensayo de vidrio de 100 ml (25 ml en cada tubo). Se vertié el medio caliente de cada
tubo en cada una de las placas petri de 9 cm de didmetro y se dejé gelificar. La placa se dividid y
marco por el reverso en dos partes iguales. En una de las mitades de la placa Petri se adiciond el
antraceno en polvo (0.00125 g por placa = 0.05 g/L). El antraceno se colocé en dos variantes:
estéril (esterilizado dentro de sobres de papel a 15 Lbs, 20 min) y no estéril. La aplicacion se
realiz6 tapando la otra mitad con papel celofan estéril, para delimitar el &rea contaminada. Con
popotes estériles de 5 mm de diametro, se perford el medio colonizado con micelio de la cepa
CP-50 de Pleurotus ostreatus crecida previamente en medio EMA durante 8 dias, con una aguja
estéril se recupero el circulo de agar con micelio y se inoculd a 2 cm de distancia del centro de la
placa en la mitad sin antraceno. Las placas inoculadas y los controles se incubaron a temperatura

ambiente (20°-26°C) durante 5 semanas.
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Segunda etapa: Desarrollo micelial de la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus en medio de cultivo

EMA adicionado con antraceno estéril y no estéril en diferentes concentraciones.

Dado que se comprob6 que Pleurotus ostreatus tolero satisfactoriamente la dosis de 0.05
g/L de antraceno, sin mostrar diferencias importantes entre los tratamientos y los controles, en la
segunda etapa se probaron dosis mayores de antraceno: 0.4 g/L y 4 g/L (0.01 g y 0.1 g por placa
respectivamente), la preparacion del medio y el desarrollo del experimento se llevaron a cabo

como se describe en la primer etapa.

2.3.2. Actividad de lacasas de Pleurotus ostreatus en presencia de antraceno

A partir del estudio anterior, en donde se comprobd la tolerancia de Pleurotus ostreatus
para crecer en presencia de antraceno, se plante6 un disefio experimental para la evaluacion de la
actividad de lacasas de la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus en presencia de este compuesto
toxico, el método desarrollado se describe a continuacion:

Preparacion del indculo. Se perfor6 con popotes estériles de 5 mm de diametro el
micelio de la cepa CP-50 crecida previamente en medio EMA (30 g/L, Bioxon) durante 8 dias,
con una aguja estéril se recuperd el circulo de agar y micelio. El circulo se inocul6 en una nueva

placa con medio EMA (30 g/L, Bioxon) para la evaluacién de la actividad de lacasas.

Inoculacion y crecimiento de la cepa CP-50. Se prepard y esterilizdé medio EMA (30 g/L,
Bioxon) en tubos de ensayo de vidrio de 100 ml (25 ml de medio en cada tubo). Se vertio el
medio de cada tubo en una de las placas petri de 9 cm de diametro y se dejé gelificar. Las placas
se dividieron y marcaron por el reverso en dos partes iguales. Simultdneamente se preparé medio
de cultivo EMA (30 g¢/L, Bioxon), adicionado con ABTS 0.5 mM. La prueba se hizo por
triplicado para los medios de cultivo sin ABTS y por duplicado para los medios de cultivo
adicionados con ABTS. Se agreg6 0.1 g de antraceno estéril en la mitad de cada una de las
placas, tapando la otra mitad con papel celofan estéril, para evitar contaminar el area (Figura 73).
Se retiro el papel celofan y se inoculd el circulo de agar con micelio crecido, al centro de la
mitad de la placa sin antraceno (a 2 cm del centro de la placa). Todo el procedimiento se realizd

en el mismo dia.
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Figura 73. Pleurotus ostreatus CP-50 a los 3 dias de crecimiento en medio de cultivo EMA. A:
Control (sin la adicion de antraceno). B: Tratamiento (con la adicion de 0.1 g de antraceno).

Parametros a evaluar. Se analizo el area micelial, la actividad de lacasas y la
produccidn de proteinas en tres tiempos durante el desarrollo del micelio en el medio de cultivo
EMA. Para cada tiempo de evaluacién se analizaron 5 placas de tratamiento, 5 placas de control

positivo y 5 placas de control negativo. Los controles empleados fueron:

- Control positivo, la placa con hongo sin antraceno.

- Control negativo, la placa sin hongo, solo con antraceno.
Los parametros evaluados fueron:

- Observaciones morfolégicas.
- Actividad de lacasas (U/ml).
- Area de crecimiento micelial (cm?).

- Concentracion de proteina (mg/ml).

Obtencion de muestra. Se utiliz6 un cuadro de lamina de acero inoxidable con un area
interior de 12 cm? para obtener el medio con agar cubierto de micelio crecido (Figura 74). El
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fragmento obtenido se trasladd con una espatula estéril, a un tubo falcon de 50 ml y se agregaron
4 ml de buffer de acetato de sodio (J. T. Baker) 1 M, pH 5, preparado fresco y ajustado con &cido
acético glacial (J. T. Baker) 1 M. Las muestras que se tomaron para cada tiempo son las descritas
en el Cuadro 10. El tubo se agitd en vortex durante 8 minutos a la velocidad méxima para
homogeneizar el contenido y se centrifugé a 13,200 rpm durante 5 minutos (Eppendorf). Se
recupero el sobrenadante y se traslado a un tubo falcon de 15 ml. La muestra se guardd en
congelacion (REVCO ULT1340-3-A30) a -20° C hasta su uso.

A B

Figura 74. Obtencién de muestra en Tiempo 0 (0 a 24 horas de crecimiento), para evaluar
actividad de lacasas. A: CP-50 de Pleuroturs ostreatus en medio de cultivo EMA sin antraceno y
con ABTS. B: Control negativo en medio EMA adicionado con antraceno.
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Cuadro 10. Muestras tomadas para la evaluacion de lacasas en diferentes tiempos.

Control positivo Tratamiento Control negativo

Tiempo cero Agar “Micelio | Antraceno Micelio Agar *Antraceno
(0-24 horas)

Tiempo 1. Agar  Micelio | Antraceno Micelio Agar Antraceno
Micelio en
presencia, no
contacto de

antraceno

(8 dias)

Tiempo 2. En Agar  Micelio | Antraceno ‘*Micelio Micelio | Agar Antraceno
contacto directo sobrecrecido

con antraceno*

(16 dias)

Tiempo 3. Agar  Micelio Micelio Agar Antraceno
Sobrecrecido en sobrecrecido

antraceno™ (24

dias)

*Las placas que fueron adicionadas con ABTS, mostraron un crecimiento mas lento, por lo tanto
se tomo la muestra del tiempo 2 como micelio y la del tiempo 3 como contacto.

! La muestra se tomo de medio de cultivo sin micelio.

? La muestra se tomé de micelio con medio de cultivo.

? La muestra se tomé de micelio que ha crecido sobre el antraceno.
* La muestra se tomo de medio de cultivo con antraceno.

Determinacion de la actividad de lacasas. El sistema de medicion de la actividad de las
lacasas se realizd6 como se describié en el apartado 1.3.2. “Evaluacion de la produccion de la
actividad de lacasas”. Sin embargo, los sustratos enzimaticos utilizados en esta evaluacion
fueron: ABTS, como se describe en el apartado mencionado. DMP (Concentracion 6 mM,
diluido en etanol, longitud de onda de lectura 468 nm, coeficiente de extincion 27,500).

Guayacol (Concentracion 60 mM, diluido en etanol, longitud de onda de lectura 470 nm,
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coeficiente de extincion 26,600). Y Siringaldazyna (Concentracién 0.1 mM diluido en metanol,

longitud de onda de lectura 520 nm, coeficiente de extincion: 65,000).

Actividad de lacasas en distintas zonas de una misma colonia. Con la finalidad de
comparar la produccion de la actividad de lacasas en diferentes partes de una misma colonia de
hongo, expuesta a antraceno, se tomaron muestras de micelio y medio de cultivo en diferentes
partes de la misma y en diferentes momentos del crecimiento micelial. La primera muestra fue
tomada durante el tiempo 2, es decir, con 8 dias de crecimiento y consistio de micelio en
contacto directo con el antraceno (tratamiento) y micelio en el lado opuesto al antraceno
(control). La segunda muestra fue tomada en el tiempo 3, es decir, con 15 dias de crecimiento y
consistié en el micelio sobrecrecido en antraceno (tratamiento) y el micelio en el lado opuesto al
antraceno (control). Cada muestra fue extraida con un cuadro de lamina de acero inoxidable

estéril, como se describe anteriormente.

2.3.3. Area de crecimiento micelia

El area micelial se calculé con la ayuda del programa progeCAD 2009 Smart. Se tomaron
fotografias de cada una de las placas Petri colonizadas con el micelio del hongo en cada uno de
los tiempos mencionados en el Cuadro 10. Se deline6 el contorno del micelio y se calcul6 el

perimetro y area de cada imagen con las funciones del programa.

2.3.4. Concentracion de proteina

La determinacion de la concentracion de proteinas se realizo por medio del Kit de Biorad
(Biorad, USA), el cual se basa en el método de Bradford (1976), que consiste en elaborar una
curva de calibracion con una cantidad conocida de proteina. Las diluciones se realizaron con una
solucion estandar de proteina BSA (Sigma) con una concentracion final de 1 a 20
microgramos/ml (incluyendo el colorante) como se muestra en el Cuadro 11. Se midi6 la
absorbancia a 595 nm. Se mezclaron y agitaron 160 pl de cada muestra con 40 pl de la solucion
colorante en un tubo eppendorf y se dejo incubar durante 30 minutos. Se midié la absorbancia de
cada muestra a 595 nm (Biotek) y se calculo la concentracion a traves de la curva de calibracion.
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Cuadro 11. Concentracion de reactivos necesarios para elaborar la curva de calibracion de
proteinas.

Concentracion BSA (ng/ml)

3 6 9 12 15
Colorante 40 pl 40 pl 40 pl 40 pl 40 pl
Solucion estandar BSA (100 pg/ml) 6 ul 12 pl 18 ul 24 ul 30 pul
Agua destilada 154 pl 148 pl - 142 pl 136 ul - 130
Volumen total 200 pl 200 pl - 200 pl 200 pl - 200 pl

Anadlisis estadisticos. El analisis estadistico consistié en el analisis de varianza con la

prueba de Tuckey para separacion de medias, con un alfa = 0.05 y con tres repeticiones.

2.4. RESULTADOS
2.4.1. Tolerancia de la cepa para crecer en presencia de antraceno

Pleurotus ostreatus en presencia de 0.00125 g/placa Petri de antraceno mostré un
crecimiento normal en comparacion al control, sin ningun tipo de inhibicion (Figura 75), sino al

contrario, observandose un efecto estimulante en la colonia.

Figura 75. A: Observacion microscépica de hifas creciendo en presencia de antraceno. B: CP-50
creciendo sobre fragmentos de antraceno. Aumento 40 X.
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En las pruebas subsecuentes se sometié al hongo a crecer en presencia de cantidades
mayores de antraceno (0.01 y 0.1 g por placa petri) se observo igualmente un desarrollo similar
al control, con una estimulacién del crecimiento micelial. La estimulacion se presentd después
del tercer dia de incubacion, cuando el micelio se encontraba cercano al antraceno, adin sin
contactarlo, alcanzando para el dia 10 de crecimiento una diferencia importante en comparacion
al control, especificamente en las placas que contenian 0.1 g de antraceno (la concentracion
mayor), éstas mostraron un didmetro micelial 25% mayor que el del control. De igual manera, las
placas que contenian antrantraceno estéril como las que contenian antraceno sin esterilizar
(Figura 76). Estos resultados permitieron seleccionar la dosis més alta (0.1 g/placa = 4 g/L de
antraceno), para la evaluacion de la actividad de lacasas, de la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus

en presencia de antraceno.
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Figura 76. Crecimiento micelial de la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus en presencia de
antraceno a diferentes concentraciones sobre medio EMA.
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2.4.2. Observaciones morfologicas

Los resultados obtenidos de las pruebas de tolerancia y las observaciones realizadas
durante el crecimiento de CP-50 de Pleurotus ostreatus en presencia de antraceno, permitieron
confirmar la existencia de un estimulo en el crecimiento micelial cuando estuvo presente el
antraceno. Observandose la produccion de hifas especialmente dirigidas hacia la zona del
antraceno, otorgandole a ésta una forma irregular. Sin embargo, cuando el micelio entr6 en
contacto directo con el antraceno, se observo un breve efecto inhibitorio del crecimiento del
micelio, para después sobrecrecer en el compuesto. Posiblemente debido a una etapa de
adaptacion, para posteriormente crecer abundantemente, en muchos de los casos la cepa se

desarrollo mas en los tratamientos que en los controles (Figura 77).

Cuando se adicioné ABTS a los medios de cultivo, se presentd una inhibicion en el
crecimiento, debido a la interferencia de este compuesto sobre el desarrollo del hongo, dando al
micelio contorno circular y un tono mas rosado en la parte central de la colonia. Este efecto fue
aun mas evidente en las placas con antraceno, posiblemente debido al doble estrés al que se
sometieron. Sin embargo, al final del tiempo de incubacion se observé que el halo de coloracion
producido por la oxidacion del sustrato, en el caso de los tratamientos, alcanzo a llenar toda la
placa, a diferencia del halo de color presentado por los controles, en donde se observo, para todas
las replicas, una coloracién con un halo que ocupé solamente tres cuartas partes de la placa
(Figuras 78 y 79).
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c1 c2 c3 Control

Figura 77. Diferentes etapas del crecimiento de la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus sobre
antraceno. A1-A3) Se muestra el crecimiento de la cepa CP-50 en presencia de antraceno a los 3
dias de crecimiento, en donde se aprecia el estimulo del compuesto sobre el desarrollo de las
hifas, en comparacion al control (A4). B1-B4) La cepa CP-50 alcanzd el borde del antraceno a
los 8 dias de crecimiento y se not6 una delimitacion muy clara entre ambos. C1-C3) CP-50
sobrecreciendo el antraceno a los 15 dias de crecimiento y mostrando micelio de mejor
apariencia que el control (C4).
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Figura 78. CP-50 de Pleurotus ostreatus en medio EMA adicionado con 0.1 g de antraceno. A-
1: medio sin ABTS, a los 8 dias de crecimiento. A-2: medio con ABTS 0.5 mM, a los 8 dias de
crecimiento; B-1: Medio sin ABTS a los 15 dias de crecimiento; B-2: medio con ABTS 0.5 mM,
a los 15 dias de crecimiento.

Figura 79. Cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus creciendo en medio EMA adicionado con ABTS

0.5 mM. A: en ausencia de antraceno. B: en presencia de 0.1 g de antraceno a los 15 dias de
crecimiento.

90



2.4.3. Actividad de lacasas

La cepa CP-50, mostrd con tres de los cuatro sustratos enzimaticos evaluados (ABTS,
guayacol y syringaldazina) que la mayor actividad de lacasas se presentd a los 3 dias de
crecimiento. En este tiempo, la cepa CP-50 reportd la mayor actividad con el sustrato
syringaldazina (28.06 U/ml) y la menor con guayacol (1.39 U/ml). El tiempo 1 (3 dias de

crecimiento) represent6 el tiempo en el que la cepa creci6 aproximadamente 1.5 cm de radio, por

lo que se encontraba en presencia del antraceno, pero aun sin contactarlo directamente.

Los controles presentaron, con tres de los cuatro sustratos enzimaticos evaluados (DMP,
guayacol y syringaldazina) el pico maximo de actividad fue en el tiempo 2 (8 dias de

crecimiento). La actividad de lacasas evaluada con el sustrato enzimatico syringaldazina alcanzo

25.21 U/ml de actividad y con DMP 26.9 U/ml (Cuadros 12-15 y Figuras 82-85).

Cuadro 12. Actividad de lacasas de la cepa CP-50 evaluada con el sustrato ABTS.

CINETICA TRATAMIENTO
Error estandar

Media (U/ml)
TO (4 h) 0
T1 (3 dias) 11.68
T2 (8 dias) 3.56
T3 (15 dias) 10.02

0.03
3.23
0.74
5.81

CONTROL
Media (U/ml)  Error estandar
0.58 0.05
10.08 1.61
3.02 0.67
10.89 1.89

Cuadro 13. Actividad de lacasas de la cepa CP-50 evaluada con el sustrato DMP.

CINETICA TRATAMIENTO

Media (U/ml) Error estandar
TO (4 h) 0.06 0.02
T1 (3 dias) 27.84 8.23
T2 (8 dias) 22.07 4.37
T3 (15 dias) 29.94 2.66

CONTROL
Media (U/ml)  Error estandar
0.88 0.07
17.71 5.46
26.90 4.20
28.32 20.31
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Cuadro 14. Actividad de lacasas de la cepa CP-50 evaluada con el sustrato guayacol.

CINETICA TRATAMIENTO CONTROL
Media (U/ml)  Error estandar  Media (U/ml)  Error estandar
TO (4 h) 0 0.04 0.22 0.21
T1 (3 dias) 1.40 0.34 0.67 0.51
T2 (8 dias) 1.26 0.13 0.72 0.39
T3 (15 dias) 1.08 0.19 0.32 0.16

Cuadro 15. Actividad de lacasas de la cepa CP-50 evaluada con el sustrato syringaldazina.

CINETICA TRATAMIENTO CONTROL

Media (U/ml) Error estandar Media (U/ml)  Error estandar
TO (4 h) 0.30 0.10 1.29 0.17
T1 (3 dias) 28.06 5.03 15.89 8.61
T2 (8 dias) 25.21 3.60 25.21 3.60
T3 (15 dias) 20.15 1.33 15.05 1.06
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Figura 80. Actividad de lacasas de la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus crecida en presencia de
antraceno y evaluada con ABTS.
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Figura 81. Actividad de lacasas de la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus crecida en presencia de
antraceno y evaluada con DMP.
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Figura 82. Actividad de lacasas de la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus crecida en presencia de
antraceno y evaluada con guayacol.
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Figura 83. Actividad de lacasas de la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus crecida en presencia de
antraceno y evaluada con syringaldazina.

La actividad de lacasas obtenida por la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus fue distinta en
el medio sin ABTS (Cuadros 12-15, Figuras 80-83), que en el medio adicionado con ABTS
(Cuadros 16-19, Figuras 84-87). Como se menciond anteriormente, el crecimiento micelial en el
medio adicionado con ABTS fue mas lento y de igual manera, el pico maximo de actividad no se
alcanzo en el tiempo 1 (3 dias de crecimiento, como en las placas sin ABTS) sino hasta el tiempo
2 (8 dias de crecimiento) como se muestra en las Figuras 84-87. Con el sustrato DMP se
registraron valores de actividad de lacasas mucho mas altos cuando se encontré presente el
sustrato ABTS en el medio, que cuando no se encontr6. El sustrato guayacol tuvo una
sensibilidad muy baja a la oxidacion por las lacasas, al igual que en las pruebas con el medio de
cultivo sin ABTS. En cambio el sustrato Syringaldazina reacciono con el ABTS ya oxidado del
medio de cultivo, de manera que los valores obtenidos por espectroscopia se redujeron en lugar
de oxidarse y por lo tanto los resultados de absorbancia obtenidos con este sustrato enzimatico

fueron menores a los esperados.
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Cuadro 16. Actividad de lacasas de la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus evaluada con el
sustrato enzimatico ABTS en medio de cultivo adicionado con ABTS.

TRATAMIENTO CONTROL

Media (U/ml)  Error estandar ~ Media (U/ml)  Error estandar
TO (4 h) 0.03 0.10 0.00 0.60
T1 (3 dias) 5.23 3.85 8.96 0.16
T2 (8 dias) 4.57 0.73 4.82 1.73
T3 (15 dias) 16.58 0.88 18.21 1.40

Cuadro 17. Actividad de lacasas de la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus evaluada con el

sustrato enzimatico DMP en medio de cultivo adicionado con ABTS.

TRATAMIENTO

CONTROL

Media (U/ml)  Error estandar  Media (U/ml)  Error estandar
TO (4 h) 0 0.09 0.28 0.49
T1 (3 dias) 27.63 11.78 8.72 5.10
T2 (8 dias) 40.20 0.77 32.03 6.91
T3 (15 dias) 18.11 6.50 44.92 11.35

Cuadro 18. Actividad de lacasas de la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus evaluada con el

sustrato enzimatico guayacol en medio de cultivo adicionado con ABTS.

TRATAMIENTO

CONTROL

Media (U/ml)  Error estandar Media (U/ml) Error estandar
TO (4 h) 0 0.09 0 0.08
T1 (3 dias) 0.90 0.16 0.29 0.20
T2 (8 dias) 1.20 0.06 1.11 0.23
T3 (15 dias) 1.24 0.04 4.11 1.75

Cuadro 19. Actividad de lacasas de la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus evaluada con el

sustrato enzimatico syringaldazina en medio de cultivo adicionado con ABTS.

TRATAMIENTO

CONTROL

Media (U/ml)  Error estandar Media (U/ml)  Error estandar
TO (4 h) 0 0.15 0 1.41
T1 (3 dias) 8.48 6.60 4.88 8.51
T2 (8 dias) 30.63 0.03 20.57 3.02
T3 (15 dias) 19.57 1.05 16.74 1.13
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Figura 84. Actividad de lacasas de la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus crecida en medio EMA
adicionado con ABTS, en presencia de antraceno y evaluada con ABTS.
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Figura 85. Actividad de lacasas de la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus crecida en medio EMA
adicionado con ABTS, en presencia de antraceno y evaluada con DMP.

96



T T T T T T T
40 — M — | ratamiento —
—@&@— Control

30 -
=

£ ]| i
=
=

:_g 20 ]
=

B 1 i
<<

10 4 -

] = .

0 * ! T I‘ —

0 3 38 15

Tiempo (dias)

Figura 86. Actividad de lacasas de la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus crecida en medio EMA
adicionado con ABTS, en presencia de antraceno y evaluada con guayacol.
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Figura 87. Actividad de lacasas de la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus crecida en medio EMA
adicionado con ABTS, en presencia de antraceno y evaluada con syringaldazina.
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La cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus demostro tener la capacidad para desarrollarse de
manera normal aln en presencia de concentraciones muy altas de antraceno, ya que la actividad
de lacasas reportada fue similar y estadisticamente sin diferencia significativa (Anélisis de
varianza con la prueba de Tuckey para separacién de medias, con cuatro repeticiones y alfa =

0.05) entre los controles y los tratamientos (ANEXO I11).

Ademas, pudo notarse un incremento en la produccion de la actividad de lacasas al
momento del crecimiento micelial cerca y sobre el antraceno, y una ligera disminucion de la
actividad de lacasas en el momento del primer contacto entre el micelio y el antraceno, en

comparacion con los controles.

Actividad de lacasas en distintas zonas de una misma colonia. Los resultados
obtenidos en el andlisis de la actividad de lacasas durante el tiempo 2 (8 dias de crecimiento en
medio EMA adicionado con antraceno) mostraron una actividad ligeramente menor en el punto
de contacto, en comparacion al punto opuesto. Sin embargo, durante el tiempo 3 (15 dias de
crecimiento) la actividad de lacasas fue ligeramente superior en la zona de sobrecrecimiento que
en la zona opuesta, lo que confirmd un proceso de disminucion temporal de actividad en
presencia de antraceno, en el momento de contacto y un estimulo después de este momento
(Cuadros 20-21 y Figuras 88-89).

Cuadro 20. Actividad de lacasas observada en dos zonas distintas de una colonia de Pleurotus
ostreatus en el momento del contacto con el antraceno, medio EMA, 20°-26°C.

ACTIVIDAD DE LACASAS (U/ml)

ABTS DMP GUAY SYR
Micelio (control) 3.67 34.16 1.22 26.15
Contacto 3.56 22.07 1.26 25.21

Cuadro 21. Actividad de lacasas observada en dos zonas distintas de una colonia de Pleurotus
ostreatus en el momento de sobrecrecer en antraceno, medio EMA, 20°-26°C.

ACTIVIDAD DE LACASAS (U/ml)

Sustrato de evaluacién ABTS DMP GUAY SYR
Micelio (control) 10.89 28.32 1.97 15.05
Contacto 10.02 29.94 1.08 20.15
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2.4.4. Area micelial

El area del crecimiento micelial fue evaluada en cada uno de los tiempos en los que se
analizo la actividad de lacasas, en medio EMA, con y sin la adicion de ABTS (Cuadros 22-23 y
Figuras 90-91). Estadisticamente (ANEXO I1I) no se observé una diferencia muy importante en
el &rea obtenida entre los controles y los tratamientos (Anélisis de varianzas para comparacion de
medias, con un alfa = 0.05 y tres repeticiones.

Cuadro 22. Area micelial de la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus en presencia y ausencia de
antraceno en los diferentes tiempos evaluados, medio EMA, 20°-26°C.

TRATAMIENTOS AREA DEL MICELIO (cm2

C+T1 4.89
TxT1 4.64
C+T2 17.27
Tx T2 21.60
C+T3 28.88
TX T3 26.62

C= Control, Tx= Tratamiento, T1= 3 dias, T2= 8 dias, T3= 15 dias.

Cuadro 23. Area micelial evaluada en el crecimiento de la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus en
medio EMA suplementado con ABTS 0.5 mM, 20°-26°C.

TRATAMIENTOS  AREA DEL MICELIO (cm?) AREA DEL HALO (cm?)

C+T1ABTS 1.64 12.47
Tx T1 ABTS 1.99 15.00
C+ T2 ABTS 12.28 25.83
Tx T2 ABTS 9.54 26.96
C+ T3 ABTS 17.66 33.19
Tx T3 ABTS 18.80 58.04

C= Control, Tx= Tratamiento, T1= 3 dias, T2= 8 dias, T3= 15 dias.
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Figura 90. Area de la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus en presencia y ausencia de antraceno,
en los tres tiempos evaluados. Medio EMA, 20°-26°C.
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Figura 91. Area de la cepa CP-50 de Pleuroturs ostretaus en presencia y ausencia de antraceno
en los tres tiempos evaluados. Crecida en medio EMA suplementado con ABTS 0.5 mM, 20°-
26°C.
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2.4.5. Produccion de proteina

La produccién de proteina obtenida entre controles y tratamientos no mostré diferencia
estadisticamente significativa, con el analisis de varianza para comparacion de medias de Tukey,
con un alfa = 0.05 y tres repeticiones (ANEXO II1). Sin embargo, fue notoria una produccion
mayor de proteina para el micelio de Pleurotus ostreatus que crecié en presencia de antraceno, a
diferencia del micelio crecido sin la adicion de este compuesto en el medio, especialmente en el
momento del primer contacto entre el micelio y el antraceno (tiempo 2), en donde se obtuvieron
mas de 15 mg/ml de proteina en el tratamiento y solo alrededor de 13 mg/ml en el control
(Figura 92).

I

£ ] ]
=X)
£ 13.5 . -
= | T o ]
2
S 13.0 -
Q-‘ T -
12.5 S -
] ] ]
12.0 4 — M — Tratamiento |
i —@®— Control ]
11.5 ’, . : , :
T1 T2 T3
Tiempo

Figura 92. Produccidn de proteina de la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus crecida en presencia

y ausencia de antraceno. Medio EMA, 20-26° C.

En el caso de los medios adicionados con ABTS, la concentracion de proteina obtenida
fue menor a la encontrada en los medios sin ABTS, donde se obtuvo un maximo de 14.02 mg/mi
de proteina, para el micelio crecido en medio EMA con antraceno y ABTS, a diferencia de los 15

mg/ml que se obtuvieron en el micelio crecido en medio EMA con antraceno pero sin ABTS. El
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control mostr6 en ambos casos (medio con y sin ABTS) un incremento en la produccién de

proteina hasta alcanzar valores cercanos a los 14 mg/ml (Figuras 92-93, Cuadros 24-27).
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Figura 93. Produccién de proteina de la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus crecida en presencia
y ausencia de antraceno. Medio EMA adicionado con ABTS, 20-26° C.

Cuadro 24. Produccion de proteina de la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus control, medio
EMA, 20°-26°C.

TIEMPO 1 c TIEMPO 3
(3 DIAS) TIEMPO 2 (8 DIAS) (15 DIAS)
Control positivo ~ Control positivo COF“F‘?' en Control positivo
micelio micelio posicion de micelio
contacto
Abs P (ug/ml) Abs P (ug/ml) Abs P (ug/ml) Abs P (ug/ml)
Promedio  0.28 11.66 0.33 13.95 0.30 12.67 0.32 13.51

Abs = Absorbancia, P= Proteina.
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Cuadro 25. Produccién de proteina de la cepa CP-50 de Pleurotus ostretaus crecida en presencia
de antraceno, medio EMA, 20°-26°C.

TIEMPO 1 (3 DIAS) TIEMPO 2 (8 DIAS) TIEMPO 3 (15 DIAS)

Tratamiento micelio Tratamiento micelio Tratamiento sobrecrecido
Abs P (ng/ml) Abs P (ng/ml) Abs P (ng/ml)
Promedio  0.29 12.25 0.36 15.12 0.34 14.24

Abs = Absorbancia, P= Proteina.

Cuadro 26. Produccion de proteina por la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus control, medio
EMA adicionado con ABTS, 20°-26°C.

TIEMPO 1 TIEMPO 2 :
5B DA TIEMPO 3 (15 DIAS)
Control positivo ~ Control positivo ~ Control positivo Control positivo
micelio micelio contacto micelio
Abs P (ug/ml) Abs P (ug/ml) Abs P (ug/ml) Abs P (ug/ml)
Promedio 0.28 11.86 0.33 13.80 0.30 12.63 043 15.21

Abs = Absorbancia, P= Proteina.

Cuadro 27. Produccion de proteina por la cepa CP-50 de Pleuroturs ostretaus crecida en
presencia de antraceno, medio EMA adicionado con ABTS, 20°-26°C.

TIEMPO 1 TIEMPO 2 -
(3 DIAS) (8 DIAS) TIEMPO 3 (15 DIAS)
Tratamiento C Tratamiento Tratamiento
C Tx micelio <o
micelio micelio contacto
Abs P (ug/ml)  Abs P (ug/ml) Abs P (ug/ml) Abs P (ug/ml)
Promedio 0.30 12.46 0.31 13.05 0.34 14.03 0.31 12.99

Abs = Absorbancia, P= Proteina.

2.5. DISCUSION

El interés por utilizar nuevos métodos en la solucién de problemas ambientales se ve
favorecido por el uso de los hongos y las enzimas que estos producen, en especial, enzimas como
las lacasas que estan involucradas en la degradacion de compuestos toxicos. Por lo que,

recientemente se ha incrementado el interés por estudiar y aplicar estos recursos. Diversos
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estudios cientificos muestran el efecto de las enzimas lacasas purificadas, directamente sobre el
compuesto contaminante en condiciones in vitro, ejemplos de estos son los trabajos de
Majcherczyk et al. (1998) Han et al. (2004), Johannes y Majcherczyk (2000), Hu et al. (2009) y
Collins et al. (1996) con lacasas de Trametes versicolor y los trabajos de Cambria et al. (2008)
con lacasas de Rigidoporus lignosus. Asi como la inmovilizacion de los hongos en sustratos
inorganicos, tales como alginatos o bagazo de cafia (Dominguez, 2007; Mohammadi y

Nasernejad, 2009), o la inmovilizacion de las enzimas purificadas (Hu et al., 2009).

Sin embargo, existe informacién que indica que las lacasas (purificadas y/o
inmovilizadas) no parecen transformar eficientemente a los HAPs, sino que requieren de ser
incubadas junto con compuestos intermediarios, tales como el ABTS o el HBT (Majcherczyk et
al., 1998; Han et al., 2004; Hu et al., 2009; Collins et al., 1996; Cambria et al., 2008), u otros
compuestos que sirvan como mediadores naturales, tales como: fenol, anilina, acido 4-
hidroxibenzoico o alcohol 4-hidroxibenzilico (Johannes y Majcherczyk, 2000). Por lo que se
deduce, que la degradacion de los hidrocarburos aromaéticos policiclicos requiere de otros
factores adicionales a las lacasas, producidas por los mismos hongos. Li et al., (2010), utilizaron
extractos crudos de los sustratos de crecimiento de P. eryngii en procesos de degradacion y
observaron que estos extractos contenian menor actividad enzimatica, sin embargo, degradaron
mayor cantidad de antraceno que la lacasa pura, aln cuando esta Gltima presentaba una actividad
enzimatica mayor. Aunado a los costos y a la complejidad de la purificacion, la utilizacion del
micelio o de los sustratos residuales directos del desarrollo de los hongos, pudiera resultar mas
beneficioso y econdmico a la utilizacion de las lacasas purificadas, ya que los hongos pueden

aportar al medio otros metabolitos que pueden contribuir a mejorar el proceso de degradacion.

Asi mismo, se encuentran citados en la literatura reportes de la relacion que existe entre la
produccidén de enzimas y la degradacion de los HAPs con diferentes hongos comestibles, que han
sido crecidos en presencia de diversos HAPs, mostrando la concordancia entre la degradacion de
estos y la actividad enzimatica de los hongos, las enzimas biodegradadoras reportadas han sido
lacasas, MnP (manganeso peroxidases), LiP (lignino peroxidasas) y Citocromo P450 (Covino et
al., 2010; Patel et al., 2009). Son muy pocos los estudios de degradacién in vitro en medios de

crecimiento con agar, la literatura reporta estudios con bacterias, en las que se agregd una
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solucion del HAP en la superficie del medio y se inoculd posteriormente la bacteria en busca de

halos que mostraran la produccion enzimatica (Um y Chang, 2010; Kiyohara et al., 1982).

La cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus evaluada en este estudio, demostrd tolerar, crecer y
producir actividad de lacasas en presencia de antraceno, desarrollandose directamente sobre
medio de cultivo con agar y en contacto directo con altas concentraciones de polvo de antraceno.
En el tiempo 1 (3 dias de crecimiento), es decir, en el tiempo en el que el hongo se encontraba
creciendo en presencia de antraceno aun sin entrar en contacto directo con él. El crecimiento
micelial de la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus se vio estimulado en su desarrollo, mostrando
hifas especialmente dirigidas hacia el compuesto, igualmente esta fue la etapa en donde se
observé la mayor produccion de actividad de lacasas y la mayor diferencia entre la actividad
enzimatica presentada por el tratamiento y la presentada por el control (aun cuando no hubo
diferencia estadisticamente significativa en el analisis de varianza con la prueba de Tuckey para

separacion de medias, con un alfa = 0.05 y con tres repeticiones (ANEXO I11).

La cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus crecida en presencia de antraceno alcanzo un pico
méaximo de actividad de 28.06 U/ml, utilizando syringaldazina como sustrato enzimatico
oxidante; En cambio, cuando creci6 sin antraceno, el pico maximo de actividad se present6 a
partir del tiempo 2 (8 dias de crecimiento y fue de 25.21 U/ml, al oxidar al mismo sustrato

enzimatico.

Fue notorio ademas, la disminucidn de la actividad y el desarrollo micelial durante en el
primer contacto directo con el polvo de antraceno, y la re-estimulacion de los mismos cuando el

micelio sobrecreci6 al compuesto.

De manera confirmativa, los analisis realizados en diferentes zonas de una misma
colonia, coroboraron que el antraceno tuvo un efecto sobre la produccion de actividad de lacasas
para la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus. Ya que aun cuando no hubo diferencia
estadisticamente significativa entre el control y el tratamiento, con el analisis de varianza y la
prueba de Tuckey para separacion de medias, con un alfa = 0.05 y con tres repeticiones, fue
evidente que hubo un estimulo en la produccién de actividad de lacasas de la cepa CP-50 en

presencia de antraceno. Se observo una divergencia entre la actividad presentada en la zona de
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contacto (micelio-antraceno) con la presentada en la zona mas alejada al punto de contacto,
dentro de la misma placa petri. En cambio, se not6 una tendencia de menor actividad de lacasas
en el micelio ubicado en la zona de contacto, a diferencia del micelio de la zona mas alejada del
antraceno. De manera inversa, cuando el micelio nuevamente crecié abundantemente sobre el
antraceno se presentd entonces, una actividad de lacasas mayor en el micelio sobrecreciendo en
antraceno, que en el micelio alejado del punto de contacto. Estas observaciones concuerdan con
las obtenidas en la evaluacion anterior de la cepa en presencia y ausencia de antraceno, en

diferentes cajas de Petri realizadas en este estudio.

El comportamiento presentado por la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus fue distinto entre
tratamientos y control, por lo que se descarta que la diferencia de actividad de lacasas presentada
por el hongo en los distintos tiempos del desarrollo, pudieran deberse también a los ciclos
naturales de produccion enzimatica del hongo. Los resultados de actividad enzimatica
presentados por el hongo en distintos puntos de una misma colonia, pueden sugerir que el
micelio del hongo detecto la presencia del compuesto toxico, lo que ocasiono la activacion de su
metabolismo, modificando su comportamiento enzimatico y sus patrones del crecimiento

micelial.

La concentracién de proteina y el area micelial fueron evaluadas junto con la actividad de
lacasas para cada uno de los casos. Se observo que el area del crecimiento micelial present6
diferencia entre los valores obtenidos de los controles y los tratamientos, especialmente en el
tiempo 2, en donde se alcanz6 el punto de contacto entre el micelio y el antraceno, en este punto
se observé un area 25% mayor en el tratamiento comparado con el control, en los tiempos 1y 3
(antes del contacto y sobrecreciendo el antraceno, respectivamente) la diferencia en el area
micelial, entre el tratamiento y el control, fue muy pequefia, solamente entre 5% y 8% mayor en
el caso del control. Estadisticamente no hubo diferencia significativa, con el analisis de varianza
y la prueba de Tuckey para separacion de medias, con un alfa = 0.05 y con tres repeticiones
(ANEXO 111), lo cual pudiera indicar que la presencia del antraceno, aun en concentraciones tan
altas como la utilizada en este estudio, no representé una limitante para el desarrollo de la cepa
CP-50 de Pleurotus ostreatus (Figura 96).
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Igualmente fue notoria la produccion de proteina durante el desarrollo de la cepa CP-50
de Pleurotus ostreatus. Especificamente en el tiempo 2 (8 dias) fue donde se not6 la mayor
produccion, el micelio crecido en presencia de antraceno presentd cerca de 8% mayor
produccion de proteina que el micelio control. Esto confirmé nuevamente el efecto del antraceno
en el metabolismo del hongo, ya que el micelio del tratamiento se mostré mas activo que el
micelio del control. En el caso de los medios adicionados con ABTS, la mayor produccion de
proteina se alcanzo hasta el tiempo 3 (15 dias), debido posiblemente al efecto del sustrato
enzimético presente en el medio, el cual fue causa visible de disminucion de crecimiento
micelial, lo que ocasiond que el tiempo 3 (15 dias) fuera el tiempo en el que se contactd
directamente el micelio y el antraceno, en lugar del tiempo 2 (8 dias), como en los medios sin
ABTS.

El método que se presenta en este estudio demostré que es posible evaluar hongos
basidiomicetos con potencial biorremediador de HAPs, de una forma muy simple y utilizando
grandes dosis de toxicos en medios de cultivo adicionados con agar. La dosis maxima que se
emple6 en la evaluacién de la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus fue de 0.1 g/25 ml de medio
con agar, lo que equivale a 4,000 mg/L, mas alta a las reportadas en la literatura en medios de
cultivo sumergido. Patel et al. (2009) emplearon 70 mg/L de fluorantreno, Chavez-Gomez et al.
(2003) 200 mg/L de antraceno, Covino et al. (2010) 25 mg/L de antraceno, Cajthaml et al.
(2008) 0.5 mg por frasco (de 250 ml) de antraceno y Han et al. (2004) 100 mg/L de fenantreno.

La concentracién de antraceno y otros HAPs en el petréleo crudo es muy variable y no se
puede generalizar para todos los tipos de petr6leo, ya que la composicién del petroleo dependera
del yacimiento y de la zona donde se haya formado, por lo que no puede definirse una
concentracion Unica de antraceno como referencia para este estudio. Cada tipo de petréleo crudo
contiene una inmensa variedad de hidrocarburos en concentraciones muy diversas. Sin embargo,
se puede mencionar el trabajo de Arias et al. (2010), quienes reportaron concentraciones de
antraceno de 57 hasta 207 ppb, en 6 sedimentos de diferentes estaciones del estuario de Bahia
Blanca, Argentina. Por su parte la EPA reporta la concentracion maxima calculada de algunos
HAPs que pudieran disolverse en 69 tipos de petrdleos distintos, en el caso especifico del

antraceno serian 17 mg/kg (Cuadro 28).
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Cuadro 28. Concentracion de diversos HAPSs reportados en el petréleo crudo.

Naftaleno 3,700.0
Acenafteno 58.0
Antraceno 17.0
Tolueno 380.0
Benzoantrnaceno 16.0
Fluorantreno 15.0
Criseno 120.0
Pireno 9.2
Dibenzoantraceno 8.0
Benzopireno 8.0
Benzofluorantreno 14.0

Fuente: EPA 1978.

Por altimo, existen estudios que reportan el efecto de los hongos sobre la degradacion de
los compuestos en ambientes naturales como el suelo, Leonardi et al. (2007), investigaron el
impacto de la biodisponibilidad de los HAPs en la eficiencia de la micoremediacion en suelos.
Incubaron los suelos con los hongos Irpex lacteus y Pleurotus ostreatus y demostraron la
eficiencia de los hongos en la biorremediacion y el efecto negativo de los coadyuvantes en la

biorremediacion de los HAPs por hongos.

La diversidad del comportamiento de los sustratos enzimaticos en la oxidacion de las
lacasas para detectar la actividad enzimética, permitieron escoger a los sustratos DMP vy
Syringaldazina como los mejores, por ser los mas sensibles a la oxidacion por la presencia de las
lacasas, seguidos por el sustrato enzimatico ABTS y finalmente, el sustrato enzimatico guayacol,
que reacciond muy debilmente y por lo tanto no se suguiere como sustrato enzimatico de

evaluacion de lacasas en las condiciones empleadas en este ensayo (Figuras 94-97).
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Figura 94. Parametros de desarrollo de la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus en presencia de
antraceno, medio EMA, 20°-26°C. La actividad de lacasas fue evaluada con cuatro sustratos
enzimaticos distintos.
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Figura 95. Parametros de desarrollo de la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus en ausencia de
antraceno, medio EMA, 20°-26°C. La actividad de lacasas fue evaluada con cuatro sustratos
enzimaticos distintos.
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Figura 96. Parametros de desarrollo de la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus en presencia de
antraceno, medio EMA adicionado con ABTS 0.5 mM, 20°-26°C. La actividad de lacasas fue
evaluada con cuatro sustratos enzimaticos distintos.
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Figura 97. Parametros de desarrollo de la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus en ausencia de
antraceno, medio EMA adicionado con ABTS, 20°-26°C. La actividad de lacasas fue evaluada
con cuatro sustratos enzimaticos distintos.
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2.6. CONCLUSIONES

La cepa de Pleurotus ostreatus seleccionada por su importante actividad de lacasas
mostré tener la capacidad para crecer y producir actividad de lacasas en presencia de antraceno,
por lo cual se confirmé su potencial para ser utilizada en una estrategia de biorremediacion en
suelos contaminados con este compuesto. La cepa de Pleurotus ostreatus mostré un desarrollo
mas activo en la presencia del antraceno colocado en el medio de cultivo EMA, y se vi6 reflejado
en la actividad de lacasas y en el desarrollo de hifas atraidas hacia el compuesto. En la zona del
primer contacto entre hifas y antraceno se observd una etapa de adaptacion con una ligera
disminucion de la velocidad de crecimiento y de la actividad de lacasas. En la zona de
sobrecrecimiento de la cepa CP-50 en antraceno, se demostré nuevamente un estimulo en el

crecimiento y la actividad de lacasas.

El método establecido en este estudio resulté ser un método facil y practico de utilizar. Es
un método que permite evaluar la capacidad de los hongos comestibles para producir actividad
enzimatica en condiciones de alto estress, ademas de evaluar la tolerancia de los hongos para

crecer directamente en contacto con altas concentraciones de compuestos toxicos contaminantes.

La utilizacion del sustrato enziméatico ABTS en los medios de cultivo, como indicador de
la actividad de lacasas, no es muy util cuando la finalidad del trabajo incluye la evaluacién con
diferentes sustratos enzimaticos oxidantes, debido a que se observé que algunos de los sustratos
enzimaticos empleados para la cuantificacion de la actividad reaccionan con el ABTS adicionado
al medio, y causan cambios inesperados en las lecturas de absorbancias. Ademas, se observé que
el sustrato enzimatico ABTS adicionado al medio de cultivo interfiere directamente en el
desarrollo del hongo CP-50, provocando que el crecimiento sea mas lento y no se alcance el pico
méaximo de actividad al tiempo 1, como en los tratamientos sin ABTS, sino hasta el tiempo 2

(una semana después).
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2.7. RECOMENDACIONES

Los resultados presentados en el presente trabajo demuestran el potencial biorremediador
de los hongos comestibles en las pruebas realizadas en laboratorio, por lo que los estudios
siguientes deberian enfocarse en analizar el efecto biorremediador de estos hongos directamente
en los suelos contaminados. La realizacion de las pruebas en campo con sustratos y micelio
residuales del crecimiento de los hongos comestibles, permitira analizar las condiciones y
factores que favorezcan o limiten el desempefio de las enzimas lacasas en el proceso de
biorremediacion. Asi como también, se sugieren estudios de mejora y optimizacion de los
métodos establecidos y la seleccidén de nuevos hongos comestibles con potencial biorremediador,
utilizando el método descrito en este trabajo.
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CAPITULO 111

ESTRATEGIA PARA EL MANEJO Y APLICACION DE CEPAS DE HONGOS
COMESTIBLES PRODUCTORAS DE LACASAS, EN PROCESOS DE
BIORREMEDIACION IN SITU DE SUELOS CONTAMINADOS CON

HIDROCARBUROS

3.1. INTRODUCCION

Como subproducto de la obtencién comercial de hongos comestibles, se generan en el
pais mas de 500,000 toneladas anuales de sustratos organicos residuales, parcialmente
degradados, los cuales contienen cuando menos 2,000 kg de lacasas (Martinez-Carrera et al.,

2007). Ademas de otras enzimas como Xxilanasas y celulasas (Marquez-Araque et al., 2007).

Estos sustratos residuales estdn formados principalmente por diversos materiales
lignocelul6sicos de origen agricola, agroindustrial y/o forestal. En la actualidad, una parte de
estos subproductos se recicla, composteados con otros materiales organicos o sin compostear,
como abono organico de buena calidad para la produccion de plantas y arboles en vivero, o para
la agricultura, la industria horticola, y la floricultura. El resto de los sustratos residuales,
degradados permanecen subutilizados (Martinez-Carrera, 2002).

El hecho de que las enzimas responsables de la degradacion de la lignina sean
extracelulares, secretadas al medio durante la fase vegetativa del crecimiento micelial, hace
posible encontrarlas inmovilizadas dentro del sustrato residual de crecimiento micelial, el cual
constituye una verdadera matriz orgdnica compuesta por: materiales lignocelul6sicos
parcialmente degradados, biomasa micelial que penetra y recubre el sustrato residual,
exoenzimas fungicas (lacasas, manganeso-peroxidasas, celulasas), el resto del secretoma micelial
(proteinas secretadas por las hifas y microbiota asociada como bacterias y actinomycetes, entre

otros) (Martinez-Carrera et al., 2007).
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Las caracteristicas Unicas de estos sustratos residuales del crecimiento, permiten pensar
en procesos alternativos de biorremediacion induciendo la degradacién de los compuestos
toxicos, ya sea con la mezcla sustrato-suelo o utilizando compost del sustrato residual de
crecimiento mezcladas con el suelo (Eggen, 1999; Lau et al., 2003). De la misma manera, las
aplicaciones potenciales de esta matriz organica para la biorremediacion in situ no se limita sélo
a la degradacion directa por enzimas fungicas, sino también a procesos de bioaumentacion y
bioestimulacion. Los hongos comestibles tienen un gran potencial para ser estudiados y
utilizados como una herramienta dentro de los métodos de biorremediacidon que actualmente se

emplean.

El sistema de produccion y consumo nacional de hongos es cada vez méas complejo y
competitivo, esta ubicado en un contexto donde las oportunidades de mercado cambian
rapidamente. El desarrollo de la industria mexicana productora de hongos comestibles, tiene una
fuerte competencia externa por el incremento de las importaciones y por la drastica disminucién

de la demanda derivada de la crisis econdmica (Mayett y Martinez-Carrera, 2010).

Considerando la relevancia social, econémica y ecologica de la produccion comercial de
los hongos comestibles y el papel crucial que juegan los hidrocarburos en el pais, asi como los
efectos de los derrames de estos en nuestros suelos agricolas, resulta de vital importancia el
planteamiento de estrategias integrales. Estas estrategias deben considerar la produccion de
insumos para la biorremediacion de los suelos agricolas afectados, tener repercusion en los
principales sectores de la cadena productiva de los hongos, desde los productores, distribuidores
y consumidores de hongos, y fomentar el uso de los materiales propios de la regién, en un
proceso planificado, que garantice el posterior uso de los mismos en los procesos de

recuperacion de suelos dafiados.
Es por esto que en la presente estrategia se plantean los siguientes objetivos:

e Proponer una alternativa al saneamiento de los suelos agricolas afectados por derrames de
petréleo, lo que permitira a su vez mejorar las condiciones del suelo, asi como

incrementar los rendimientos de los cultivos y obtener alimentos mas sanos.

117



Diversificar el uso de los materiales de desecho de la produccion de hongos, ya que
actualmente es limitado el uso que se les da en nuestro pais a estos sustratos, algunos se
transforman en alimento para ganado, otros se compostean y se adicionan nuevamente al
suelo y otros més se utilizan como fuente de energia, sin embargo, en la mayoria de los
casos se tiran sin ningdn tratamiento.

Contribuir a la cultura del consumo de hongos en México, promoviendo la produccion y
uso en zonas rurales, especialmente en las afectadas por derrames de petroleo.

Aportar conocimiento sobre el desempefio de los hongos comestibles en la
biorremediacion de suelos agricolas que han sufrido accidentes por derrames de petréleo
crudo, con lo que se construirdn las bases de nuevos métodos de restauracion de suelos,

mas eficientes y ambientalmente mas amigables.

3.2. ACTORES DE LA ESTRATEGIA

1. Los agricultores y campesinos, propietarios de los suelos agricolas afectados por los
derrames de petroleo.

2. Los productores o posibles productores de hongos de las zonas afectadas o zonas
aledafas, quienes pudieran participar en las actividades de produccion de hongos
comestibles y en el saneamiento de los suelos de la zona, ya que con la produccién de
hongos comestibles, se puede aportar el material residual del proceso de produccién
de hongos, que constituye un insumo potencial para la biorremediacion de los suelos
siniestrados por derrames de petréleo.

3. El Colegio de Postgraduados-Campus Puebla, que puede proporcionar a los
productores, cepas alternativas de hongos comestibles con propiedades degradadoras
de residuos de petroleo en suelos. Asi mismo, extender el mercado de la produccion
de hongos comestibles y la diversificacion de los usos de los materiales residuales
provenientes de la misma, hacia nuevos sectores de la poblacion, atendiendo las

necesidades ambientales locales.

4. EIl sector Gobierno, a través de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo

Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA) y los demas organismos que estan en

118



posibilidad de brindar apoyos técnicos, financieros y administrativos a los
agricultores y campesinos involucrados.

5. Los consumidores finales, tanto de los hongos producidos mediante este proceso,
como de los productos alimenticios que resultaran del uso de los predios agricolas

saneados.

3.3. EL SUJETO SOCIAL DE LA ESTRATEGIA

Entre las principales preocupaciones derivadas de los derrames de petroleo en suelos
agricolas, se encuentran los temas concernientes a la salud de las personas que habitan en las
zonas afectadas, especialmente importantes los compuestos que se acumulan a través de la
cadena alimenticia, constituyéndose estos, entre las principales causas de riesgos sanitarios
latentes, asi como también las consecuencias econdmicas y sociales que surgen por las pérdidas
de los cultivos. Es por esto, que el principal sujeto social lo constituyen los habitantes de las
zonas afectadas, los que ademas, pueden también ser la parte mas importante de la solucién del
problema desde la perspectiva de esta estrategia, ya que a partir de una produccion alimentaria
tan importante y benéfica como la de los hongos comestibles, se puede aportar el principal

insumo para la biorremediacion (el sustrato residual del crecimiento de los hongos comestibles).

3.4. ENFOQUE SOCIAL DEL PROBLEMA

Los accidentes por derrames de petrdleo en suelos agricolas, implican mas que un
problema puramente ambiental, que aln siendo este grave por si mismo, por las repercusiones
que se generan al entorno, se crean ademas otros problemas secundarios, no menos graves, que
deberdn ser considerados para lograr el planteamiento de una solucion completa. La
visualizacion del problema y sus principales consecuencias provocadas por la contaminacion de

los suelos agricolas como se plantean en este trabajo, estan esquematizadas en la Figura 98.
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Figura 98. Esquema de la problematica causada por la contaminacion de suelos agricolas con
hidrocarburos del petréleo y el uso potencial del hongo Pleurotus ostreatus para su
biorremediacion.

3.5. ESTRATEGIA DE MANEJO Y APLICACION DE LAS CEPAS
BIORREMEDIADORAS

La estrategia para biorremediar suelos contaminados con hidrocarburos poliaromaticos,
consiste en desarrollar y transferir una tecnologia de restauracion, basada en la biotecnologia de
hongos comestibles, que permita la recuperacion de los suelos agricolas afectados,
implementando procesos integrales de biorremediacion y produccidn de hongos en las regiones
afectadas por los derrames de petréleo. La estrategia propuesta implica la utilizacién de
organismos vivos (hongos comestibles) y los subproductos de su cultivo como una parte
fundamental para la completa recuperacion de los suelos afectados. El desarrollo de esta
estrategia se plantea en tres fases de trabajo cientifico:
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1. Estrategia cientifica a corto plazo: Biorremediar suelos contaminados con la ayuda de
la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus. La cepa CP-50 fue seleccionada en este trabajo
por su capacidad de produccién de enzimas de lacasas y su habilidad para crecer y

desarrollarse en altas concentraciones de antraceno.

2. Estrategia cientifica de mediano plazo. Optimizacién del proceso de biorremediacion
de suelos contaminados empleando hongos comestibles. A mediano plazo se puede
obtener una optimizacién del proceso, al conocer las condiciones de cada suelo
afectado al que se le aplicara este tipo de tratamiento, asi como las caracteristicas de
la enzima en particular y tener las herramientas para poder predecir el resultado
esperado de la interaccion de estos dos factores, y para optimizar las condiciones de
esta relacion y lograr el mejor resultado posible. Para la transferencia de la tecnologia
de manera integral en un proceso de biorremediacién al mismo tiempo que de
aprovechamiento del recurso de los hongos, se sugiere implementar un estudio de
optimizacion de sustratos de cultivo para la cepa biorremediadora, empleando
subproductos agricolas o agroindustriales propios de cada una de las zonas afectadas.

3. Estrategia cientifica de largo plazo. Proceso de mejora continua. En donde utilizando
el método probado y validado en el presente trabajo de tesis se permita una seleccion
continua de cepas de hongos comestibles con mejores capacidades de
biorremediacion y en donde se considere la pertinencia de realizar estudios de
mejoramiento genético a través de métodos de biologia molecular y manipulacién

genética.

3.6. ACCIONES ESPECIFICAS DE LA PROPUESTA

Los planos prioritarios para el desarrollo de esta estrategia incluyen la mejora tecnolégica
y la investigacion cientifica, para la cual se enumera a continuacion una lista de actividades
especificas que ayudaran a la realizacion de ésta, segun las tres fases cronologicas de desarrollo

mencionadas anteriormente. Es importante mencionar que para concretarse cada una de las fases
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deberan considerarse ademas los aspectos de organizacion, administracion, sistemas financieros

y articulacion a cadenas productivas que sean necesarios.

3.6.1. Estrategia cientifica a corto plazo

Emplear la cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus en la biorremediacion de suelos agricolas
contaminados. Dado que la cepa CP-50 mostré la mayor produccion de lacasas en los ensayos de
laboratorio, asi como una excelente capacidad para tolerar y hasta estimular su crecimiento en
presencia de antraceno, un hidrocarburo aromatico policiclico representativo de este grupo. Se
propone a esta cepa para la realizacion de las pruebas piloto de biorremediacion in situ,
utilizando el sustrato residual del crecimiento, el cual contiene micelio y enzimas degradadoras.
La formulacion inicial del sustrato de crecimiento serd el que actualmente se emplea en el
laboratorio de hongos comestibles del Colegio de Postgraduados. El sustrato residual podra

transferirse y mezclarse con el suelo de las zonas agricolas afectadas por derrames de petroleo.

Las actividades necesarias para concluir esta fase son:

- Pruebas de degradacion in situ. Disefio de un proceso de aplicacion del sustrato residual
biorremediador a los suelos contaminados.

- Valoracién de los niveles de contaminantes antes y después de la aplicacion del sustrato
residual, empleando los controles pertinentes.

- Evaluacion del efecto de diferentes dosis de in6culos de hongo en el sustrato residual
sobre el grado de degradacién obtenido.

- Evaluacion del efecto de la aplicacion de sustrato residual en diferentes fases del

crecimiento micelial sobre el grado de degradacidn obtenido.

3.6.2. Estrategia cientifica a mediano plazo

Los factores mas importantes que intervienen en la aplicacion de una tecnologia bioldgica
para la remediacion de suelos (en este caso utilizando lacasas inmovilizadas en los sustratos
residuales de crecimiento, y aplicadas a suelos contaminados con hidrocarburos) son susceptibles
a una infinidad de condiciones ambientales y fisicoquimicas, por lo que la optimizacién de un

proceso de biorremediacion con hongos se verd grandemente influenciada por la compatiblidad
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de las enzimas lacasas y la disponibilidad del compuesto contaminante en el suelo. Es por esto,
que adquiere gran importancia, la obtencion del mayor conocimiento posible de estos factores
determinantes. De igual manera, resulta muy importante la optimizacion de un proceso
sustentable, en donde se garantice el suministro de materia prima de remediacion, con la ventaja

adicional del cultivo de los hongos en zonas proximas a las afectadas.
Las actividades sugeridas para el éxito de esta fase son:

- Estudios de caracteristicas fisicas y quimicas de los suelos afectados por derrames de
petroleo.

- Caracterizacion de la enzima lacasa degradadora.

- Estudio prospectivo de la eficiencia de la interaccién entre las lacasas, las condiciones
fisicoquimicas del suelo y las condiciones ambientales de la zona.

- Elaboracién y evaluacion (incluyendo la eficiencia del desarrollo del hongo y la
capacidad de produccion de lacasas) de formulaciones de sustratos de cultivo, para el
hongo seleccionado, empleando los subproductos agricolas o agroindustriales que se
generan en zonas aledafias a las afectadas.

- Promover el cultivo de hongos en las zonas rurales afectadas.

- Llevar a cabo pruebas piloto in situ de la degradacién en los suelos especificos y con los

controles pertinentes.

3.6.3. Estrategia cientifica a largo plazo

Un proceso eficiente y sustentable para la biorremediacion de suelos afectados por derrames
de petréleo incluira, sin duda, la adaptacion y mejora continua de procesos, a traves de la
obtencion de mejores y mas eficientes cepas de hongos biorremediadores, de métodos cada vez
mas faciles de aplicar y con resultados obtenidos en menor tiempo y costo. La aplicacion de la
ciencia a los procesos tecnoldgicos puede resultar en conocimientos y procesos novedosos con
aportaciones importantes para los mismos, por lo que cabe considerar la oportunidad de realizar
estudios de mejora continua, aplicando la biotecnologia a través de técnicas de biologia
molecular y la manipulacion directa del material genético, para entender a profundidad los

aspectos enzimaticos y moleculares relacionados con la biodegradacién de hidrocarburos por los
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hongos comestibles. Nuevos métodos y desarrollos pueden generar beneficios sociales,
economicos, y ecoldgicos relevantes para México, al ser aplicados en la solucion de problemas
ambientales especificos. Para acercarse a estos procesos de mejora continua en los programas de

biorremediacion con hongos comestibles se sugieren las siguientes actividades:

- Seleccidn continua de hongos comestibles biorremediadores, que incluye el analisis de
hongos comestibles de diferentes especies y géneros, utilizando el método desarrollado
en este estudio, la seleccidn de las mejores cepas, pruebas en campo Yy la evaluacion de la
aceptacion comercial de los hongos seleccionados para su consumo.

- Optimizacion de los sustratos de cultivos y de los métodos de biorremediacion
considerando todos los factores involucrados en el proceso, como se menciona en la
estrategia a mediano plazo.

- Mejoramiento genético. Seleccion de genes y sobreexpresion de genes codificantes de
lacasas en hongos comestibles. La transformacidn de organismos con genes que expresen
lacasas, puede llevar a una produccion considerablemente incrementada de estas enzimas
en los organismos naturalmente productores o hasta en organismos normalmente no

productores.
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IV. CONCLUSIONES GENERALES

Puede concluirse que la mayor actividad de lacasas la registraron las cepas del género
Pleurotus, especialmente la cepa de Pleurotus ostreatus, seguido de otras especies del mismo
género, después por las especies del género Lentinula, y por altimo las del género Ganoderma,
ya que las cepas evaluadas de este género préacticamente no presentaron actividad de lacasas.
Algunas cepas como la CP-18 a pesar de pertenecer al género de Pleurotus (Pleurotus

cystidiosus), no registro actividad importante de lacasas.

Se observé que el crecimiento micelial, asi como la capacidad de produccion de actividad

de lacasas es particular para cada una de las cepas.

La cepa CP-50 de Pleurotus ostreatus fue seleccionada por su importante actividad
metabdlica, ya que mostrd ser una cepa capaz de crecer y producir actividad de lacasas en
presencia de antraceno, por lo que se eligi6 como la cepa potencial para ser usada en una

estrategia de biorremediacion de suelos contaminados con hidrocarburos de petréleo.

Las observaciones registradas sobre el comportamiento de la cepa de Pleurotus ostreatus
en presencia de antraceno, incluyeron, la estimulacién del crecimiento al percibir la presencia del
antraceno, que se Vvio reflejada en la actividad de lacasas y en el desarrollo de las hifas dirigidas
hacia el compuesto, hasta alcanzarlo, en donde se presentd una etapa de adaptacion o
disminucion temporal en la velocidad de crecimiento y la produccion de lacasas, para

nuevamente verse incrementados ambos componentes al sobrecrecer en el antraceno.

Se logro establecer un método facil y practico para evaluar la tolerancia y capacidad de
produccion enzimatica de hongos comestibles, directamente sobre compuestos toxicos en polvo,

utilizando medios de cultivo con agar en placas petri.

Se formulé una propuesta estratégica para el uso de este hongo, en los procesos de
biorremediacion de suelos agricolas contaminados por hidrocarburos aromaticos policiclicos

derivados de derrames de petréleo.
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IV. RECOMENDACIONES GENERALES

La continuidad de este trabajo radica en la implementacion de la estrategia propuesta, que
incluye la utilizacion de los hongos comestibles como recursos naturales con gran potencial en

los procesos de biorremediacion de los suelos agricolas afectados por derrames de petroleo.
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ANEXO |

ACTIVIDAD DE LACASAS DE LAS DIFERENTES CEPAS DE HONGOS
BASIDIOMICETOS EVALUADOS

A continuacion se presentan los resultados de los analisis de actividad de lacasas obtenida
de las cepas de hongos comestibles evaluadas en el capitulo I. Las cepas fueron crecidas en
medio de cultivo liquido EMB adicionado con Sulfato de cobre 0.1 mM, a temperatura ambiente
(22°-26°C) con agitacion. Se obtuvieron diariamente dos muestras de 500 ul del matraz A y dos

del matraz B.

Actividad de lacasas U/ml cepa CP-194 Pleurotus spp.

Al A2 Bl B2 PROMEDIO
D1 0.32 0.13 -0.02 0.02 0.11
D2 3.07 0.31 -0.42 0.09 0.76
D3 0.07 -0.09 0.33 0.35 0.16
D4 1.29 0.45 0.34 0.04 0.53
D5 14.14 16.37 20.99 14.86 16.59
D6 39.98 40.86 41.79 41.17 40.95
D7 40.48 42.98 34.72 54.41 43.15
D8 45.35 45.09 41.70 40.71 43.21
D9 30.46 33.14 27.15 27.83 29.65
D10 30.04 - 25.15 28.22 27.80
D11 22.17 19.79 28.19 26.20 24.09
D12 30.83 30.76 27.68 27.09 29.09
D13 27.19 27.00 23.32 26.42 25.98
D14 21.81 21.24 29.39 28.02 25.12
D15 22.12 21.48 17.94 18.56 20.03
D16 10.64 11.05 10.31 9.65 10.41
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D17
D18
D19
D20
D21
D22
D23
D24
D25
D26
D27
D28
D29
D30

12.71
16.08
13.27
14.13
14.73
12.85
13.84
13.75
11.94
10.67
1141

2.67
10.70
10.37

13.85
13.95
12.85
12.94
14.57
13.60
14.01
12.91
14.66

9.36
10.30

8.88

9.41
10.94

14.87
15.67
12.63
13.65
14.36
12.43
13.06
12.45
12.25
11.07

9.75

8.90

7.18

9.01

13.85
14.98
13.36
13.01
14.79
12.60
12.70
12.50
13.35
11.70

9.83

5.70

5.61

8.83

13.82
15.17
13.03
13.43
14.61
12.87
13.40
12.90
13.05
10.70
10.32

6.54

8.22

9.79

Actividad de lacasas U/ml cepa CP-7 Lentinula edodes

D1
D2
D3
D4
D5
D6
D7
D8
D9
D10

Bl
0.28

0.67
2.43
1.93
1.25
9.79
3.81
3.59
4.62
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B2
1.07

2.45
2.54
2.55
1.92
1.09
10.33
3.34
3.97
4.59

PROMEDIO
0.67

2.45
1.60
2.49
1.93
1.17
10.06
3.58
3.78
4.60



D11 2.90 2.75 2.83

D12 1.45 1.67 1.56
D13 26.56 14.32 20.44
D14 0.07 0.25 0.16
D15 0.34 0.12 0.23

Actividad de lacasas U/ml cepa CP-205 Ganoderma lucidum

Al A2 Bl B2 PROMEDIO
D1 -0.21 -0.20 -0.28 0.35 -0.09
D2 -0.53 -0.49 -0.40 -0.49 -0.48
D3 -0.40 -0.08 -1.09 -0.08 -0.41
D4 -0.03 -0.06 -0.03 -0.03 -0.04
D5 0.19 0.04 -0.05 -0.11 0.02
D6 0.16 -0.08 -0.04 0.17 0.05
D7 -0.14 -0.09 -0.19 0.04 -0.09
D8 -0.34 -0.38 -0.44 -0.42 -0.40
D9 -0.11 0.17 -0.16 -0.07 -0.04

Actividad de lacasas U/ml cepa CP-30 Pleurotus levis

Al A2 B1 B2 PROMEDIO
D1 4.47 6.26 9.34 8.27 7.08
D2 15.68 16.90 24.18 26.55 20.83
D3 46.56 48.59 41.00 53.38 47.38
D4 836.29 915.65 1030.45 858.96 910.34
D5 240.81 244.12 287.58 311.67 271.05
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D6
D7
D8
D9
D10
D11
D12
D13
D14
D15
D16
D17
D18
D19
D20
D21
D22
D23
D24
D25
D26
D27
D28

D29

393.87
439.70
486.94
529.93
626.77
733.28
712.50
757.37
765.31
447.47
792.33
923.66
633.15
728.58
527.45
669.52
514.93
507.13
741.33
767.31
1213.74

1001.63

334.82
497.33
665.04
525.68
594.65
723.62
662.67
651.55
763.99
789.03
659.11
755.48
909.02
923.66
745.11

853.17

707.79
504.30
657.24
832.03
849.99

1034.23

348.05
575.75
558.39
569.26
640.12
669.41
668.09
808.87
764.36
807.82
963.82
855.64
973.74
1138.61
846.21
942.11
536.90
775.34
578.35
494.38
785.74
1058.32
1043.67

1167.45

297.97
508.20
585.67
614.96
614.96
810.28
806.41
831.92
958.05
996.41
1057.83
948.23
946.81
498.98
768.26
664.92
726.21
607.05
518.94
1057.14
1030.92
1177.37

1099.89

326.95
493.79
554.37
541.89
594.91
658.69
718.58
744.83
779.41
830.05
766.70
865.32
943.66
983.19
680.86
823.03
576.42
719.72
566.78
506.19
810.36
922.15
1071.19

1075.80
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Actividad de lacasas U/ml cepa CP-267 Pleurotus pulmonarius

Al A2 Bl B2 PROMEDIO
D1 0.94 0.68 0.84 0.80 0.81
D2 17.69 21.25 18.91 16.97 18.71
D3 194.40 252.03 180.70 206.68 208.45
D4 2038.41 2328.48 890.93 - 1752.61
D5 2633.65 2877.89 1700.17 1786.15 2249.46
D6 2031.33 1922.20 1166.82 1131.86 1563.05
D7 -6.97 -10.51 436.63 481.65 225.20
D8 449.71 450.14 1612.10 1812.41 1081.09
D9 1643.95 1676.55 444.47 408.47 1043.36
D10 1697.81 1560.81 465.87 397.37 1030.46
D11 1633.56 1585.84 443.71 433.41 1024.13
D12 1423.57 1537.19 459.30 449.71 967.44
D13 635.63 598.31 200.54 246.83 420.33
D14 635.63 598.31 200.54 246.83 420.33
D15 726.80 757.51 299.74 217.55 500.40
Al A2 Bl B2 PROMEDIO
D2 18.49 11.52 3.95 0.95 8.73
D3 -0.41 -0.26 -0.26 -0.24 -0.29
D4 31.85 27.16 3241 31.62 30.76
D5 10.89 8.55 22.81 23.69 16.48
D6 31.23 18.17 10.23 9.34 17.24
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D7 21.52 18.00 12.26 12.54 16.08

D8 - - 13.97 16.65 15.31

Actividad de lacasas U/ml cepa CP-253 Pleurotus djamor

Al A2 B1 B2 PROMEDIO
D2 35.28 30.48 3.51 2.09 17.84
D3 39.14 33.01 35.22 32.59 34.99
D4 31.85 27.16 32.41 31.62 30.76
D5 27.89 25.86 25.29 26.96 26.50
D6 35.52 30.72 40.80 35.20 35.56
D7 30.77 32.58 - - 31.67
D8 35.22 31.94 30.83 31.01 32.25

Actividad de lacasas U/ml cepa CP-328 Pleurotus pulmonarius

Al A2 Bl B2
D1 35.28 30.48 3.51 2.09
D2 39.14 33.01 35.22 32.59
D3 31.85 27.16 32.41 31.62
D4 27.89 25.86 25.29 26.96
D5 35.52 30.72 40.80 35.20
D6 30.77 32.58 - -
D7 35.22 31.94 30.83 31.01
D8 35.28 30.48 3.51 2.09
D9 39.14 33.01 35.22 32.59
D10 31.85 27.16 3241 31.62
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D11 27.89 25.86 25.29 26.96

D12 35.52 30.72 40.80 35.20
D13 30.77 32.58 - -
D14 35.22 31.94 30.83 31.01
D15 35.28 30.48 3.51 2.09
D16 39.14 33.01 35.22 32.59
D17 31.85 27.16 3241 31.62
D18 27.89 25.86 25.29 26.96
D19 35.52 30.72 40.80 35.20
D20 30.77 32.58 - -
D21 35.22 31.94 30.83 31.01
D22 35.28 30.48 3.51 2.09
D23 39.14 33.01 35.22 32.59
D24 31.85 27.16 32.41 31.62
D25 27.89 25.86 25.29 26.96
D26 35.52 30.72 40.80 35.20
D27 30.77 32.58 - -
D28 35.22 31.94 30.83 31.01
D29 35.28 30.48 3.51 2.09
D30 39.14 33.01 35.22 32.59

Al A2 Bl B2 PROMEDIO
D2 11.05 8.60 6.88 6.83 8.34
D3 21.99 17.12 24.74 23.65 21.88
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D4
D5
D6
D7

D8

18.11
3557.49
477.14
782.79

3788.03

12.85
3353.88
528.63

1394.56

9.89
2092.07
1582.11
1570.77

4265.16

6.59
2369.85
978.36
1295.35

3812.12

11.86
2843.32
891.56
1260.87

3955.11
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ANEXO 11

ANALISIS ESTADISTICOS DE LA ACTIVIDAD DE LACASAS PRESENTADA POR
LAS CEPAS DE HONGOS COMESTIBLES EN MEDIOS DE CULTIVO LIQUIDO

A continuacion se presentan los resultados de los analisis estadisticos realizados para la
actividad de lacasas obtenida de las cepas de hongos comestibles evaluadas en el capitulo I. Las
cepas fueron crecidas en medio de cultivo liquido EMB adicionado con Sulfato de cobre 0.1
mM, a temperatura ambiente (22°-26°C) con agitacion. El control fue el medio de cultivo sin
indcular. El andlisis estadistico consistié en el analisis de varianza con la prueba de Tuckey para
separacion de medias, con un alfa = 0.05 y con tres repeticiones.

CP-7 Lentinula edodes

Dia Diferencia Ccp.7 Error estandar Control Error estandar

significativa* de CP-7 de control
D1 B 0.67 0.39 0.04 0.03
D2 A 2.45 0.08 0.02 0.03
D3 A 1.60 0.93 0.17 0.09
D4 A 2.49 0.06 0.14 0.15
D5 A 1.93 0.00 0.50 0.15
D6 A 1.17 0.08 0.06 0.09
D7 A 10.06 0.27 0.16 0.19
D8 A 3.58 0.23 -0.06 0.00
D9 A 3.78 0.19 -0.02 0.02
D10 A 4.60 0.02 -0.12 0.10
D11 A 2.83 0.08 0.05 0.02
D12 A 1.56 0.11 0.08 0.01
D13 A 20.44 6.12 0.02 0.02
D14 A 0.16 0.09 0.06 0.01
D15 B 0.23 0.11 0.05 0.02

*E] control es “B”
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CP-30 Pleurotus levis

Diferencia Error estandar Error estandar
Dia significativa* CP-30 de CP-30 Control de control
D1 A 7.08 1.08 0.04 0.03
D2 A 20.83 2.67 0.02 0.03
D3 A 47.38 2.56 0.17 0.09
D4 A 910.34 43.38 0.14 0.15
D5 A 271.05 17.23 0.50 0.15
D6 A 326.95 14.98 0.06 0.09
D7 A 493.79 37.55 0.16 0.19
D8 A 554.37 65.08 -0.06 0.00
D9 A 541.89 22.26 -0.02 0.02
D10 A 594.91 23.57 -0.12 0.10
D11 A 658.69 24.60 0.05 0.02
D12 A 718.58 34.52 0.08 0.01
D13 A 744.83 38.34 0.02 0.02
D14 A 779.41 17.58 0.06 0.01
D15 A 830.05 43.54 0.05 0.02
D16 A 766.70 130.74 0.19 0.08
D17 A 865.32 67.42 0.11 0.17
D18 A 943.66 18.82 -0.72 0.06
D19 A 983.19 52.09 -0.72 0.06
D20 A 680.86 74.62 -0.37 0.01
D21 A 823.03 47.44 0.11 0.00
D22 A 576.42 44.33 -0.08 0.00
D23 A 719.72 21.98 0.23 0.01
D24 A 566.78 27.22 -0.05 0.02
D25 A 506.19 5.06 -0.20 0.01
D26 A 810.36 86.47 0.08 0.08
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D27 A 922.15 72.15 0.08 0.01
D28 A 1071.19 82.30 0.09 0.01
D29 A 1075.80 36.75 0.06 0.01

*El control es “B”

CP-50 Pleurotus ostreatus

Dia Diferencia CP-50 Error estandar Control Error estandar

significativa* de CP-7 de control
D1 A 8.34 0.99 0.02 0.03
D2 A 21.88 1.68 0.17 0.09
D3 A 11.86 2.44 0.14 0.15
D4 A 2843.32 360.47 0.50 0.15
D5 A 891.56 256.23 0.06 0.09
D6 A 1260.87 169.23 0.16 0.19
D7 A 3955.11 155.19 -0.06 0.00

*E] control es “B”

CP-98 Pleurotus sp.

Diferencia Error estandar Error estandar

Dia significativa* CP-98 de CP-98 Control de control

D2 B 8.73 3.94 0.02 0.03
D3 A -0.29 0.04 0.17 0.09
D4 A 30.76 1.21 0.14 0.15
D5 B 16.48 3.94 0.50 0.15
D6 A 17.24 5.07 0.06 0.09
D7 A 16.08 2.24 0.16 0.19
D8 A 15.31 1.34 -0.06 0.00

*E] control es “B”
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CP-194 Pleurotus sp.

Diferencia Error estandar Error estandar
Dia significativa* CP-194 de CP-194 Control de control
D1 B 0.11 0.08 0.04 0.03
D2 B 0.76 0.78 0.02 0.03
D3 B 0.16 0.11 0.17 0.09
D4 B 0.53 0.27 0.14 0.15
D5 A 16.59 1.54 0.50 0.15
D6 A 40.95 0.38 0.06 0.09
D7 A 43.15 4.13 0.16 0.19
D8 A 43.21 1.18 -0.06 0.00
D9 A 29.65 1.37 -0.02 0.02
D10 A 27.80 1.43 -0.12 0.10
D11 A 24.09 1.90 0.05 0.02
D12 A 29.09 0.99 0.08 0.01
D13 A 25.98 0.90 0.02 0.02
D14 A 25.12 2.09 0.06 0.01
D15 A 20.03 1.04 0.05 0.02
D16 A 10.41 0.30 0.19 0.08
D17 A 13.82 0.44 0.11 0.17
D18 A 15.17 0.46 -0.72 0.06
D19 A 13.03 0.17 -0.72 0.06
D20 A 13.43 0.28 -0.37 0.01
D21 A 14.61 0.10 0.11 0.00
D22 A 12.87 0.26 -0.08 0.00
D23 A 13.40 0.31 0.23 0.01
D24 A 12.90 0.30 -0.05 0.02
D25 A 13.05 0.62 -0.20 0.01
D26 A 10.70 0.49 0.08 0.08
D27 A 10.32 0.38 0.08 0.01
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D28 A 6.54 1.49 0.09 0.01
D29 A 8.22 1.13 0.06 0.01
D30 A 9.79 0.52 -0.02 0.07

*E] control es “B”

CP-205 Ganoderma lucidum

Diferencia Error estandar Error estandar
Dia significativa* CP-205 de CP-205 Control de control
D1 B -0.09 0.15 0.04 0.03
D2 A -0.05 0.03 0.02 0.03
D3 B -0.04 0.24 0.17 0.09
D4 B -0.04 0.01 0.14 0.15
D5 B 0.02 0.07 0.50 0.15
D6 B 0.05 0.06 0.06 0.09
D7 B -0.09 0.05 0.16 0.19
D8 A 0.02 0.02 -0.06 0.00
D9 B 0.07 0.07 -0.02 0.02

*E] control es “B”

CP-253 Pleurotus djamor

Diferencia Error estandar Error estandar
Dia significativa* CP-253 de CP-253 Control de control
D2 B 17.84 8.74 0.02 0.03
D3 A 34.99 1.50 0.17 0.09
D4 A 30.76 1.21 0.14 0.15
D5 A 26.50 0.58 0.50 0.15
D6 A 35.56 2.06 0.06 0.09
D7 A 31.67 0.90 0.16 0.19
D8 A 32.25 1.02 -0.06 0.00

*E] control es “B”
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CP-267 Pleurotus pulmonarius

Diferencia Error estandar Error estandar
Dia significativa* CP-267 de CP-267 Control de control
D1 A 0.81 0.05 0.04 0.03
D2 A 18.71 0.94 0.02 0.03
D3 A 208.45 15.47 0.17 0.09
D4 A 1752.61 438.90 0.14 0.15
D5 A 2249.46 297.06 0.50 0.15
D6 A 1563.05 240.00 0.06 0.09
D7 B 225.20 135.38 0.16 0.19
D8 B 1081.09 366.69 -0.06 0.00
D9 B 1043.36 356.30 -0.02 0.02
D10 B 1030.46 347.15 -0.12 0.10
D11 B 1024.13 338.23 0.05 0.02
D12 A 967.44 297.06 0.08 0.01
D13 A 420.33 114.18 0.02 0.02
D14 A 420.33 114.18 0.06 0.01
D15 A 500.40 140.72 0.05 0.02

*El control es “B”

CP-328 Pleurotus pulmonarius

Diferencia Error estandar Error estandar de
Dia significativa* CP-328 de CP-328 Control control
D1 B 0.04 0.02 0.04 0.03
D2 B 0.10 0.12 0.02 0.03
D3 B 0.00 0.18 0.17 0.09
D4 B 0.20 0.10 0.14 0.15
D5 B -0.16 0.15 0.50 0.15
D6 A 3.30 1.20 0.06 0.09
D7 A 11.82 1.53 0.16 0.19
D8 A 24.33 4.29 -0.06 0.00
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D9

D10
D11
D12
D13
D14
D15
D16
D17
D18
D19
D20
D21
D22
D23
D24
D25
D26
D27
D28
D29
D30

> >» >» >» >» >» >» >» > 2> > >» > > 2> > > > > > > P

10.85
22.30
25.99
43.29
51.01
37.11
40.00
43.33
50.03
40.62

9.55
38.97
43.24
40.11
43.81
43.58
43.49
35.89
40.69

8.73
30.39
36.73

1.21
2.75
451
0.92
2.08
2.73
2.22
1.94
2.21
1.47
0.71
0.70
1.70
1.24
0.72
0.96
0.79
1.70
2.48
1.39
0.86
0.39

-0.02
-0.12
0.05
0.08
0.02
0.06
0.05
0.19
0.11
-0.72
-0.72
-0.37
0.11
-0.08
0.23
-0.05
-0.20
0.08
0.08
0.09
0.06
-0.02

0.02
0.10
0.02
0.01
0.02
0.01
0.02
0.08
0.17
0.06
0.06
0.01
0.00
0.00
0.01
0.02
0.01
0.08
0.01
0.01
0.01
0.07

*E] control es “B”
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ANEXO 111

ANALISIS ESTADISTICOS DE LA ACTIVIDAD DE LACASAS, AREA Y
CONCENTRACION DE PROTEINAS, PRESENTADA POR LAS CEPA CP-50
CRECIENDO EN PRESENCIA DE ANTRACENO

A continuacion se presentan los resultados de los andlisis estadisticos realizados para la
actividad de lacasas obtenida, asi como el area y la concentracion de proteinas, de la cepa CP-50
evaluada en el capitulo 11. CP-50 fue evaluada en medio de cultivo EMA a temperatura ambiente
(22°-26°C) y en presencia de antraceno, en tres tiempos diferentes de su desarrollo. El control fue
la cepa CP-50 crecida en ausencia de antraceno. El andlisis estadistico consistio en el anélisis de
varianza con la prueba de Tuckey para separacion de medias, con un alfa = 0.05 y con cuatro

repeticiones.

Actividad de lacasas medida con ABTS

TRATAMIENTO CONTROL

Diferencia Desviacion Desviacion

Dias S MEDIA ] MEDIA )
significativa* estandar estandar
0 B -0.47 0.05 0.58 0.03
3 B 11.68 1.61 10.08 3.23
8 B 3.56 0.67 3.02 0.74
15 B 10.02 1.89 10.89 5.81

* El control es “B”

Actividad de lacasas medida con DMP

TRATAMIENTO CONTROL
Diferencia Desviacion Desviacion
Dias MEDIA ) MEDIA )
significativa* estandar estandar
0 B 0.06 0.02 0.88 0.07
3 B 27.84 8.23 17.71 5.46
8 B 22.07 4.37 26.90 4.20
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15 B 29.94 2.66 28.32 20.31

* El control es “B”

Actividad de lacasas medida con Guayacol

TRATAMIENTO CONTROL

Diferencia Desviacion Desviacién

Dias S MEDIA ] MEDIA ]
significativa* estandar estandar
0 B 0.00 0.04 0.22 0.21
3 B 1.40 0.34 0.67 0.51
8 B 1.26 0.13 0.72 0.39
15 A 1.08 0.19 0.32 0.16

* El control es “B”

Actividad de lacasas medida con Syringaldazina

TRATAMIENTO CONTROL
. Diferencia Desviacion Desviacion
Dias o MEDIA ) MEDIA )
significativa* estandar estandar
0 B 0.30 0.10 1.29 0.17
3 B 28.06 5.03 15.89 8.61
8 B 25.21 3.60 25.21 3.60
15 A 20.15 1.33 15.05 1.06
* El control es “B”
AREA
. Diferencia CP-50 con Desviacion Desviacion
Dia o Control
significativa* antraceno estandar estandar
3 B 14.02 2.70 9.64 1.30
8 B 21.36 3.18 14.87 0.76
15 B 19.05 0.72 20.40 0.95

* El control es “B”
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Concentracion de proteina

Diferencia CP-50 con Desviacion Desviacion

Dia o ] Control )
significativa* antraceno estandar estandar
3 B 12.25 1.14 11.66 0.43
8 B 15.12 0.21 13.95 0.33
15 B 14.24 0.46 13.51 0.81

* El control es “B”
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