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RESUMEN

Actualmente la contaminacion creciente de los cuerpos de agua, es un problema que
demandan atencion urgente desde varias disciplinas del conocimiento. La mayoria de los
establecimientos que brindan el servicio de sacrificio y faenado animal en el estado de
Morelos no disponen de un sistema adecuado de tratamiento para los desechos liquidos y
solidos generados. La sangre es considerada y tratada como un residuo industrial,
aumentando el costo de tratamiento y operacion del sistema de depuracion de estos residuos
liquidos. La caracterizacion particular de estas aguas residuales posee alta carga organica
(200,000 mg/L de DBOs) debido a la presencia de sangre, principal contaminante,
excremento, contenido estomacal, altos niveles de grasa, fluctuaciones en el pH, debido a la
presencia de agentes de limpieza como detergentes, altos niveles de nitrégeno, fésforo y
NaCl, entre otros compuestos. La biorremediacion es una alternativa ecol6gicamente
amigable y sustentable para la remocion de xenobioticos. El desarrollo de estrategias
biolégicas combinadas con métodos fisicos y quimicos resulta atractivo para el tratamiento
de aguas residuales, como las provenientes de los rastros municipales en Morelos. Los
microorganismos tienen la capacidad de producir enzimas hemoliticas que degradan la
sangre (lisan los hematies o eritrocitos), la mayoria de los hongos existen en el medio
ambiente como saproéfitos (organismo que obtiene su energia de materia organica muerta),
sus enzimas presentan baja especificidad lo que les permite degradar una gran variedad de
compuestos xenobioticos. En particular, los hongos extreméfilos poseen amplias capacidades
metabdlicas que les permiten crecer en ambientes muy hostiles con propiedades
fisicoquimicas muy particulares que limitan normalmente el crecimiento de otros sistemas
vivos. Es por ello que el uso de hongos hal6filos o halotolerantes puede resultar una
alternativa en el tratamiento de aguas contaminadas con sangre provenientes de los rastros
municipales. En este trabajo se estudié el potencial biotecnoldgico para la biorremediacion
de aguas residuales de rastros municipales de aislados fungicos de ambientes hipersalinos de
Baja California Sur. Las cepas fueron capaces de crecer en presencia de sangre, HPAs,
residuos celulosicos, diésel y gasolina usando estos compuestos como Unica fuente de

carbono, cuatro cepas presentaron una remocion de 75% en DQO de agua residual de rastros



municipales (artificial). Se determin0 la actividad enzimatica despues del tratamiento fungico

donde se observé actividad de las enzimas amilasas, celulasas, xilanasas y proteasa.

ABSTRACT

Currently, the increasing pollution of bodies of water, are problems that demand urgent
attention from various disciplines of knowledge. Most of the establishments that provide the
service of animal sacrifice in the state of Morelos does not have an adequate system of
treatment for waste liquids and solids generated. The blood is regarded and treated as an
industrial waste, increasing the cost of treatment and operation of the system of purification
of these waste liquids. The characterization, particularly of this wastewater has high organic
load (200,000 mg/L of BODS5) due to the presence of blood as the main contaminant, feces,
and stomach contents, high levels of fat, fluctuations in pH due to the presence of cleaning
agents such as detergents, high levels of nitrogen, phosphorus and NaCl, among other
compounds. Biorremdiation is an alternative ecologically friendly and sustainable for the
removal of xenobiotics. The development of biological strategies combined with physical
and chemical methods is attractive for the treatment of wastewater, such as from municipal
slaughterhouses in Morelos. Microorganisms have the ability to produce enzymes,
hemolytic, which degrade the blood (lyse the red blood cells or erythrocytes), most of the
fungi exist in the environment as saprophytes (an organism heterotrophic that gets its energy
from dead organic matter), their enzymes have a low specificity which allows. Principio del
formulation. In this work, we studied the potential of bioremediation of wastewater of traces
municipal of isolated fungal environments hypersaline of Baja California Sur. The strains
were able to grow in the presence of blood, Pah, waste cellulosic, diesel, and gasoline using
these compounds as a sole source of carbon, four strains showed a removal of 75% in COD
of waste water of traces municipal (artificial). We measured the enzyme activity after
treatment fungal where we observed activity of the enzymes amylases, cellulases, xylanases,

and protease.



INTRODUCCION.

El agua es imprescindible para la conservacion de la vida en el planeta. Actualmente la
contaminacion creciente de los cuerpos de agua, asi como en las fuentes de agua potable, es
un problema que demandan atencion urgente desde varias disciplinas del conocimiento. La
aplicacion de la biotecnologia permite el uso sostenible y sustentable de organismos o sus
bioproductos para la restauracion de ecosistemas y constituye por tanto una alternativa para
atender la contaminacion de acuiferos naturales. Desafortunadamente, la mayoria de los
establecimientos que brindan el servicio de sacrificio y faenado animal en el estado de
Morelos no disponen de un sistema adecuado de tratamiento para los desechos liquidos y
solidos generados, los cuales estan enriquecidos en sangre animal. La sangre es considerada
y tratada como un residuo industrial, aumentando el costo de tratamiento y operacion del
sistema de depuracion de estos residuos liquidos. Morelos no cuenta con un registro
certificado sobre el cumplimiento de tratamientos adecuados para las aguas residuales de los
rastros, por lo que varios de estos establecimientos han sido multados y/o clausurados por la
inadecuada disposicion de sus residuos que han contaminado los cuerpos hidricos, siendo el
mas afectado la cuenca del rio Apatlaco. La restauracion de aguas residuales contaminadas
permitiria su reutilizacion para diferentes sectores que consumen grandes volimenes de agua,
tales como usos domésticos, industriales y agricolas, siempre y cuando cumplan con la
Norma Oficial Mexicana NOM-003-SEMARNAT-1997, que establece los limites maximos
permisibles de contaminantes para las aguas residuales tratadas que se redsen en servicios al
pablico. La biorremediacion es una alternativa ecoldgicamente amigable y sustentable para
la remocion de xenobioticos en aguas residuales. El desarrollo de estrategias bioldgicas
combinadas con métodos fisicos y quimicos resulta atractivo para el tratamiento de aguas
residuales, como las provenientes de los rastros municipales en Morelos. Los
microorganismos tienen la capacidad de producir enzimas hemoliticas que degradan la
sangre (lisan los hematies o eritrocitos), la mayoria de los hongos existen en el medio
ambiente como saprofitos (organismo que obtiene su energia de materia organica muerta),
también sus enzimas presentan baja especificidad lo que les permite degradar una gran
variedad de compuestos xenobioticos. En las ultimas décadas diversos estudios han reportado

actividad hemolitica no solo en bacterias sino también en especies de hongos de los géneros



Aspergillus, Blastomyces, Penicillium, Coccidioides, Stachybotrys, Volvariella,
Termitomyces, Rhodophyltus, Rhizopus, ect. En este sentido se han caracterizado algunas
hemolisinas fangicas como Nigerlysin, Terrelysin, Chrysolysin, Stachylysin, Aegerolysin,
Phallolysin, etc [1]. Sin embargo, se conoce poco acerca de las hemolisinas fangicas, debido
a ello el interés cientifico para su estudio en diferentes aplicaciones biomédicas, industriales
y ambientales es muy alto. En particular, los hongos extremdfilos poseen amplias
capacidades metabdlicas que les permiten crecer en ambientes muy hostiles con propiedades
fisicoquimicas muy particulares que limitan normalmente el crecimiento de otros sistemas
vivos. Se ha documentado que los hongos extremdfilos resultan sistemas dtiles en la
biotransformacion (remocion, biodegradacion, sorcion y/o mineralizacion) de diversos
contaminantes ambientales. La caracterizacion particular de las aguas residuales generadas
en la industria carnica como los establecimientos de sacrificio animal poseen alta carga
orgénica (200,000 mg/L de DBOs) debido a la presencia de sangre como principal
contaminante, excremento y contenido estomacal, altos niveles de grasa, fluctuaciones en el
pH debido a la presencia de agentes de limpieza como detergentes, altos niveles de nitrogeno,
fosforo y NaCl, entre otros compuestos. Es por ello que el uso de hongos hal6filos o
halotolerantes puede resultar una alternativa para el tratamiento de aguas contaminadas con
sangre provenientes de los rastros municipales. En este trabajo se estudio el potencial
biotecnoldgico para la biorremediacion de aguas residuales de 10 cepas de hongos haléfilos
aisladas de ambientes hipersalinos de Baja California Sur, las cuales se encuentran
conservadas a 4 °C en el Laboratorio de Microorganismos Extremofilos del Centro de
Investigacion en Dinamica Celular de la UAEM. Este proyecto generd conocimiento con
posible potencial de aplicacion para atender el problema de contaminacion hidrica generada
en la cuenca del rio Apatlaco, que es considerada patrimonio ambiental de las y los
morelenses, debido a que constituye una de las principales fuentes de abastos de “agua

potable” para la agricultura, economia y turismo del estado.



CAPITULO 1. FUNDAMENTOS TEORICOS.

1.1 Antecedentes.

1.1.1 Contaminacion de agua en México.

La calidad del agua es un factor determinante de la salud publica y de los ecosistemas, que
restringe la oferta de agua y su distribucion potencial para los diferentes usos. El agua esta
asociada a la transmision de enfermedades que afectan la salud humana, ya sea por ingestion
directa o mediante la contaminacién de los alimentos, por lo que su calidad esta

absolutamente relacionada con la calidad de vida de la poblacion [2-3].

En Meéxico los problemas de calidad del agua son severos y tienen un fuerte atraso en su
atencion comparados con los relativos a la cantidad y a la provision de servicios a la
poblacion. De la misma manera, la evaluacion de la calidad del agua es indispensable para
poder orientar esfuerzos que favorezcan su reutilizacion. Los recursos hidricos del pais se
enfrentan a graves problemas de contaminacion, la calidad del agua esta por debajo de los
limites permisibles para la salud humana, tanto las aguas superficiales como las subterraneas,
se utilizan como cuerpos receptores de cargas contaminantes [4]. Las descargas organicas
provenientes de los rastros municipales generan altos niveles de contaminacion en
importantes fuentes de agua. Un rastro es donde se sacrifican animales que posteriormente

seran consumidos por la poblacion como alimento.

Esta situacion es especialmente dificil en los municipios pequefios, donde las limitaciones
técnicas y econdémicas no permiten poner en funcionamiento medidas de manejo ambiental
complejas que solucionen el problema de forma definitiva [5]. El principal problema de los
rastros se genera por el alto consumo de agua que utilizan para lavado de la carne, equipo y
establecimiento, ya que deben cumplir con estrictas medidas higiénicas para proteger la salud
humana en la operacion de estos. Por otra parte, el Instituto Nacional de Estadistica,

Geografia e Informatica (INEGI), a través de la Direccion General de Contabilidad Nacional



y Estadisticas Econdmicas registraron en total 932 rastros en el pais sin contar la ciudad de
Meéxico [6]. El consumo de agua en promedio diario de estos rastros es de 22°734,560 litros
de agua y, considerando el consumo de 163 litros [7] por dia por persona, se requeririan
139,476 individuos al dia para generar este consumo de agua, lo que hace imprescindible
considerar alternativas de optimizacién [6]. Dentro de los establecimientos dedicados al
sacrificio de animales de abasto. Asi como, consumen grandes volumenes de agua también

generan gran cantidad de aguas residuales.

1.1.2 Agua residual de Rastros Municipales.

La composicion de las aguas residuales de un rastro o matadero depende, fundamentalmente,
de la especie que se procesa. En general, contiene sangre, excremento, contenido estomacal
(rumen), grasa, plumas y huesos. Cuando el agua residual contiene una cantidad alta de
materia organica, es propicia para el desarrollo de microorganismos patégenos normalmente
presentes en dicha materia (Salmonella spp., Shigella spp.), ademés de contener, entre otros
elementos, huevos de parasitos y quistes de amibas, asi como residuos de plaguicidas
(presentes en el alimento de los animales), cloro (limpieza de instalaciones), salmuera, etc.;
resultando ser un contaminante potencial del suelo y el agua, en el que proliferan los malos

olores por la descomposicién de la materia organica [5,6,8,9].

Este tipo de residuos, por su humedad y capacidad de descomposicion rapida, desprenden
gases como el metano, involucrado en el cambio climatico global, asi como malos olores;
atraen a moscas, cucarachas, ratas y otras especies de fauna nociva transmisora de
enfermedades; provocan la formacion de lixiviados que arrastran contaminantes hacia los
cuerpos de agua superficiales o se infiltran hacia los acuiferos, deteriorando las fuentes de
abastecimiento de agua para consumo humano e irrigacion de campos agricolas,

amenazando, ademas, los ecosistemas acuaticos.



Estas aguas residuales, vertidas directamente en mantos de agua, generan un impacto
negativo sobre el entorno ambiental, con consecuencias directas e indirectas en la salud
publica, debido a las caracteristicas antes mencionadas se ha ponderado el riesgo por estado,
asignando el riesgo sanitario y ambiental a cada rastro por su faena semanal, los estados de
la replblica se agruparon en cuatro categorias; riesgo bajo, medio, alto y muy alto. En la
Figura 1 se puede apreciar la distribucion por riesgo sanitario y ambiental, siendo el estado
de Morelos clasificado con alto riesgo sanitario y ambiental por los 24 rastros municipales

que operan en el estado [6].

Riesgo Muy Alto

Riesgo Alto

Riesgo Medio

Riesgo Bajo

HE OB N

Figura 1. Distribucion del riesgo sanitario y ambiental por estado [6].

1.1.3 Alternativas de tratamiento.

Debido al problema de salud y ambiental que generan los rastros municipales se han realizado
varios estudios sobre tratamientos de aguas residuales derivadas de estos establecimientos.
En México los procesos para el tratamiento de estas aguas residuales se basan principalmente



en la degradacion anaerobia, dentro del proceso anaerobio se encuentran un sistema complejo
que abarcan diversos tipos de microorganismos que trabajan de forma coordinada para
convertir los compuestos orgdnicos en metano y didxido de carbono. Los grupos de
microorganismos que se han identificado son las bacterias hidroliticas, acidogenas,

acetdgenas y metanogenas [10,11,12].

Un estudio en Coahuila reporte una eficacia de remocion de DQO (Demanda Quimica de
Oxigeno) superior al del 80%, mediante la implementacion de un rector tipo UASB (Upflow
Anaerobc Sludge Blanket) con un filtro anaerobio interno alimentado con una carga organica
de 5-6 g DQO/L/d y un tiempo de retencion hidraulico (TRH) no menor a 2 dias [13]. En
Yucatan se evaluo el disefio y construccion de un reactor (escala piloto) tipo CBR (Contactor
Biologico Rotatorio) presentando un 98.35% de remocion en DQO para una carga de 12.2 ¢
DQO/m®/d, a 30 rpm en TRH de 31.6 hrs [14]. A. Lopez-Lopezl, J. de la Barrera-Fraire, R.
Vallejo-Rodriguez estudiaron un acoplamiento secuencial de un sistema anaerobio/aerobio a
nivel laboratorio, conformado por Filtro Anaerobio (FA) y un Reactor Aerobio por Lotes
(SBR por sus siglas en ingles) el cual opero con una carga organica de 11.0 kg DQO/m3/d y
TRH de 24 h para FA, mientras que el SBR operé a TRH de 9 h, las eficiencias de remocion
oscilaron en un intervalo de 50-81% [15].

Los estudios hasta ahora reportados especifican un 80-85% de remocion, taza satisfactoria
pero insuficiente para cumplir con los limites maximos permisibles que establece la norma
mexicana de contaminantes para la descarga de aguas residuales en aguas y bienes nacionales
NOM-CCA-022-ECOL/1993 [16], debido a que la carga organica en el influente (agua
residual de rastro) es muy alta de 4000-12000 mg/L promedio por rastro [17, 18] y la norma
mexicana 022 especifica una DQO 200-240 mg/L para poder verter el agua residual tratada
en aguas nacionales [16]. El proceso anaerobio deja un residual relativamente alto de
organicos no degradados en el efluente (agua tratada), es un tratamiento que con poca
frecuencia obtiene una remocion de materia organica mayor al 90% [11]. Por lo que el
proceso anaerobio constituye una parte del sistema de tratamiento y los contaminantes
remanentes después del tratamiento anaerobio deben ser tratados con procesos bioldgicos

aerobios o tecnologias de tratamiento fisicoquimica [19]. Implementar un sistema de



tratamiento aerobio al sistema de tratamiento anaerobio implica un aumento en el costo de
operacion y mantenimiento por el suministro de aire, de igual manera en la implementacion
de un sistema fisicoquimico, complicando el tratamiento adecuado de los residuos generados

por la falta de recursos destinados al tratamiento de agua residuales en el pais.

1.1.4 Biorremediacidn con microorganismos extremofilos.

La biorremediacion es una tecnologia que utiliza el potencial metabdlico de los
microorganismos (su capacidad de biodegradacién) para depurar terrenos 0 aguas
contaminadas [20]. Estos microorganismos utilizan su potencial enziméatico para mineralizar
los compuestos contaminantes o degradarlos hasta productos intermedios, en un ambiente
aerobio o anaerobio. Existen factores limitantes [21] como son: nutrientes esenciales
(nitrégeno y/o fosforo), aceptores adecuados de electrones, condiciones medioambientales
apropiadas (pH, potencial redox, humedad), inexistencias de poblaciones microbianas con

potencial enzimatico.

El descubrimiento de los microorganismos extremofilos, capaces de vivir bajo condiciones
extremas de temperatura, pH, presion, salinidad, radiacién y sus combinaciones, ha
proporcionado herramientas invaluables para su aplicacion en una amplia gama de procesos
biotecnologicos, permitiendo el manejo racional de los recursos naturales [22]. En los Gltimos
afios se ha tenido un gran avance biotecnoldgico dentro de la biorremediacion utilizando
hongos hal6filos (crecimiento optimo en ambientes hipersalinos, mayor a 0.5% de NaCl). H.
Peidro Guzman y RA. Batista Garcia reportan la capacidad de A. sydowii-like para degradar
HPAs (Hidrocarburos Policiclicos Aromaticos), el hongo fue capaz de crecer en un ambiente
donde solo tenia como Unica fuente de carbono benzo [a] pireno y fenantreno, se observo
que después de 4 dias de cultivo, fue capaz de degradar un 48 y un 58% de benzo [a] pireno
y fenantreno, respectivamente. Resultados obtenidos bajo condiciones de salinidad (1M
NaCl) revelaron que la biodegradacién era predominante sobre la biosorcion como estrategia
de eliminacion [23]. Gonzalez-Abradelo D, Pérez-Llano Y, Peidro-Guzman H vy
colaboradores registraron que los hongos haléfilos A. sydowii y A. destruens eliminaron
HPAs y PhC (Compuesto Farmacéuticos) en condiciones salinas. Ambos hongos utilizaron


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gonz%C3%A1lez-Abradelo%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30738355
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=P%C3%A9rez-Llano%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30738355
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Peidro-Guzm%C3%A1n%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30738355

Benzo [a] pireno y fenantreno como Unica fuente de carbono, A. sydowii degrado mas del
90% de HPAs, mientras que A. destruens removio mas del 90% de HPAs por bioadsorcion.
Estos hongos removieron el 100% de una mezcla de quince HPAs en aguas residuales salinas

de una biorrefineria [24].

La industria agroalimentaria, petrolera y textil producen aguas residuales salinas con alto
contenido de contaminantes organicos como sangre, aceites HPAs, fenoles, nitroaromaticos,
y colorantes azoicos, de tal manera que los microorganismos haléfilos tienen un interés
creciente en el tratamiento de residuos industriales por su capacidad de degradar sustancias
peligrosas de manera eficiente en condiciones de alta salinidad [25]. El objetivo del presente
trabajo es evaluar el potencial de una coleccion de hongos haléfilos/halotolerantes para el
tratamiento (biorremediacion) de aguas residuales procedentes de rastros municipales, las
cuales contienen aproximadamente 90-95% [6,8] de sangre animal. La sangre constituye un
serio problema para los rastros municipales debido a su poder contaminante y téxico. La
elevada carga organica de las aguas producidas como desecho en los rastros municipales (esta
relacionada con la cantidad de sangre aportada al agua residual), por lo que deben ser tratadas
antes de verterla a un ambiente acuatico natural. Las consecuencias de la gestion
irresponsable de estas aguas residuales ocasionan eutrofizacién de los diferentes ecosistemas
y disminuyen las cantidades de oxigeno disuelto en los ecosistemas acuéticos, ocasionando

la muerte de muchos organismos [6,8-9].

1.2 Marco tedrico.

1.2.1 Problemética ambiental del agua.

La disponibilidad de agua promedio anual en el mundo es de aproximadamente 1,386
billones de hectometros cubicos (hm?), de los cuales el 97.5% es agua salada y sélo el 2.5%,
es decir, 35 billones de hm3 es agua dulce, de esta cantidad casi el 70% no esta disponible
para consumo humano porque se encuentra en glaciares o en forma de nieve. Del agua que
técnicamente esta disponible para consumo humano, s6lo una pequefia porcion se encuentra
en lagos, rios, hidratando las particulas de suelo y en depositos subterraneos relativamente

poco profundos, cuya renovacion es producto de la infiltracion. Mucha de esta agua
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tedricamente utilizable se encuentra lejos de las zonas pobladas, lo cual dificulta o vuelve
imposible su utilizacién efectiva. Se estima que solamente el 0.77% se encuentra como agua
dulce accesible al ser humano [8,26].

El agua es necesaria para todas las formas de vida, es un elemento crucial para el
funcionamiento de los ecosistemas y la provision de servicios ambientales de los que
dependemos para sobrevivir y, ademas, es un factor estratégico para el desarrollo de cualquier
pais. México tiene 471.5 mil millones de m® de agua dulce renovable por afio, alrededor del
0.1% de la disponible en el mundo y esta considerado como un pais con baja disponibilidad
de agua. Un aspecto importante a considerar en la disponibilidad de agua es el incremento de
la poblacién y su concentracion en zonas urbanas. Estimaciones de Consejo Nacional de
Poblacién CONAPO [27], entre 2012 y 2030 la poblacién del pais se incrementara en 20.4
millones de personas. Ademas, para 2030, aproximadamente 75% de la poblacién estara en
localidades urbanas. El incremento de la poblacion ocasionara la disminucion del agua

renovable per cépita a nivel nacional [28].

En 2012, con una poblacién de 117 millones de habitantes en México, la disponibilidad
natural media por habitante se calculaba en 4,028 m? por afio. Se estima que para 2030, con
el aumento de la poblacion y el deterioro de los cuerpos de agua descendera hasta 3,430 m®
por habitante por afio. Otro aspecto significativo es el incremento del consumo de agua per
capita: en 1955, cada mexicano consumia alrededor de 40 litros al dia; se calcula que en 2012
el consumo aumento a 280 litros por persona al dia [28,29]. Para enfrentar la disminucion de
la disponibilidad del agua por habitante en los proximos afios serd necesario: reducir la
demanda mediante el incremento en la eficiencia de los sistemas de distribucion de agua en
las ciudades y de los sistemas de riego; reducir la contaminacion mediante sistemas de
saneamiento alternativo y la reduccién en el uso de agroquimicos y pesticidas; e incrementar
la oferta aumentando el volumen de agua pluvial recolectada y el redso de agua residual
tratada [29].

Los escenarios para 2020 y 2050 indican aumentos de temperatura de entre 1 a 3 °C y
disminuciones en la precipitacion media anual de 5 a 10%. Esto hard que la

evapotranspiracion se incremente y que la humedad en el suelo disminuya, lo que traera como
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consecuencia mayores requerimientos de agua y, por lo tanto, un incremento en la extraccién
de este recurso. En nuestro pais el 70% de los cuerpos de agua estan contaminados por los
13,850 hm®/afio de aguas residuales generadas y apenas se reutilizan 5,060 hm3/afio de las
aguas residuales captadas en los centros urbanos. Esta panoramica exige implementar un
modelo de gestion por cuencas hidrograficas que se adapte a los condicionantes fisicos y
sociales, propicie la preservacion de los ecosistemas y busque el equilibrio entre los usos y
funciones del agua con la participacion de los actores interesados [27].

La contaminacion de los cuerpos de agua representa uno de los principales retos para la
gestion actual y futura del agua. La presencia de contaminantes xenobioticos y emergentes
aumenta rapidamente por el crecimiento demografico, la demanda de energia y alimentos,
desarrollo econémico y la urbanizacion. La contaminacion de los cuerpos de agua produce
de manera directa riesgos a la salud humana y al medio ambiente e indirectamente disminuye
su disponibilidad para determinados usos en la agricultura, industria, recreativo y doméstico.
Principalmente los cuerpos de agua son contaminados por las descargas residuales
municipales e industriales. En México se generan 214.26 m®/s de agua residual procedentes
de la actividad industrial y solo se tratan 70.5 m%/s, que corresponde al 33%. [9,30]. La
panoramica anterior demanda soluciones para el tratamiento de aguas contaminadas, siendo

el uso de biotecnologias una alternativa sostenible y amigable con el medio ambiente.

1.2.2 Clasificacion de aguas residuales.

La contaminacion del agua se deriva principalmente de todas las actividades realizadas por
el hombre. Los compuestos contaminantes son todas aquellas sustancias que se vierten al
agua sin tratamiento previo, tales como sustancias derivadas de los sanitarios (heces, orina,
detergentes, etc.), sustancias industriales (grasa, aceites, compuestos quimicos,
farmaceéuticos etc.) y, sustancias empleadas en la agricultura como (insecticidas, pesticidas,
herbicidas, raticidas, etc.). Las aguas residuales son de composicion variada provenientes de
las descargas de usos municipales, industriales, comerciales, de servicios, agricolas,
pecuarios, domésticos, incluyendo fraccionamientos y en general de cualquier otro uso, asi

como la mezcla de ellas. Las aguas residuales se pueden clasificar por su cantidad y tipo de
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sustancias quimicas que portan; sus caracteristicas de tipo bacteriologico; la relacion entre
agua, materia en suspension y materia disuelta o por su procedencia (pardmetro mas
utilizado) [31].

La clasificacion por procedencia de las aguas residuales establecida en la NOM-CCA-003-
SEMARNAT/1993 es: aguas residuales domésticas o municipales: proceden de las heces y
orina humanas, del aseo personal, de la cocina y de la limpieza de la casa. Suelen contener
gran cantidad de materia organica y microorganismos, asi como restos de jabones,

detergentes, lejia y grasas [31].

Aguas residuales industriales: proceden de los procesamientos realizados en fabricas y
establecimientos industriales y contienen aceites, detergentes, antibioticos, acidos, grasas y
otros productos y subproductos de origen mineral, quimico, vegetal o animal. Su

composicion es muy variable, dependiendo de las diferentes actividades industriales [31].

Aguas residuales agricolas: procedentes de las labores agricolas en las zonas rurales. Estas
aguas suelen participar, en cuanto a su origen, de las aguas urbanas que se utilizan, en

numerosos lugares, para riego agricola con o sin un tratamiento previo [31].

Aguas pluviales o urbanas: pueden ser de procedencia atmosférica (lluvia, nieve o hielo) o
del riego y limpieza de calles, parques y lugares publicos. En aquellos lugares en que las

precipitaciones atmosféricas son muy abundantes [31].

1.2.3 Problematica ambiental generada por los rastros municipales en México.

Los rastros son establecimientos dedicados al sacrificio de animales para el consumo
humano. Por la alta demanda de la poblacion en México la actividad mas importante en el
sector pecuario es la produccion de la carne bovina (res) y porcina (cerdo). Actualmente los
rastros municipales del pais suman 923. En el afio 2018 se contabilizaron poco mas de 6.5
millones de cabezas de ganado sacrificadas, de las cuales el 74.35% fueron de la especie
porcina, 25.65% bovina [32]. El volumen de aguas residuales generadas esta directamente
relacionado con la cantidad de agua utilizada. En algunos estudios se estima que de un 80%
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a un 95% del agua que se usa se desecha, sin embargo, otros estudios sugieren un rango de
97% al 100%, pues consideran como producto de desecho el agua contaminada que se
evapora y la que se utiliza en la manufactura de subproductos [6,8]. Para esta evaluacion, los
voliumenes de agua consumidos por animal faenado a lo largo de todo el proceso se
especifican en la tabla 1 considerando los valores integrales proporcionados por la

Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO) [33].

Tabla 1: Promedio de agua requerida por animal sacrificado.

Especie Cantidad de agua (L)

Bovino 1000
Porcino 450
Fuente: [33].

En la tabla 2 se muestra el volumen de aguas residuales producidas en los ultimos afios en
base a la especificacion de la FAO [33] con relacidn a las cabezas sacrificadas reportadas por
INEGI [34].

Tabla 2: Estadisticas de cabezas sacrificadas y generacidn de aguas residuales por afio en

México.
Afo Especie Bovino Porcino Total
# de_C_abezas 1630257 4474733 6.104.990
Sacrificadas
2015 Aguas residuales
a
producidas (L) 1,630,257,000 2,013,629,850 3,643,886,850
# de Cabezas
Sacrificadas 1,576,560 4,776,393 6,352,953
2016 Aguas residuales
a
producidas (L) 1,576,560,000 2,149,376,850 3,725,936,850
# de_C_abezas 1638603 4749,564 6,388,167
Sacrificadas
2017 Aguas residuales
a
producidas (L) 1,638,603,000 2,137,303,800 3,775,906,800
# de Cabezas
2018 Sacrificadas 1,748,251 4,812,933 6,561,184
Aguas residuales
producidas (L) 1,748,251,000 2,165,819,850 3,914,070,850°

Fuente: a) valores calculados con el agua promedio requerida por animal sacrificado [32,33].
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El principal problema de los rastros se genera por el alto consumo de agua que utilizan para
lavado de la carne, equipo y establecimiento, ya que deben cumplir con estrictas medidas
higiénicas para proteger la salud humana en la operacion de los mismos. Esto hace que en
los rastros generen un promedio de 10,314,932 L/afio en el pais [32,33]. Las descargas tienen
alto contenido organico [9,34] por contener sangre, trozos de visceras, grasas, contenidos
digestivos, asi como heces y orina residuos enriquecidos en microorganismos patdgenos
como Salmonella spp. y Shigella spp., huevos de parasitos, quistes de amebas, etc. En la
Figura 2 se muestra un diagrama del uso del agua y generacion de aguas residuales en las

diferentes etapas del proceso en un rastro [6,8].
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Figura 2. Diagrama del uso del agua y generacion de aguas residuales en las diferentes
etapas del proceso en un rastro [8].

En Meéxico existen cuatro tipos de establecimientos dedicados a la matanza de animales de
abasto [35]: rastros municipales, rastros particulares; establecimientos Tipo Inspeccién
Federal (TIF por sus siglas en ingles) y mataderos clandestinos. De acuerdo con el INEGI,

los rastros municipales son establecimientos instalados por los gobiernos de los estados en
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coordinacion con los municipios, cuya infraestructura e inspeccion sanitaria es controlada
por la Secretaria de Salud. La NOM-194-SSA1-2004 establece que la distincion entre rastros
y mataderos se define en funcién del volumen de matanza de los establecimientos,
considerandose como rastros aquellos que faenen semanalmente como minimo 168 animales
de ganado mayor (bovinos y equinos), 336 animales de ganado menor (cerdos, ovinos y
caprinos), 5,000 aves o una combinacion entre las diferentes especies. Estos datos
concuerdan con las estimaciones de participacion proporcional de cada uno de los sistemas
de sacrificio de animales de abasto, los cuales indican que aproximadamente el 50.5% de la
faena se realiza en rastros municipales, un 21.6% se efectia en rastros TIF y
aproximadamente el 27.9% de la matanza ocurre in situ [36]. Los rastros TIF (privado) tienen
una excelente planeacién de proceso que se traduce en altos estandares de higiene y calidad.
Los mataderos clandestinos son establecimientos que no cuentan con un registro por la
Secretaria de Salud, no hay control en el proceso y carecen de las condiciones que especifica
la NOM-194-SSA1-2004 para su operacion.

El agua residual de los rastros se clasifica como agua residual industrial, y se consideran
como una de las mas dafiinas para el ambiente de acuerdo con la Agencia de Proteccion
Ambiental de Estados Unidos (EPA) [37]. Particularmente la sangre, el contenido del tracto
intestinal y las excreciones de los animales constituyen un gran problema para la depuracion
de estas aguas residuales [38], propician la proliferacion de patdgenos y fauna nociva

trasmisora de enfermedades.

Por su alto contenido de contaminantes organicos, las descargas de aguas residuales de la
industria de la carne causan un gran impacto en las aguas superficiales cuando se descargan
sin tratamiento previo, ya que agotan el oxigeno disuelto en los cuerpos receptores debido a
los problemas de eutrofizacidn [38]. Si las aguas se descargan al alcantarillado municipal es
necesario remover los solidos suspendidos para evitar su acumulacion en el alcantarillado.
Debido a los impactos negativos que pueden provocar, las aguas residuales de los rastros no

deben ser descargadas sin tratamiento a los cuerpos receptores, ni al alcantarillado.
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Estas descargas se constituyen por una variedad de compuestos facilmente biodegradables,
como proteinas y grasas, presentes tanto en forma soluble como no soluble. También se
caracterizan por sus altas concentraciones de nitroégeno, fosforo y sales [6,8,11,37,38]. En la
Tabla 3 se muestran las fuentes de algunos contaminantes presenten en el agua residual, asi

como el porcentaje aproximado.

Tabla 3: Fuentes de Contaminantes en el agua residual.

Fuente - Contaminante§ .

DQO Nitrogeno Total Fosforo Total Sodio

Agua potable 0% 1% 0% 10%
Corral de descanso 2% 6% 8% 6%
Sacrificio y evisceracion 7% 19% 4% 8%
Proceso de chamuscado 7% 7% 7% 3%
Desollado 1% 7% 6% 9%
Tablajeria 1% 3% 0% 2%
Manejo de’ e_xcrementos y desechos 13% 129 37% 2904

solidos rimunales

Rendimiento 63% 33% 26% 15%
Encurtido 5% 8% 2% 16%

Fuente: [8,17].

La materia organica que contiene el agua residual se origina en todos los procesos de la
planta, ya que el agua estd en contacto con las canales, excremento y sangre, entre otros
elementos. La calidad del agua residual depende de la especie y cantidad de animal
sacrificado, asi como, de la cantidad de contaminantes que contenga. Cada una de las etapas
del proceso de sacrificio y faena de animales de abasto genera, independientemente del
volumen, aguas residuales con caracteristicas particulares [8,17].

Otros compuestos que se pueden encontrar son algunos residuos de plaguicidas (presentes en
el alimento de los animales), productos farmacéuticos veterinarios y hormonas [8;11,17], La
gestion actual y las regulaciones sobre estos contaminantes en México aun no se establecen,
sus posibles efectos sobre los recursos ambientales y salud publica son poco entendidos ya
que se conoce que cientos de compuestos, cuya abundancia en ambientes acuaticos ha sido
identificada como Disruptores endocrinos (sustancia quimica exdgena que altera la estructura

o funcion del sistema endocrino y causa efectos adversos a nivel del organismo, su progenie,
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las poblaciones o subpoblaciones de los organismos ) [39-40]. El empleo de hormonas dentro
del sistema de produccidn de carne es una de las practicas zootécnicas con un mayor grado
de adopcidn gracias a su alta relacién costo-beneficio en todos los paises cuyo uso esta
permitido. Estos implantes estan constituidos a base de hormonas, algunas de las hormonas
mas usadas dentro de la ganaderia son: compuestos estrogénicos, androgénicos,
progestagénicos, tireostaticos, cortico esteroides y betaadrenérgicos. Que pueden ser
aplicados solos 0 en mezcla. [41,]. Al realizar tal practica, se sabe que el agua residual
derivada del proceso de sacrificio de animales de abasto contiene contaminantes organicos
como hormonas animales y productos farmacéuticos veterinarios, que presentan un riesgo
potencial tanto para la recepcion de ecosistemas como para los recursos de agua potable. Sin
embargo, de manera general y clara se tienen los pardmetros por norma para determinar los
niveles de contaminacidn del agua residual por especie sacrificada representadas en la tabla
4,

Tabla 4: Concentraciones promedio de contaminantes en el agua residual de rastros.

Pardmetro Porcino Bovino
pH 7.2 7.2
DBO (mg/L) 1,250 2,000
DQO (mg/L) 2,500 4,000
SST (mg/L) 700 1,600
(Cr;n;’/f) 150 270
N (mg/L) 150 180
P (mg/L) 25 27
Fuente: [8].

El mejor indicador de la calidad del agua residual es la concentracion de materia organica
que se expresa, como demanda quimica de oxigeno (DQO) o como Demanda Bioquimica de
Oxigeno al dia 5 (DBOs). La DQO es la cantidad de oxigeno necesaria para oxidar
guimicamente toda la materia organica que se pueda encontrar presente en la muestra. La
DBOs es una medida de la cantidad de oxigeno utilizada por los microorganismos en la
estabilizacion de la materia organica biodegradable, bajo condiciones aerobias, en un periodo
de 5 diasa 20 °C.
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En el proceso de sacrificio animal también se agregan cadenas largas de acidos grasos y
glicerol a los residuos, las cuales son biodegradables, pero con una gran cantidad de DBO:s.
El valor es superior a los 2 gramos de DBOs por gramo de lipido. La contaminacion generada
por sangre puede estimarse en 375,000 mg/L de DQO y 200,000 mg/L de DBOs [8,42]
Diariamente se desechan aproximadamente 121,294 litros de sangre procedente del faenado
de animales de abasto, lo que equivale a la contaminacion generada por 80°782,037 litros de
residuos cloacales [6,8]. El fosforo se deriva a partir del contenido estomacal no digerido.,
mientras que el sodio (sal) proviene principalmente del excremento, del alimento presente en
los estomagos de los animales, asi como del proceso de rendimiento y curtido como se

especifica en la tabla 3 [8,17].

De acuerdo con los datos presentados por la Comision Federal para la Proteccion contra
Riesgos Sanitarios COFEPRIS 2008, en la mayoria de los rastros evaluados, las disposiciones

de los efluentes del faenado animal regularmente tienen nulo o escaso tratamiento.

El agua, el saneamiento y la higiene tienen consecuencias importantes sobre la salud y la
enfermedad, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), afirma que las enfermedades
relacionadas con el agua incluyen aquellas causadas por microorganismos y sustancias
quimicas presentes en el agua potable [43]. En paises en desarrollo, es comdn que se
presenten enfermedades y muertes relacionadas con el uso y consumo de aguas
contaminadas, tal es el caso de la diarrea, causada por agentes virales, bacterianos y paréasitos,
que es una causa principal de morbilidad y un factor importante de desnutricion en la nifiez
alrededor del mundo, la OMS, informa cada afio la presencia de 2 000 millones de casos de
diarrea. En México, genera el 20% de la demanda de consulta en los servicios de salud y el
10% de las hospitalizaciones pediatricas. Las enfermedades relacionadas con el agua son
causadas por microorganismos patdgenos como bacterias, protozoarios, helmintos, algas,
hongos y aunque los virus no son considerados microorganismos, pueden habitar y
reproducirse dentro de otros organismos, por lo que el agua resulta un medio de transmision
[43].

19



1.2.4 Problematica ambiental por aguas residuales de rastros municipales en Morelos.

En el estado de Morelos se tienen registrados 24 rastros, 20 municipales y 4 privados; de los
municipales 7 rastros se dedican al sacrificio de las especies porcina y bovina, los 13 restantes
solo sacrifican bovinos. La actividad de los rastros asciende a un total de cabezas sacrificadas
al mes de 8,840 porcinas y 1,451 bovinas reportado por INEGI, 2016. La cuenca del rio
Apatlaco es considerada patrimonio ambiental de los morelenses y atraviesa los municipios
de Cuernavaca, Jiutepec, Temixco, Xochitepec, Jojutla, Zacatepec, Tlaltizapan, Huitzilac,
Emiliano Zapata y Puente de Ixtla [44]. La Figura 2 delimita el area del rio Apatlaco dentro

del municipio de Morelos, también se observan los municipios donde atraviesa.

Figura 3. Cuenca del rio Apatlaco. Fuente [44].

Sin embargo, la cuenca Apatlaco es la mas afectada por las descargas liquidas de los rastros,
que no cuentan con una disposicion adecuada para su tratamiento. Por esta razon, los rastros
de Morelos han sido multados en reiteradas ocasiones. Los municipios que cuentan con un
rastro que sacrifican porcinos y bovinos son Cuernavaca, Jiutepec, Jojutla, Zacatepec,
Tlaltizapan, Emiliano Zapata y Puente de Ixtla, mientras que Temixco cuenta con un rastro

que sacrifica solo la especie bovina. Los municipios que no tienen rastro son Huitzilac y
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Xochitepec. Dentro de los municipios donde pasa la cuenca del rio Apatlaco se encuentran
instalados 8 rastros municipales, 6 de ellos brindan el servicio de sacrificio para las dos
especies y 2 solo para la especie bovina. En el estado se tiene un total de 10,291 cabezas

sacrificadas por ambas especies [10].

La cuenca se encuentra bajo la amenaza de la descarga residual de 6,400 cabezas sacrificadas
por mes correspondiente al 62.2% de la demanda total en el estado de cabezas sacrificadas,
lo que agrava la situacion de contaminacion ya presenté en la cuenca del rio [10,44]. La
sangre es el principal contaminante de estas aguas residuales y la causa principal del
problema de contaminacién dentro del cuerpo receptor el rio Apatlaco, su composicion
quimica cambia en funcién de factores como la raza del animal, su edad, estado fisiol6gico
y alimentacion, entre otros. Sin embargo, se puede hablar de una composicién media: 80%
agua, 18% de proteinas y 2% de hidratos de carbono, lipidos y sales minerales [45-46] La
sangre bovina se divide en dos partes, el plasma y el paquete celular, este Gltimo constituido
por los glébulos rojos, los glébulos blancos y las plaquetas. En el bovino, el plasma
representa del 60 al 65% del total y el paquete globular del 35 al 40% [45]. En la Tabla 5 se

presenta la composicion de la sangre bovina.

Tabla 5: Composicién de la sangre, plasma liquido y paquete celular bovino (g/100 mL).

Componente Sangre Plasma (60%) Paqu(icgo/co(;lular
Agua 80-85 90-92 70-78
Proteina 15-18 06-ago 25-29
Lipidos 0.15 0.5-1 0.2
Hidratos de carbono 0.10 0.08-0.12
Sales minerales 1.00 0.8-0.90 Trazas
Otras sustancias 0.55 0.20-0.30
Materia seca 15-20 810 22-30

Fuente: [45].
Las Propiedades fisicas de la sangre bovina son, el color, tanto la mioglobina como la
hemoglobina son proteinas conjugadas y son las responsables del color rojo caracteristico en

la sangre, que con la exposicidn a la atmésfera se torna mas oscuro.
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1.2.4 Biorremediacion.

La biorremediacién se enfoca en la solucion de problemas de contaminacion ambiental
mediante el uso de sistemas vivos y el aprovechamiento de su metabolismo para degradar
total o parcialmente contaminantes, 0 movilizarlos en matrices solidas, liquidas o gaseosas.
Entre los sistemas biolégicos mas usados, los microorganismos han sido ampliamente
estudiados con estos fines debido a su versatilidad y plasticidad metabdlicas y fisiologicas.
La biorremediacion ha permitido la restauracion de suelos y aguas impactados por

actividades mineras, petroleras, entre otras actividades antropogénicas [47]

En las ultimas dos décadas, ha habido avances recientes en las técnicas de biorremediacion
con el objetivo final de restaurar eficazmente los ambientes contaminados con un enfoque
ecolégico y a un costo muy bajo. Sin embargo, debido a la naturaleza y al tipo de
contaminante, no existe una técnica estandar de biorremediacion que sirva para restaurar los
ambientes contaminados [48]. En la Figura 4 se muestran la clasificacion de la variedad de
técnicas establecidas para la biorremediacion, teniendo en cuenta el lugar de aplicacion, las
técnicas de biorremediacién pueden clasificarse como: ex situ o in situ. La naturaleza del
contaminante, la profundidad y el grado de contaminacion, el tipo de ambiente, la ubicacion,
el costo y las politicas ambientales son algunos de los criterios de seleccidn que se consideran
al elegir cualquier técnica de biorremediacion [49,50]. Ademas de los criterios de seleccion,
los criterios de rendimiento (concentraciones de oxigeno y nutrientes, temperatura, pH y
otros factores abidticos) que determinan el éxito de los procesos de biorremediacion también

reciben importantes consideraciones antes de seleccionar la técnica de biorremediacion [50].

Las técnicas ex situ implican transportar los sitios contaminados para su tratamiento,
generalmente se consideran en funcion del costo, tratamiento, profundidad de la
contaminacion, el tipo de contaminante, el grado de contaminacion, la ubicacion geografica

y la geologia del sitio contaminado. Las técnicas in situ implican el tratamiento de sustancias
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contaminadas en el sitio de contaminacion. No requiere ningun traslado; por lo tanto, se

acompafa de poca o ninguna alteracion en la estructura del ambiente contaminado [51].

Figura 4. Bioremediation techniques. The divergence of each technique is hypothetical; therefore, the left to
right order of internal nodes are not the order of evolution (technique development). Permeable reactive barrier
(PBR) is not the arbitrary tree root. It is a physical remediation technique with some elements of bioremediation,
hence the early hypothetical divergence [51].

Los microorganismos durante su crecimiento realizan diferentes estrategias metabdlicas que
permiten la degradacion a moléculas mas sencillas y menos toxicas sustancias contaminantes

altamente recalcitrantes [47].

Entre los grupos microbianos mas empleados en estrategias de biorremediacion se incluyen
las bacterias, arqueas (microorganismos unicelulares), microalgas, protozoarios y hongos
(tanto unicelulares como filamentosos). Estos grupos poseen la mayor diversidad genética y
metabolica de los seres vivos [47,52] y son capaces de habitar practicamente cualquier
ecosistema con adaptaciones robustas a condiciones ambientales anémalas y dinamicas.
Poseen ventajas para la aplicacién en técnicas de restauracidén ecoldgica como su rapido

crecimiento y algunas estrategias genéticas, como el intercambio de elementos gendmicos
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que les confiere resistencia a ciertos contaminantes como los metales pesados [52,53].
También, pueden degradar formas de materia organica muy complejas como los
hidrocarburos de alto peso molecular y compuestos poliaroméaticos condensados, y como
consecuencia producir compuestos de alto valor agregado sin la generacion de residuos
toxicos [52,53].

La prospeccion biotecnoldgica, se enfoca en la busqueda de nuevos microorganismos
productores de enzimas o metabolitos con potencial de aplicacion en sistemas sostenibles. Se
reporta que menos del 1% de los microorganismos presentes en la tierra, han sido estudiados
o cultivados en el laboratorio [53], de manera que el aislamiento de cepas microbianas
continGa siendo una estrategia prometedora para la identificacion de nuevas especies

candidatas en procesos de biorremediacion.

La capacidad que poseen los hongos para degradar compuestos aromaticos complejos, como
parte de su metabolismo natural, ha permitido que sean usados en la degradacién de diversos
compuestos xenobioticos, incluyendo los colorantes sintéticos usados en la industria. Muchos
basidiomicetos y ascomicetos han sido usados en la remocion de xenobidticos. Esto puede
deberse a que los filamentos fungicos, son menos sensibles a variaciones en temperatura, pH,
nutrientes y aireacion [54], adicionalmente gracias a su alta tasa metabdlica y a su rapida
colonizacién de superficies que permite un crecimiento rapido sobre un soporte si se desea

inmovilizar.

El sistema enzimatico extracelular de estos organismos se basa fundamentalmente en la
produccién de radicales libres, permitiendo que las enzimas sean cataliticamente activas
sobre diversos sustratos organicos. Las enzimas mas significativas son las lacasas, lignino
peroxidasas (LiP), manganeso peroxidasas (MnP), y veratril peroxidasas (VP), que tienen
una potente capacidad oxidante [55,56,57,58]. Gracias a la gran cantidad de compuestos
xenobidticos que pueden ser degradados por estos hongos, se les ha dado un muy importante

lugar en procesos de biorremediacion.
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Estos hongos tienen la capacidad de degradar sustancias como dioxinas, biofenilos
policlorinados (PCBs), hidrocarburos policiclicos aromaticos, plaguicidas clorados vy
organofosforados, entre otras [55]. La accion de estos hongos sobre los colorantes se basa en
la baja especificidad del sistema enzimatico para depolimerizar y mineralizar la lignina.
Pleurotus ostreatus utiliza, por ejemplo, la enzima Mn-peroxidasa (MnP), y otros hongos
utilizan la lacasa y una aril-alcohol oxidasa productora de peroxido de hidrogeno, entre otras
[59].

El proceso de biodegradacion de la lignina se especifica en tres pasos principales: 1) la accion
de la Mn-peroxidasa (Figura 5), 2) la accion de la lignina-peroxidasa (Figura 6) y 3) accién
de la enzima lacasa (Figura 7). En relacion con el primer paso, ademas de las peroxidasas
que oxidan el polimero de lignina, hay que considerar las enzimas que reducen los radicales
liberados durante la degradacion (evitando su repolimerizacion) y los sistemas enzimaticos

que generan peroxido de hidrégeno.

En segundo lugar, algunos metabolitos aromaticos sintetizados por los hongos (p.ej. el
alcohol veratrilico) desempefian un papel importante en la degradacion, actuando como
intermediarios y permitiendo el cierre del ciclo catalitico de las peroxidasas ligninoliticas
cuando éstas actian sobre compuestos de elevado potencial rédox. Finalmente, la eficaz
degradacidn de la lignina por los hongos parece, en gran medida, el resultado de la accién
coordinada de enzimas intracelulares y extracelulares, una parte de las cuales parecen
encontrarse inmovilizadas en la vaina de polisacarido que rodea al micelio [60]. La
utilizacion de sistemas mediador-lacasa es una alternativa promisoria para procesos
biotecnologicos con aplicaciones ambientales. Entre ellos, los de blanqueo de la pulpa de
papel, la decoloracion de colorantes textiles y la oxidacion de hidrocarburos

polinucleoaromaticos [58].
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1.2.5 Microorganismos halofilos.

La prospeccion de la diversidad microbiana de ambientes extremos ha tenido gran interés en
los dltimos afios porque permite el aislamiento de microorganismos capaces de crecer
Optimamente en condiciones fisicoquimicas que resultan limitantes para la vida de otros
sistemas bioldgicos. [61,62]. Los ambientes extremos se caracterizan por poseer
temperaturas muy elevadas (55 a 121 °C) o muy bajas (-2 a 20 °C), alta salinidad (NaCl 2 a
5 M), elevada alcalinidad (pH arriba de 8) o acidez (pH menor de 4), altos indices de

radiaciones ultravioleta, entre otros [62].

El descubrimiento de los microorganismos extremofilos ha despertado gran interés en su
estudio desde el punto de vista biotecnolégico debido a que sus biomoléculas,
particularmente proteinas, son resistentes a las condiciones agresivas de su entorno. Este
hecho, los apunta como excelentes candidatos para la prospeccion de actividades enzimaticas

robustas y, por ende, con aplicaciones industriales [62,63]. Por tanto, los microorganismos
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extremofilos, y en particular los hongos extremofilos, se consideran una fuente de novedosas
enzimas, con alta estabilidad bajo condiciones extremas. Las extremoenzimas, como se les
conoce, pueden manifestar actividad catalitica justo en las condiciones donde las habituales
dejan de hacerlo. Existen numerosos procesos industriales que requieren el uso de estos
biocatalizadores extremofilos. Las industrias agroalimentaria, petrolera, textil y de cuero
generan aguas residuales salinas con un alto contenido de contaminantes organicos como
hidrocarburos aromaéticos, fenoles, nitroaromaticos y colorantes azoicos. Los
microorganismos halofilos tienen un interés creciente en el tratamiento de residuos
industriales, debido a su capacidad para degradar sustancias peligrosas de manera eficiente
en condiciones con presencia de NaCl [63]. El aislamiento e identificacion de
microorganismos halofilos y halotolerantes de sitios hipersalinos geograficamente no
relacionados y geoldgicamente diversos respalda su aplicacidbn en procesos de

biorremediacion.

Un hongo hal6filo es un microorganismo capaz de crecer 6ptimamente en un medio con
presencia de NaCl Actualmente se consideran dos tipos de haléfilos; el hal6filo moderado (5
a20% de NaCl) y el haléfilo extremo (20 a 30% de NaCl). También suele utilizarse el termino
hal6filo débil que considera a los microorganismos que viven en ambientes con una salinidad
préxima a la del agua de mar (6ptimo entre 2-5% de NaCl) [63]. Asi como microorganismos
denominados halotolerantes que tienen un crecimiento optimo sin sal y admiten cierta
resistencia en medios con concentraciones de sal. Los organismos haléfilos son una clase
interesante de organismos extremofilos que se han adaptado a condiciones hipersalinas, son
capaces de competir exitosamente por el agua Yy resistir los efectos desnaturalizantes de las

sales, debido al desarrollo de mecanismos de adaptacion.

La membrana citoplasmatica constituye una barrera que separa el citoplasma del medio
externo en el que pueden producirse cambios en la concentracion de sales, por lo que debe
jugar un papel importante en la respuesta de la célula a dichos cambios. Se ha demostrado

que la adaptacion de la composicién lipidica de las membranas celulares Frente a una nueva
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situacion de estrés osmatico incluye modificaciones en el tipo de Fosfolipidos existentes en

las membranas, y en el tipo de &cidos grasos que forman parte de los lipidos [64].

La principal estrategia que desarrollan los microorganismos halofilos para adaptarse al estrés
osmotico se basa en la acumulacion masiva de compuestos en el citoplasma para compensar
la presion osmdtica del medio externo. Los compuestos acumulados pueden ser i6nicos o no
ionicos, segun el tipo de microorganismo, lo que determina de forma general la existencia de

dos mecanismos principales de acumulacion.

El primero de ellos, denominado mecanismo “salt-in” (Figura 8) es tipico de Arqueas y
Haloanaerobiales (bacterias haldfilas moderadas anaerobias estrictas), que acumulan en su
citoplasma iones inorganicos, principalmente K+ y Cl-. El aumento en la concentracion de
KClI en el citoplasma conlleva a una adaptacion a las altas concentraciones salinas de todas

las proteinas y otros componentes celulares como los ribosomas [64,65].

Figura 8. Estrategias de haloadaptacion en organismos haléfilos. A. En organismos no halofilos se genera
perdida de agua y se da plasmolisis, B. Los hal6filos extremos mantienen acumulan iones para igualar la presion
osmética, C. Los haléfilos moderados mantienen su turgor acumulando solutos compatibles [65].

El segundo mecanismo conocido como “salt out” (Figura 9), es el que utilizan las bacterias
tanto hal6filas como no hal6filas, ademas de las arqueas metandgenas haléfilas moderadas.
Estos microorganismos, en respuesta al estrés osmdtico, acumulan en su citoplasma
compuestos organicos de bajo peso molecular que mantienen el equilibrio osmético sin

interferir con el metabolismo celular, por lo que se denominan solutos compatibles [65].
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Figura 9. Representacion grafica de algunas de las proteinas transportadoras de membrana implicadas en la
internalizacion de cationes potasio (K+) en organismos hal6filos. A) ATP sintasa, B) Bacteriorodopsina, C)
Antiportador sodio/hidrégeno, D) Uniportador de potasio [65].

Los solutos compatibles se tratan de un sistema mucho mas flexible, ya que permite la
adaptacion a las fluctuaciones en la presién osmética del medio. Los solutos compatibles
pueden acumularse tras su transporte al interior celular desde el medio externo, o bien
mediante sintesis, como sucede, por ejemplo, cuando las bacterias se cultivan en un medio
minimo [66]. Los principales solutos compatibles descritos a la fecha son: aminoacidos,

azUcares, glicina betaina, ectoina e hidroxiectoina [64,65,66].

CAPITULO 2. PLANTEAMIENTO GENERAL DE LA INVESTIGACION.

2.1 Planteamiento del problema.

La cuencadel rio Apatlaco es considerada patrimonio ambiental de los morelenses y atraviesa
10 municipios del estado [63]. Sin embargo, es la cuenca més afectada por las descargas
liquidas de los rastros municipales, que no cuentan con una disposicion adecuada para su

tratamiento. EIl rio se encuentra bajo la amenaza del vertido residual de 8 rastros lo que
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equivale a un promedio de 6,400 cabezas sacrificadas por mes (62.2% de la produccién total
en el estado), lo que agrava la situacion de contaminacion ya presenté en el rio, de acuerdo
al nivel de riesgo sanitario, estos residuos liquidos se consideran como residuales de muy
alto riesgo. Debido a esta situacion se plantea el estudio de un proceso de biorremediacion
mediante hongos halo6filos, que permitan un mayor nivel de remocién de la alta carga
orgénica, caracteristica de las aguas residuales de los rastros en Morelos. Estos organismos
son fundamentales en el desarrollo de tecnologias que requieran de sistemas bioldgicos y sus
derivados. Los hongos extremofilos por su capacidad metabdlica de degradar la pared celular
y liberar el contenido del protoplasma, suelen ser los primeros en colonizar la materia
orgénica, degradando la materia orgénica mas resistente, reteniendo los nutrientes obtenidos
bajo la forma de biomasa de hongos, liberando diéxido de carbono (COy), este material

resistente es la lignocelulosa y las proteinas los cuales se degradan en varias etapas [64, 65].

2.2 Justificacion.

La biorremediacion se perfila como la opcion ambiental mas amigable del siglo XXI para
fines de tratamientos de aguas residuales industriales. La estrategia de restauracion ecoldgica,
mediante el uso de microorganismos ofrece respuestas mas efectivas a la remocion de
xenobioticos que empleando tratamientos fisicos y/o quimicos. Los microorganismos
extremofilos por su condicion heterdtrofa (obtiene su energia de materia organica muerta),
su adaptabilidad ambiental, resistencia especifica a ambientes extremos y capacidad de
producir una amplia gama de extremoenzimas son un modelo para el estudio de su influencia
en el proceso de remocion de aguas contaminadas por el proceso de sacrificio animal en los

rastros municipales del estado de Morelos.

2.3 Hipotesis.

La caracterizacion y prospeccion biotecnologica de una coleccion de hongos extremofilos
permitird identificar cepas candidatas para el tratamiento de aguas residuales provenientes de

rastros municipales.
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2.4 Objetivo.
2.4.1 Objetivo general.

Caracterizar una coleccion de hongos extremofilos aislados de ambientes hipersalinos con
miras a explorar sus potencialidades para el tratamiento de aguas residuales provenientes de

rastros municipales.

2.4.2 Objetivos especificos.

¢ ldentificar mediante taxonomia polifasica los aislados fungicos extremofilos.

e Caracterizar la coleccion de hongos en términos de su comportamiento hal6filo y
xerofilo.

e Evaluar in vitro el potencial biotecnologico de los aislados fangicos para la
degradacion de xenobidticos presentes habitualmente en aguas residuales
provenientes de rastros municipales.

e Evaluar en condiciones de laboratorio el tratamiento de un agua residual prototipo.

e Cuantificar enzimas extracelulares potencialmente involucradas en el biotratamiento

fangico del agua prototipo.

CAPITULO 3. DISENO Y ESTRATEGIA EXPERIMENTAL.

3.1 Disefio experimental.

El disefio experimental es una técnica estadistica que permite identificar y cuantificar las
causas de un efecto dentro de un estudio experimental. En un disefio experimental se
manipulan deliberadamente una o0 més variables vinculadas a las causas, para medir el efecto
que tiene en otra variable de interées. Las variables pueden ser cualitativas o cuantitativas con
valores o niveles. El efecto de una variable se define como el cambio en la respuesta que

produce un cambio en el nivel de la variable [67].
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3.1.1 Disefio bidimensional de varianza (ANOVA).

Para determinar las diferencias significativas del crecimiento fungico entre los diferentes
sustratos y los aislados fungicos, se utiliz6 un disefio ANOVA bidireccional de varianza que
permite estudiar simultdneamente los efectos de dos variables con sus niveles. El disefio
bidireccional cubre todas las posibles combinaciones de esos niveles con las dos variables

independientes.

El estudio realizado evalia el crecimiento micelial en diferentes sustratos a varias
concentraciones. Las variables independientes son cualitativas (Tipo de cepa fdngica) y
cuantitativas (concentracion de sustrato). La variable dependiente es cuantitativa y esta
determinada por el crecimiento micelial, el disefio bidireccional determinard si existe
diferencia significativa en el crecimiento fangico entre las especies de hongos y las

concentraciones del sustrato, con un valor de significancia o. = 0.05.

3.1.2 Disefio de Heatmapper (Mapa de calor).

El Heatmapper permite visualizar de forma interactiva los datos en forma de mapas de calor
a través de una interfaz gréfica facil de usar, muestra datos de expresion no agrupados, de
manera jerarquica. Donde el color més fuerte indica mayor crecimiento y el color mas claro
un crecimiento menor. EI mapa de calor se uso para interpretar el crecimiento micelial en
HPAs, gasolina, diésel, algodon, paja de trigo, carboximetilcelulosa (CMC) y olote. En el

mapa se observa la jerarquia del crecimiento.

3.1.3 Disefio factorial 2.

En el disefio factorial 2 se estudian los efectos de todas las combinaciones de k variables,
tomando cada una de ellas en dos niveles distintos, donde 2%=N indica el nimero de
experiencias que deben hacerse para los distintos valores de las k variales. Si cada variable
es continua, los dos niveles son el superior y el inferior. Si una variable es cualitativa, los dos

niveles corresponden a los tipos usados o bien a la presencia o ausencia de una variable [67].
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El efecto principal de una variable con dos niveles es la diferencia entre la respuesta media
observada cuando tal variable estuvo en su nivel alto y la respuesta media observada cuando
tal variable estuvo en su nivel bajo. Con este disefio estadistico se estudiara el experimento
del agua prototipo. Donde se tienen dos variables y cada una tiene dos niveles; indculo activo
(+), in6culo inactivo (-) y el tiempo en dia cero (0) y tiempo en dia 16 (+). Siendo el valor de
DQO la variable a estudiar bajo esas condiciones. En la tabla 7 se muestra el disefio 2%

ajustado al tratamiento fungico en aguas residuales prototipo.

Tabla 6: Disefio 2 para tratamiento fingico en agua residual prototipo.

. , . Combinacién de
Tratamiento In6culo Tiempo .
tratamiento
1 - - (1)
2 + - A
3 - + B
4 + + Ab

El crecimiento micelial de cada hongo se cuantificé utilizando el software JMP, es un
conjunto de programas de computadora para analisis_estadistico desarrollado por la unidad
de negocios JMP de SAS Institute . El software JMP se centra en parte en el analisis y

visualizacion de datos exploratorios, vincula datos estadisticos a graficos que los representan.

3.2 Estrategia experimental.

La Figura 3 muestra el diagrama del proceso experimental, se divide en 3 etapas principales, la
primera es la identificacion de los hongos utilizando técnicas de Microscopia (observacion
taxondmica) y Biologia Molecular (extraccion de ADN y Reaccién en Cadena de la Polimerasa;
‘PCR’ siglas en ingles). Asi como su caracterizacion haldfila (crecimiento en NaCl) y su crecimiento

en condicion xerofila de 0.85 actividad de agua (aw).
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La segunda etapa esta enfocada a evaluar el crecimiento de los hongos en diferentes sustratos
celuldsicos y xenobidticos, en un medio donde no existe ninguna otra fuente de carbono que las cepas

puedan usar para realizar sus funciones fisioldgicas.

La tercera etapa del estudio consistié en medir la DQO de un agua residual prototipo inoculando 4
cepas flangicas (Seleccionadas en la etapa 2), determinando el nivel de DQO en tiempo cero y a los
16 dias posteriores a la inoculacion. Asi como la determinacién de actividades enzimaticas

extracelulares en el tratamiento fungico del agua residual prototipo.

I ratannesto en ague

resiisal pretatipn

lllupu sisladm de amblenter !-lul “a

Taxensunics
Micrn y Mactuscépica

FEstraccian ADN
PR

Figura 10. Diagrama de estrategia experimental.

3.3 Materiales y métodos.

3.3.1 Microorganismos y obtencion de biomasa.
Los microorganismos en estudio se encontraban conservados en el Laboratorio de
Microorganismos Extremofilos del Centro de Investigacién en Dinamica Molecular de la

UAEM. Para la obtencion de micelio fresco se inocularon los hongos aislados de ambientes
hipersalinos de Baja California a 28°C durante 7 dias en Medio Agar Extracto de Malta
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(MEA) con NaCl a 1M. Para 500 mL de medio a 1 M NaCl se pes6 29.22 g de NaCl, 16.8
de extracto de malta, 10 g de agar bacterioldgico, 5 g de peptona de caseina y 10 g de

dextrosa. Cada siembra se realizo por triplicado, para asegurar el crecimiento de los hongos.

3.3.2 Caracterizacion Morfoldgica.

Una vez que los hongos se inocularon por siete dias se procedi6 a realizar su caracterizacion
por microscopia En un ambiente estéril, se adhirié una cinta adhesiva transparente (tipo
diurex) sobre la colonia del hongo a observar para tomar una porcion del micelio aéreo.
Posteriormente, se colocé una gota de azul de lactofenol sobre un portaobjetos colocando la
cinta sobre la gota y el portaobjetos, por altimo, se coloc6 un cubre objetos. El frotis asi
preparado, se examind utilizando un microscopio 6ptico OLYMPUS modelo CHS con un
aumento de 40X y se procedid a registrar las caracteristicas que presentaba el micelio del
hongo. Este proceso se realizd con cada uno de los hongos de estudio, por duplicado, para

asegurar la consistencia de los resultados.

3.3.3 Identificacion Molecular de los Hongos.

Se tomd micelio previamente sembrado en MEA a 1M NaCl por 7 dias a 28 °C, y se extrajo
el ADN de cada una de las cepas (protocolo Extraccion de ADN Gendmico de Hongos
Filamentosos, Lab. Dr. Folch, 2014). La extraccién se realiz6 congelando y macerando, el
micelio con N2 liquido se obtuvo un fino polvo, el polvo obtenido se transfirio a un tubo
eppendorf (1.5 mL), donde se adiciond 500 pL de Buffer de extraccion (100 mM Tris-HCI
pH=8; 150 mM NaCl; 5 mM EDTA y 0.5% SDS). Después de homogenizar se afiadié 4L
de RNAsa, para incubar a 37°C por 3 min y posteriormente se centrifugd Se extrajo el
sobrenadante y se adicion6 300 pL de fenol/cloroformo/isoamilico (24:24:1) a cada muestra
y se centrifugd. Se transfirid la fase acuosa a un tubo eppendorf y se afiadié cloroformo en
una proporcion 1:1 con la fase acuosa, se mezclé y centrifugo. Nuevamente se extrajo la fase
acuosa colocandola en otro tubo eppendorf y se adiciond 500 pL de isopropanol el cual se
mezclé perfectamente por inversion y se incubo a -20 °C por 1 hora, después se centrifugo.
Una vez precipitado se observo el pellet posteriormente se purifico el ADN; se desechd el
sobrenadante y se lavo la pastilla 2 veces con 500 pL de Etanol/agua MilliQ (70:30). La
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pastilla se seco en un Thermo Shaker a 40°C por 50 min. Finalmente, se agrego 30 uL de
agua desionizada estéril. Las muestras después de ser purificadas fueron verificadas mediante
electroforesis en un gel de agarosa al 1%. Una vez cargado el gel con las muestras se realiz6
la electroforesis a 110 V, 30 minutos. Después de la electroforesis el gel se dejé en Bromuro

de etidio por 5 min. Posteriormente se observaron las bandas en el Fotodocumentador.

El ADN extraido fue amplificado por PCR, amplificando la region LSU (dominios
hipervariables D1 y D2) subunidad grande 25-28S RNAr. Los cebadores empleados para
identificacion molecular de los hongos fueron LROR 5' ACCCGCTGAACTTAAGC 3’ y
LR5 5> TCCTGAGGGAAACTTCG 3’ los cuales amplificaron un fragmento del gen 28S
RNAr. Para la amplificacion se tom6 1 uL de ADN gendémico (diluido 1:4) y se mezcl6 con
2 L buffer tag., 2 uL dNTPs (10 mM), 1.6 uL MgCl> (25 mM), 2 pL de cebadores (10 mM),
0.4 pL Taq. Polimerasa (5U/ pL) y 11 uL de agua desionizada para un volumen final de 20

ML.

La reaccion se realizd bajo las siguientes condiciones: 35 ciclos de 1 mina 95 °C, 1 min a 53
°C y 55 seg a 72 °C. Los productos de PCR se evidenciaron por electroforesis en gel de
agarosa al 1% posteriormente se realizd la electroforesis como se describe anteriormente.
Los fragmentos de ADN se purificaron utilizando un kit de purificacion de PCR (Thermo
Scientific), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Los fragmentos purificados se

enviaron a secuenciar a MACROGEN Korea.

Las secuencias obtenidas se evaluaron en el sitio web Centro Nacional de Informacion sobre
Biotecnologia (NCBI), Biblioteca Nacional de Medicina de EE. UU. y se compararon con la
base de datos ‘28S secuencias de ARN ribosémico (fungico)’ empleando la herramienta

BLAST para establecer la identificacion de los hongos sometidos al estudio.
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3.3.4 Caracterizacién halofila.

Se prepard medio agar extracto de maltaa0 M, 1 M, 1.5 M, 2 M y 2.5M de NaCl, se adiciono
500 mL de agua destilada a cada molaridad de NaCl, asi como extracto de malta, peptona de

caseina, dextrosa y agar. Como se muestra en la tabla 8 para cada una de las Molaridades.

Tabla 7: Composicion de MEA a diferentes Molaridades de NaCl.

Compuesto en (g) 0M 1M 1.5M 2M 25 M
Ext, Malta 16.8 16.8 16.8 16.8 16.8
Peptona 5 5 5 5 5
Dextrosa 10 10 10 10 10
Agar 10 10 12.5 15 15
NaCl 0 29.66 43.8 58.44 73.05

El control consistid en la siembra de cada cepa en MEA sin NaCl. Cada cepa y su control se
sembrd por triplicado y fueron inoculadas a 28°C por 8 dias. Se observaron diariamente hasta
el dia 8, se tomaron fotografias de cada caja Petri en condiciones estériles, cada una de las
fotografias obtenidas se analizaron en el software IMAGEJ, programa de procesamiento de
imagen digital, programado en Java desarrollado en el National Institutes of Health. IMAGEJ
fue disefiado con una arquitectura abierta que proporciona extensibilidad via plugins Java y
macros (macroinstrucciones) grabables. Se pueden desarrollar plugins de escaneo
personalizado, analisis y procesamiento usando el editor incluido en IMAGEJ y un

compilador Java. Obteniendo el area de crecimiento del micelio en cm?.

3.3.5 Ensayo Xerdfilo condicion de aw = 0.85.

Se preparé MEA a 1 M NaCl suplementado con Glicerol, Sorbitol y MgCl,. Para tener una
actividad de agua tedrica de 0.85; se adicionaron 407 g de sorbitol, 335 g de MgCl, y 204
mL de glicerol respectivamente a cada medio. En el caso del glicerol previamente se extrajo
204 mL de MEA, para tener un volumen final de 500 mL. Se vertié el medio en cajas Petri
(15 mL por caja). Se realiz6 la siembra para cada cepa, el control de cada cepa consistio en

MEA sin glicerol, sorbitol y MgCl> respectivamente. Inoculando por triplicado a 28 °C por
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8 dias. El crecimiento se observo diariamente, tomando fotografias en el dia 8, cada una de
las fotografias fueron analizadas en el software IMAGEJ, para obtener el area de crecimiento

en cm-.

3.3.6 Crecimiento en sangre bobina.

Debido a las caracteristicas del agua residual que presentan los establecimientos destinados
al sacrificio de animales de abasto se realizé un ensayo biotecnoldgico donde se evalud el
crecimiento del hogo en Medio Minimo (MM) Vogel’s suplementado con sangre bobina. La

composicion del MM Vogel’s se especifica en la tabla 8.

Tabla 8: Composicion de Medio Minimo Vogel’s para 500 mL.

Nombre Formula Cantidad
Sulfato de Cobre (I1) pentahidratado CuS04-5H20 3.9mg
Sulfato de Hierro (I1) heptahidratado FeSO4.7H20 9 mg
Sulfato de Magnesio heptahidratado SO.4-7H-0 250 mg
Sulfato de Zinc ZnSO4 5 mg
Cloruro de Potasio KCI 25 mg
Fosfato dipotéasico K2HPO4 500 mg
Nitrato de Amonio NH4NO3 lg
Cloruro de Sodio NaCl 29.66¢
Agar - 11.25¢g

Se prepar6 un volumen total de 500 mL de MM Vogel’s a 8 y 12% de sangre bovina. El
medio se dejé enfriar a 45-50°C, posteriormente se le retir6 40 mL de MM y se afiadié 40
mL de sangre para tener 8% de sangre. Asi mismo se retiré 60 mL MM vy afiadi6 de sangre
60 mL para tener 12 % de sangre, homogenizando bien cada uno de los medios se vacié en
las cajas Petri (15 mL en cada caja), se realizé una resiembra en las cajas Petri de cada cepa
y un control que consistio en MM-sangre sin inoculacion por triplicado. Se tomaron fotos a
cada una de las cajas Petri en el dia 8 y en el dia 21, las fotos fueron tomadas a contra luz,
para apreciar el halo alrededor del micelio y determinar el tipo de hemolisis que realiza el
hongo. Cada una de las fotografias obtenidas se analizaron en el software IMAGEJ

obteniendo el area de crecimiento del micelio en cm?.
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3.3.7 Crecimiento en celulosa.

El experimento consistio en suplementar el MM Vogel’s con diferentes sustratos. Se pesaron
30 veces 300 mg de olote triturado el cual fue colocado sobre pequefios envoltorios de papel
aluminio para ser esterilizado en autoclave. Este procedimiento se repiti6 con la paja de trigo.
Para el caso de algoddn este solo fue pesado y colocado en el papel de aluminio para realizar
la esterilizacion. Con la Carboximetilcelulosa (CMC) se adicionaron 10 g en 500 mL de MM
Vogel’s para tener el 2% de CMC. Se colocaron en cada caja Petri 300 mg de sustrato y 15
mL de MM Vogel’s para tener cada sustrato al 2%, para la CMC solo se vertieron 15 mL del
medio en las cajas suplementado previamente con la CMC, el control consisti6 en la siembra
de cada hongo por triplicado en cajas Petri que solo contenian MM Vogel’s por triplicado.
Se incubd a 28 °C por 8 dias, en el octavo dia se procedio a tomar la fotografia de cada placa
para su posterior analisis en el software IMAGEJ, obteniendo el area de crecimiento de cada

cepa en cm?,

3.3.8 Crecimiento en presencia de HPAs; Benzo [a] pireno y Fenantreno.

Se preparé 500 mL MM Vogel’s, cada uno de los medios se prepar6 a diferentes partes por

millon (ppm) de HPAs, las concentraciones se formularon como se especifica en la tabla 10.

Tabla 9: MM Vogel’s adicionado con HPAs a diferentes ppm.

Frasco ppm Benzo (a)Pireno | Fenantreno MM Vogel's (mL)
1 50 250 pL 250 pL 499.5
2 100 500 pL 500 pL 499
3 200 1mL 1mL 498
4 300 1.5mL 1.5mL 497
5 500 mL MM Vogel's

El control consistié en la siembra de cada hongo por triplicado en cajas Petri que solo
contenian MM Vogel’s. Se incubo a 28 °C por 8 dias, en el octavo dia se procedi6 a tomar la
fotografia de cada placa para su posterior analisis en el software IMAGEJ, obteniendo el area

de crecimiento de cada cepa en cm?.
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3.3.9 Crecimiento en presencia de diésel y gasolina.

Se prepararon 500 mL MM Vogel’s, para tener el 1% de diésel se colocaron en cada caja
Petri 150 pL de diésel y 14.85 mL de medio minimo. Al 2% se adicionaron 300 pL de diésel
y 14.7 mL de MM, por triplicado. Se realizo la siembra de las cepas e incubaron a 28°C por
8 dias. Se realizé lo mismo en el caso de la gasolina. EI control se sembro por triplicado en
cajas Petri que contenian solo el MM sin diésel y gasolina respectivamente. Al octavo dia se
procedio a tomar la fotografia que se analizo en el programa IMAGEJ, obteniendo el &rea de

crecimiento en cm?.

3.3.10 Crecimiento en agua residual artificial.

Se realizé una formulacién de un prototipo de agua residual de rastros municipales con
diferentes contaminantes organicos y xenobioticos, utilizando 500 mL de agua de grifo. La
composicion exacta del agua artificial se especifica en la tabla 10, se sembro en el agua 4

cepas previamente seleccionadas.

Tabla 10: Composicién del agua residual de rastro municipal artificial.

Componentes Concentracion | Cantidad
Sangre 10% 50 mL
Tripa 1%
Higado 1%
. 5gr
Panza Bovino 1%
Tejido Adiposo 1%

Heces 0.50% 25¢r
Orina 0.50% 2.5mL
Paja Trigo 1% 5gr
Farmaco Sulfamida 100 mg/L 50 mg

Sal NaCl 1M 29.66 gr

Se adicionaron 13.5 mL del agua artificial en frascos de vidrio (gerber), se inocularon con
preindculo y preindculo inactivado de cada una de las 4 cepas por triplicado, 3 frascos fueron

para los blancos del experimento que contenian solo 15 mL del agua residual prototipo sin
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inocular. El control del ensayo consistio en la inoculacion de la biomasa inactivada para cada

cepa. Se incubo a 28 °C, 250 revoluciones por minuto (rpm) por 21 dias.

3.3.11 Preparacion de preinoculo.

Para el tratamiento fungico en el agua residual artificial se preparo a partir de una suspension
de biomasa obtenida del cultivo crecido en MEA a 1 M de NaCl de las cepas previamente
seleccionadas. Se preparé 100 mL de medio liquido extracto de malta a 1 M de NaCl. La
composicion del medio consistié en; 3.36 g de extracto de malta, 1 g de peptona de caseina,
2 g de dextrosa, 2 g de Agar y 5.84 g de NaCl. Se adicionaron 5 plots por cepa. Ambos
matraces se inocularon en una incubadora con agitacion a 250 rpm, 28°C durante 8 dias. Una
vez obtenida la biomasa en los matraces, se procedio a licuar el contenido liquido y la
biomasa, se tomd una alicuota de 1.5 mL de cada matraz que fue afiadida al frasco de gerber

con 13.5 mL de agua residual previamente formulada.

3.3.12 Cuantificacion de enzimas extracelulares en el tratamiento fingico del agua
residual (prototipo).

Las actividades enziméticas se determinaron a partir del sobrenadante extraido al dia 21 de
incubacion, el sobrenadante colectado se centrifugé en tubos de 15 mL a una velocidad de
4000 rpm durante 15 minutos a 4°C. Se descartd cualquier resto de micelio que pudiese
contener. Para la determinacion de las actividades se emplearon microplacas de 96 pocillos
(volumen de cada pocillo 300 uL), y se utiliz6 un espectrofotémetro automatizado modelo
Epoch (BioTek).

3.3.12.1 Cuantificacion de proteasas.

Para cuantificar proteasas se afiade en cada frasco 2.5 mL de caseina y se incuba en bafio mar
a 40°C durante 5 min. Posteriormente se adiciona 250 pL de sobrenadante y se incuba por
10 min. en bafio maria y 40°C. Se agregan después de la incubacion 2.5 mL de TSA y 250
pL de muestra, para incubar 15 min. a 40 °C nuevamente a bafio maria. Posteriormente se
filtran 2 mL de muestra, se afiade 5 mL de Na>COs3 (0.5M), 1 mL de reactivo de Foling.
Incubar a bafio maria a 40°C por 30 min.
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Para el control se utiliz6 2.5 mL de caseina, 2.5 mL de TSA, 500 pL de agua destilada, 5 mL
de Na2COs (0.5M), 1 mL de reactivo de Foling de la solucion stock. Cada muestra se aplico

por triplicado y se realiz6 la lectura con una longitud de onda de 660 nm

3.3.12.2 Cuantificacion de la actividad esterasa.

Una vez que se afiadio el sustrato para esterasa a la reaccion se monitorearon las absorbancias
por triplicado a una longitud de onda de 538nm durante 30 minutos y en intervalos de 1

minuto. El coeficiente de extincién molar utilizado fue de 23 598 M-1cm-1 [68].

Reaccion
-200pl de sobrenadante

-100ul de sustrato para esterasa

El blanco utilizado incluy6 200uL de sustrato para esterasa y 100uL de buffer PBS 1X-
Triton (0.1 %). Las lecturas se iniciaron en el momento de adicionar el sustrato y se

registraron cada 1minuto durante 30 minutos.

3.3.12.3 Cuantificacion de la actividad lacasa.

La determinacion de la actividad lacasa se monitoreo6 por la reaccion del 2,2 -azino-bis (3-
ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) en Buffer fosfato PBS 1X-Triton 0.1%. En
presencia de enzimas oxidativas como las lacasas, el ABTS se oxida dando una coloracion
verde. El coeficiente de extincién molar parael ABTS es de 36 000 M-1 cm-. La absorbancia

se determind a 420nm.

Reaccion:

-200ul de sobrenadante

-90ul de Buffer fosfato (PBS 1X) - Triton 0.1%
-10 ul de ABTS a 30mM
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El blanco utilizado incluyd 290uL. de Buffer fosfato (PBS 1X) - Triton 0.1% y 10uL de
ABTS.

3.3.12.4. Cuantificacion de la actividad peroxidasa.

Una vez que se afiadié el ABTS a la reaccion, se monitorearon las absorbancias por triplicado
a una longitud de onda de 420nm durante 30 minutos y en intervalos de 1 minuto. El
coeficiente de extincion molar del ABTS fue de 36, 000 M-1 cm-1.

Reaccion:

-200pl de sobrenadante

-80ul de Buffer fosfato (PBS 1X) - Triton 0.1%
-10pl de perdxido de hidrogeno al 0.005%
-10ul de ABTS a 30mM

El blanco utilizado incluy6 280uL de Buffer fosfato (PBS 1X) - Triton 0.1%, 10uL de ABTS
y 10 uL de peroxido de hidrégeno.

3.3.12.5 Cuantificacion de la actividad lignina peroxidasa.

La reaccidn de la actividad de lignina peroxidasa se monitored por la reaccion de oxidacion
del 1,2-bis(3,4-dimetoxyfenil) propano-1,3-diol a 3,4-dimetoxibenzaldehido y 1-(3,4-44
dimetoxifenil) etano-1,2-diol en presencia de peroxido de hidrégeno. La absorbancia se

determind a 310nm.

Reaccion:

-100ul de Buffer tartrato (pH=3)
-30ul de sobrenadante

-35ul de perdxido de hidrogeno
-35ul de veranyl alcohol
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El blanco contiene 100uL de Buffer tartrato, 35ul. de perdxido de hidrogeno, 35ul de
veranyl alcohol y 30uL de agua destilada. Las lecturas se iniciaron en el momento de

adicionar el sustrato y se registraron cada 1 minuto durante 30 minutos.

3.3.12.6 Cuantificacion de la actividad amilasa, celulasa y xilanasa.

Para la determinacion de amilasa, celulasa y Xxilanasa se utilizd el método de azlcares
reductores a partir de sustratos poliméricos como lo son almidén, Carboximetilcelulosa y
xilano de avena respectivamente. Se utilizé ademas el acido 3, 5- dinitrosalisilico, el cual
permitio determinar la presencia de grupos carbonilos libres (C=0) y reacciond con ellos
para producir la oxidacion de los azucares. Se utilizaron almiddn, Carboximetilcelulosa
(CMC) y xilano diluido al 2% en 50 mM de Buffer citrato (pH 5) como sustratos para la

medicion de las actividades amilasas, celulasas y xilanasas respectivamente.

Reaccion:
-50ul de fraccion proteinica (muestra)
-100ul de Buffer citrato

-150 pl de almiddn (amilasa), CMC (celulasa) y xilano (xilanasa)

Las mezclas fueron incubada a 50°C. Posteriormente, se tomo una alicuota de 25ul cada 5
minutos durante 30 minutos. A estas alicuotas se les adicionaron 25ul de una solucion de
DNS, se calentaron durante 5 minutos a 90°C y se afiadieron 200ul de agua. Inmediatamente,

se midid su absorbancia a 540 nm [68].

3.3.13 Determinacion de DQO en el tratamiento del agua residual (prototipo).

La determinacion de DQO se realizdé mediante la NMX-AA-030-SCFI-2001 [69]. El método
es a reflujo cerrado (método espectrofotometro), se afiadieron 1.5 mL de la disolucién de
digestion para alta concentracion (10.216 g de dicromato de potasio, 33.6 g de sulfato de
mercurio, 167 mL de &cido sulfarico concentrado/ L agua destilada), se adicion6 2.5 mL de

muestra (agua residual prototipo), posteriormente se agregé 3.5 mL de la disolucion de
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sulfato de plata en acido sulfdrico (159 sulfato de plata/L &cido sulfurico). Se realizo la
digestion a 150°C por 2 horas. Se midi6 a una absorbancia de 600 nm. EI control consistid
en 1.5 mL de la digestion para alta concentracion, 3.5 mL de sulfato de plata en acido

sulfurico y 2.5 mL de agua destilada.

CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION.
4.1 Caracteristicas microscopicas y macroscopicas de los 10 hongos.

Las caracteristicas taxondmicas de la cepa identificada como HX1 se muestran en la Figura
11, tienen una colonia circular plana con textura aterciopelada y pulverulenta con un micelio
de color verde oscuro, se observa hifas largas, en el extremo de las hifas esta presente un
cuerpo circular (vesicula) con paquetes obscuros dentro de las mismas consideradas fiales de

donde salen los conidios, los cuales son pequefios y esféricos.

Figura 11. Foto macroscoépica y microscépicas de la cepa HX1.

En la Figura 12 se muestran las caracteristicas de la cepa HX2; el micelio presenta una forma
irregular con bordes ondulados elevacion convexa de color marrén-verde oscuro con una
textura seca y opaca. Las caracteristicas microscopicas del hongo HX2, se observan hifas
finas septadas, estas hifas estan ramificadas y presentan un color marron, sus conidios

presentan una estructura elipsoidal y cilindrica.
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Figura 12. Foto macroscOpica y microscopicas de la cepa HX2.

La forma de la colonia en HX3 es circular filamentosa con elevacion, textura algodonosa
aspecto seco y coloracién blanca, en esta cepa la periferia es mas blanca que en la parte
interna de la colonia. En las fotografias microscépicas (Figura 13) de la cepa se puede

apreciar que las hifas son largas, delgadas, septadas y con ramificacién, sus conidios esféricos

son pequerios.

Figura 13. Foto macroscOpica y microscopicas de la cepa HX3.

Con la cepa HX4 las caracteristicas del micelio tienen forma irregular con bordes
ondulatorios de color verde olivo oscuro y una delgada periferia de color verde-grisaceo.
Microscopicamente muestra hifas largas y ramificadas, con fialides en forma de pincel con

conidios redondos como cadenas no ramificadas como se muestra en la Figura 14.
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Figura 14. Foto macroscdpica y microscépicas de la cepa HX4.

En el caso de la cepa HX5 (Figura 15) el micelio presenta una forma circular con textura
afelpada con elevacion y color blanco. Las caracteristicas microscépicas de la cepa son hifas
largas con una vesicula circular en el extremo observando paquetes obscuros (fialides) y

conidios pequefios, redondos y sin pigmentacion.

Figura 15. Foto macroscOpica y microscopicas de la cepa HX5.

La cepa identificada como HX6 presenta un micelio de tonalidad verde olivo oscuro, con una
colonia de forma circular plana con textura aterciopelada y pulverulenta. Sus caracteristicas
microscopicas presentan hifas alargadas y ramificadas con fialides en forma de pincel y
conidios pequefios redondeados en forma de cadena no ramificada, como lo muestra la Figura
16.

48



Figura 16. Foto macroscopica y microscdpicas de la cepa HX®6.

En la figura 17 se muestran las caracteristicas taxonémicas de la cepa HX7, presenta un
micelio color verde azulado en la periferia y con un halo blanco, colonia circular plana de
textura aterciopelada y pulverulenta. Microscdpicamente presenta hifas alargadas, cabeza

conidial (vesicula y fialide), conidios esféricos, pequefios y en gran numero.

Figura 17. Foto macroscopica y microscopicas de la cepa HX7.

La cepa HX8 presenta una colonia circular plana con textura pulverulenta y aterciopelada y
micelio de tonalidad verde olivo oscuro con una linea aproximadamente a la mitad del
tamarfio de la cepa y en su periferia de tono verde mas oscuro como se observa en la Figura

18, con caracteristicas microscopicas.
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Figura 18. Foto macroscépica y microscépicas de la cepa HX8.

En la cepa HX9 se observa una forma granular, pulverulenta de color café claro seca y

ligeramente opaca (Figura 19), en sus caracteristicas microscopicas presentan hifas

alargadas, con vesicula en la parte extrema de la hifa, conidios esféricos, pequefios incoloros

y en gran namero.

Figura 19. Foto macroscopica y microscopicas de la cepa HX9.

La figura 20 muestra las caracteristicas taxonémicas de la cepa HX10, macroscopicamente

presenta una colonia semicircular plana con textura aterciopelada, pulverulenta seca y

ligeramente opaca de color beige. Microscopicamente se observa caracteristicas de hifas

largas, cabeza conidial y conidios esféricos, pequefios y ligeramente pigmentados.
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Figura 20. Foto macroscdpica y microscépicas de la cepa HX10.

4.1.2 ldentificacion molecular de los aislados fungicos.

En la identificacion molecular de los aislados flngicos se realiz6 la extraccion del ADN

gendémico del cual se corrié un gel de agarosa al 1% en la cdmara de electroforesis para

asegurar la extraccion del ADN (Figura 21).

Figura 21. Gel de agarosa Extraccion de ADN genomica a los aislados fungicos.

A ese mismo ADN se aplico la técnica de PCR “reaccion en cadena de la polimerasa” para
duplicar la region delimitada por la subunidad grande 25-28S RNAr, una vez concluido el
ciclo de PCR se corrio nuevamente un gel de agarosa para revisar la calidad del ADN
duplicado (Figura 22). Los residuos del PCR se enviaron a secuenciar a MACROGEN Korea,

y al tener las secuencias se realizaron los Blats para su identificacion a nivel de especie.
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Figura 22. Gel de agarosa de PCR (ADN amplificado).

Tabla 11: Resultado del Blast de las secuencias fungicas.

Con las secuencias se complementan las observaciones al microscopio y la morfologia de las

cepas en la identificacion de los aislados fungico resultado que se presenta en la tabla 11.

" Max | Total Query E. Per. .
ALTEEL DS Score | Score Cover value Ident EEERIT

Eurotium amstelodami strain CBS518.65 5.8S
ribosomal RNA gene, partial sequence;

HX1 | internal transcribed spacer 2, complete 1607 1607 61% 0.0 100.00% | JF922030.1
sequence; and 28S ribosomal RNA gene,
partial sequence
Cladosporium perangustum isolate
SC1102_06 18S ribosomal RNA gene, partial
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S5 0 o

PR ribosomal RNA gene, and internal transcribed 1589 1589 56% 0.0 99.77% | MH875377.1
spacer 2, complete sequence; and 28S
ribosomal RNA gene, partial sequence

Hxa | Nigrospora osmanthi strain CCMCC3.18126 | 1561 | 1561 | 6096 | 00 | 99.77% | KX986106.1
28S ribosomal RNA gene, partial sequence

HX6 Pen|C|_II|L_|m chrysogenum isolate HST25 large 1633 1633 59% 0.0 99.66% | MK713338.1
subunit ribosomal RNA gene, partial sequence
Aspergillus versicolor strain CBS 117.34 large 0 o

Y subunit ribosomal RNA gene, partial sequence 1607 1607 56% 0.0 99.89% | MH866938.1
Aspergillus alabamensis strain CBS 125693

HX8 | large subunit ribosomal RNA gene, partial 1613 1613 58% 0.0 99.77% | MH875099.1
sequence

HX10 Aspergillus terreus strain EUR1 large subunit 1602 1602 58% 00 99.77% | ME590163.1

ribosomal RNA gene, partial sequence
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La cepa HX1 pertenece a Eurotium amstelodami se clasifica como Aspergillus amstelodami
[67] con 100% de identificacion. HX7, HX8 y HX10 se identifican como A. versicolor con
99.89% de identificacion, A. alabamensis y A. terreus con un 99.77% de identificacion
respectivamente. La cepa HX2 identificado como Cladosporium perangustum (99.77%), el
hongo HX3 pertenece a Nigrospora osmanthi (99.77%) y HX6 se identificO como
Penicillium chrysogenum con un porcentaje de 99.66. Para los aislados nombrados como
HX4, HX5 y HX9 no se logré la amplificacion del ADN para enviar a secuenciar y obtener

su identificacion a nivel de especie.

Para HX4, HX5 y HX9 con sus caracteristicas microscopicas y macroscopicas se concluye
que pertenecen al género Aspergillus las cuales se muestran en las figuras 14, 15 y 19

respectivamente.

4.1.3 Caracterizacion halofila.

Los hongos no adaptados a las condiciones de alta salinidad, mueren por deshidratacion
debido a la fuerte pérdida de agua generada por la diferencia en el potencial osmético. La
diferencia en este potencial hace que el agua del interior de las células tienda a salir hacia su
exterior, por lo que las células se desecan y mueren [64, 65]. Sin embargo, en los hongos
halofilos es posible desarrollarse Optimamente en este ambiente debido a diversas

adaptaciones morfoldgicas y fisioldgicas.

Un mecanismo de adaptacion frecuente es acumular mayor cantidad de un soluto en el
interior de ciertas estructuras celulares, lo cual genera un cambio en la diferencia de potencial
osmotico, quedando el agua retenida en el interior de las células [64, 65]. En la Figura 23 se
muestra la capacidad de crecimiento de las cepas fungicas en diferentes condiciones salinas
(OM,1M,15M,2My25M de NaCl), asi como en el medio sin sal. Cada foto fue tomada
al dia 8.
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Figura 23: Crecimiento en MEA adicionado con NacCl a diferentes molaridades.

En la figura 24 se muestra el crecimiento de cada cepa, observando que el crecimiento 6ptimo
de las cepas HX1, HX3, XH4, HX5, HX6 y HX10 es a 1 M de NaCl. Para las cepas HX8 y
HX9 no existe diferencia significa entre el crecimiento a las condiciones sin NaCly al 1 M
NaCl. Mientras que la cepa HX2 presenta crecimiento optimo a 1.5 M NaCl. Y la cepa HX7
presenta una halotolerancia al NaCl, su crecimiento éptimo fue en el medio sin NaCl.
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Ninguno de los aislados fangicos es halofilo obligado ya que todos presentaron crecimiento

en el medio sin cloruro de sodio.
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Figura 24: Grafico de caracterizacion halofila.

4.1.4 Crecimiento xerofilo (aw = 0.85).

La actividad de agua es el indice del agua disponible que puede ser utilizada por los
microorganismos en funcion de la cantidad de solutos (tonicidad de solucion). Es la relacion
entre la presién de vapor de agua del sustrato de cultivo y la presién de vapor del agua pura
(aw =1) [68]. Los hongos capaces de crecer y desarrollar actividad metabélica en medios de
baja actividad de agua (aw < 0.85) se denominan xerofilicos [68], para crecer en ambientes
con baja actividad de agua los hongos incrementan la concentracion intracelular de solutos,
estos solutos no intervienen con la actividad bioquimica del hongo. Los solutos compatibles
suelen ser sustancias bastante hidrosolubles como glicerol, sorbitol y Cloruro de Magnesio
MgClz. En la Figura 25 se muestran las fotografias de las cepas crecidas en MAE al cual se

adiciono glicerol, sorbitol y MgCl>, para obtener una aw teérica de 0.85.
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Figura 25: Crecimiento en MEA con una ay = 0.85, usando glicerol, sorbitol y MgCl,.

El mejor crecimiento lo presenta la cepa HX1 en el medio adicionado con sorbitol (25.07
cm?), la cepa HX6 crecio solo en el medio con sorbitol mientras que la cepa HX8 crecio solo
en presencia de glicerol, la cepa HX3 no tuvo crecimiento en ninguno de los medios. Ninguna

cepa presento crecimiento en el medio adicionado con MgCl, Como se muestra en la Figura

26.

56



HX3 HX4 HXS HX6 HX7 HXS HX9  HXI0
Cepas

60 - :
o 'L _L
= b
) 20 £ L i m
=
g : i
E &
£ 30 -
o |::
pe L g i
20 B w
= I o i i i
& W " i " W
= | i it n it
< 0= i:i% :i:i% e  m—a—
é i i e iii%“
0 ﬁ 2 F] i it At L
HX1

OMEA (aw =1)  ®Glicerol (a,, = 0.85) z Sorbitol (aw = 0.85) mMgCl, (a,, = 0.85)

b Medias de crecimiento con diferencia significativa de 5% (prueba “t” de Student) al dia 8.
Figura 26: Grafico de crecimiento xerdfilo.

La cepa HX1 muestra comportamiento xerdfilo en condiciones de sorbitol y aw = 0.85, las
cepas HX2 y HX5 no tienen diferencias significativas en su crecimiento entre MEA (aw= 1)
y Sorbitol (aw= 0.85). Mientras que la cepa HX4 es xero6fila en ambientes con Glicerol (aw=
0.85). En el caso de la cepa HX3 no hubo crecimiento en ninguno de los medios con (aw =
0.85), su crecimiento dptimo se presento en el MEA (aw=1). El resto de las cepas HX6, HX7,
HX9 y HX10 tuvieron diferencia significativa (0¢=0.05) en el crecimiento en MEA (aw = 1),
sin embargo, ambas cepas presentaron un leve crecimiento en medio con actividad de agua
teorica de 0.85 en glicerol y sorbitol. Finalmente, la cepa HX8 presento poco crecimiento 10
cm? solo en glicerol, tuvo una diferencia significativa de crecimiento en el MEA (aw= 1) con

45 cm?.
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4.2 Crecimiento en sangre bobina.

Al proceso de destruccion de globulos rojos que conlleva la liberacién del contenido
intraeritrocitario en el plasma alterando su composicion se le llama hemadlisis. Este proceso
es causado por anticuerpos y sustancias toxicas como ciertos venenos, sustancias vegetales,

enzimas bacterianas o fungicas [1].

Clasificandose en hemolisis alfa a una destruccion parcial de eritrocitos que produce una
coloracion verde que se observa alrededor de las colonias (debido a la liberacion de un
producto de degradacion de la hemoglobina llamado biliverdina); la hemolisis beta se refiere
a un halo de hemolisis completamente claro y la hemolisis gama se refiere a la ausencia de

hemdlisis [1].

Se muestra en la Figura 27 el crecimiento de las cepas en MM-sangre bovina (8 y 12%) a los
dias 8 y 21, todas las cepas presentaron crecimiento, pero no todas presentan un rompimiento
en los glébulos rojos de la sangre, las cepas HX4, HX6, HX7 realizan una lisis total como se
puede observar en las fotografias el halo de crecimiento es practicamente transparente, de
estas tres cepas se puede apreciar mayor hemolisis en la cepa HX4 la cual presenta la lisis de
la sangre desde el dia 8. Mientras que la cepa HX10 presenta una lisis parcial al tener un halo

verdoso.
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Figura 27: Crecimiento en medio minimo Vogel’s suplementado con sangre bovina.

Las cepas que presentaron crecimiento significativo de 5% en el medio suplementado con
sangre bovina al 12% y dia 8 fueron; HX10 con un &rea de 54.01 cm?, HX4 con 29.55 cm?,
HX9 con 23.28 cm?, HX8 con 22.81 cm?, HX7 con 22.43 cm? y HX6 con 17.88 cm?. En el

caso de las cepas HX1, HX2, HX3 y HX5 no presentan crecimiento significativo entre el
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medio suplementado al 8% y 12% con sangre bovina. Sin embargo, las cepas HX4, HX6 y
HX7 se observa una lisis total de los hematies de la sangre, la cepa HX10 muestra una lisis
parcial con un halo verdoso alrededor de la cepa. La figura 28 muestra la gréfica obtenida en

el analisis estadistico.

oy
(=]

(=]
L=

Y

Area de crecimiento {cm*)
L -
L= L=
B

b
=]

[y
(=]

N NN\ \E 'Y

HX1 HX2 HX3 HX4 HX3
Cepas

88% O12%

@ Medias de crecimiento con diferencia significativa de 5% (prueba “t” de Student) al dia 8.
Figura 28: Grafico de crecimiento suplementado con sangre bovina al 8% y 12%.

4.2.1 Crecimiento en MM Vogel’s con celulosa, HPAs, gasolina y diésel.

El agua residual generada en los rastros municipales presenta caracteristicas particulares que
dependen de: la optimizacion del proceso de sacrificio, nimero y tipo de especie sacrificada
y de la cantidad de agua utilizada dentro del proceso [5,6,8,9]. Contiene una variedad de
contaminantes como compuestos con celulosa, plaguicidas, hormonas, productos
farmacéuticos veterinarios, acidos grasos etc. los cuales no se encuentran regulados. Por
consiguiente, se tiene el conocimiento de su presencia dentro de estas aguas residuales, pero
no su cantidad aproximada o real. Asi como se conoce la capacidad que presentan los hongos
de producir un complejo enzimatico con actividad oxidativa contra una amplia variedad de
sustancias toxicas recalcitrantes, que contaminan los cuerpos de agua y suelos [69]. Esta

capacidad se debe a la baja especificidad de estas enzimas que les permite oxidar, ademas de
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la lignina, una amplia variedad de compuestos organicos contaminantes como tintes, HPAS,

farmacos, plaguicidas, pentaclorofenol, etc. [69,70].

Debido a que la carne es uno de los alimentos con mayor demanda por aportar la proteina
necesaria para el mejor desarrollo fisioldgico, fisico y mental en la poblacién mundial. El
empleo de los implantes dentro del sistema de produccion de carne es una de las préacticas
zootécnicas con un mayor grado de adopcion gracias a su alta relacion costo-beneficio en
todos los paises cuyo uso estd permitido. Estos implantes estdn constituidos a base de
hormonas, algunas de las hormonas mas usadas dentro de la ganaderia son: compuestos
estrogénicos, androgénicos, progestagénicos, tireostaticos, corticos teroides y beta
adrenérgicos. Que pueden ser aplicados solos 0 en mezcla [71, 72, 73]. Estos compuestos
tienen como minimo en su estructura un anillo aroméatico. Uno de los medicamentos
veterinarios utilizados en los animales de abasto son las sulfamidas empleadas como;
antibidticos, antiparasitarios y coccidiostaticos (parasitos intracelulares que viven y se
reproducen dentro de las células y producen la enfermedad intestinal conocida como
coccidiosis), estos farmacos contienen un anillo aromético [74, 75].  Considerando la
presencia de anillos aromaticos y la baja especificidad enzimatica de los hongos, se tomé en
este estudio el benzo [a] pireno y fenantreno formados por cinco y tres anillos aromaticos
respectivamente como compuestos modelos para determinar el crecimiento de las cepas en

estudio.

Otros componentes del agua residual son los &cidos grasos presentes en el rumen bovino
como; acido malico, &cido fumarico y acido lactico que son compuestos de cadenas lineales,
con enlaces sencillos y dobles [76]. La gasolina y el diésel se componen mayormente de
parafinas y olefinas que son compuestos que presentan las mismas caracteristicas
estructurales, debido a ello, se han usado como modelos para evaluar el crecimiento de los

aislados fungicos en estudio [77].
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En la Figura 29 se muestra el crecimiento de las cepas en MM con diferente fuente de carbono
(algodon, CMC, olote y paja de trigo). Las cepas presentaron mayor crecimiento en el medio
adicionado con CMC (2%) y olote (%), crecimiento moderado en paja de trigo (2%), poco y

nulo crecimiento en medio adicionado con algodon (2%).

FUENTE
DE CONTROL ALGODON CMC OLOTE PAJA
CARBON

HX1

HX2

HX3

HX4

HX6

HX7

HX8

HX9

HX10

Figura 29: Crecimiento en medio minimo Vogel’s suplementado algodén, CMC, paja de trigo y olote (2%)
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En el ensayo con hidrocarburos policiclicos aroméaticos (Benzo(a)pireno y Fenantreno) las cepas HX7
y HX10 crecieron en las cuatro concentraciones 50, 100, 200 y 300 ppm. La cepa HX5 presentd
crecimiento en 50, 100 y 200 ppm. Mientras que a una concentracion de 50 ppm solo se observo
crecimiento en la cepa HX6. Las cepas HX1, HX2, HX3, HX4, HX8 y HX9 no presentaron

crecimiento a ninguna concentracién como se muestra en la Figura 30.

HPAs PPM CONTROL

HX1

HX2

HX3

HX4

HX5

HX6

HX7

HX8

HX9

HX10

Figura 30: Crecimiento en MM Vogel’s con benzo [a] pireno / fenantreno (50, 100, 200 y 300 ppm).
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La Figura 31 presenta el crecimiento en presencia de diésel 1% se observa que las cepas HX1, HX3,
HX4, HX5, HX7, HX8, HX9 y HX10 tuvieron mayor crecimiento en comparacion con diésel 2% y
gasolinaal 1% y 2%. La cepa HX2 crecié méas en la condicién de gasolina al 1% y la cepa HX6 crecid
mas en diésel 1% y 2%.

DIESEL GASOLINA
%

CONTROL

HX1

HX2

HX3

HX4

N
\

%

HX5

HX6

HX7

HX8

HX9

HX10

Figura 31: Crecimiento en MM Vogel’s suplementado con diésel y gasolina (1% y 2%).
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El promedio de cada crecimiento se muestra en un Heatmapper (mapa de calor) para los MM
Vogel’s suplementados con compuestos; algodon, CMC, paja de trigo, olote, benzo
[a]pireno/fenantreno, diésel y gasolina (Figura 32). En el cual se muestra la jerarquia de los
hongos que tuvieron mayor crecimiento (rojo), menor crecimiento (rojo claro) y nulo
crecimiento (blanco).

Olote Pajade CMC Algodén SO 100 200 300 1 2 1 2
e HPAs (ppm) Diesel (%) Gasolina (%)
Celulosa (2%) Benzo{a)pirena/ Fenantreno

HXa

HX1

HX8

HX7

HX10

Figura 32: Crecimiento en MM Vogel’s con compuestos celuldsicos, HPAs, diésel y gasolina.

La cepa HX7 presenta crecimiento en mas sustratos principalmente en gasolina 1% y 2%,
diésel 1% y 2%, HPAs 50 y 100 ppm, CMC y olote 2%. HX10 creci6 en HPAs 100, 200 y
300 ppm, algoddn, CMC, y olote (2%). HX6 crecié en HPAs 50 ppm, CMC y olote (2%),
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diésel y gasolina (2%). Las cepas HX1, HX3, HX4 y HX9 presentan crecimiento bajo o

nulo en todos los sustratos.

Considerando los resultados obtenidos en los puntos 4.1.3, 4.1.4, 4.2 y 4.2.1 se seleccionaron
las cepas HX4, HX6, HX7 y HX10. La cepa HX4 se logré identificar a nivel de género
Aspergillus, es halofila (1M NacCl), xeroéfila (aw= 0.85 con glicerol), presentd una lisis total,
crecid en los ensayos con sustrato paja de trigo y olote. La cepa HX6 se identificd como
Penicillium chrysogenum (99.66%), halofila (1M NaCl), xerotolerante, presentd una lisis
total, crecimiento en gasolina y diésel (2%), en 50 ppm HPAs, CMC y olote (2%).

En el caso de HX7 se identificé como Aspergillus versicolor (99.89%), halotolerante y como
xerotolerante, presenta crecimiento en diésel y gasolina (1% y 2%), en 100 ppm HPAs, CMC
y olote (2%). Finalmente, la cepa HX10 se identific6 como Aspergillus terreus (99.77%),
haléfila (1M NaCl), xerotolerante, crecio en 100, 200, 300 ppm HPAs, CMC y olote (2%).

4.3 Tratamiento fngico en agua residual de rastros (prototipo)

Se formulé la composicion de 500 mL de agua residual prototipo utilizando agua de grifo,
restos organicos de la especie bovina (sangre, higado, pansa, tejido adiposo, tripa, heces y
orina), sulfamida y paja de trigo, como se describe en el punto 3.3.10 y en la tabla 10. Se
mantuvo la condicion de crecimiento a 1M NaCl.

Se midi6 laDQO en tiempo cero y a los 21 dias de tratamiento (28°C a 250 rpm), para evaluar
la degradacién o remocion de las cepas Aspergillus sp., Penicillium chrysogenum,
Aspergillus versicolor y Aspergillus terreus. Los resultados obtenidos se muestran en la

Figura 33.
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Figura 33: Determinacién de DQO en tiempo cero y tiempo 21 dias.

Estadisticamente los resultados no presentan una diferencia significativa (a=0.05) entre los
niveles de DQO para cada cepa, esta fue determinada por un disefio 2¢. C-TO y C-T21
corresponden al control en tiempo cero y tiempo 21 dias respectivamente, el control contiene
1.5 Ml de la cepa inactiva correspondiente a cada tratamiento, para determinar la incidencia
de algin otro microorganismo que pudiera estar en la composicion del agua residual
prototipo. Cabe mencionar que antes de inocular el agua con la cepa inactiva, se realizé una
siembra en caja Petri con MEA a 1M NaCl, con el fin de asegurar la inactividad total de la
cepa. TO y T21 al tratamiento en tiempo cero y 21 dias respectivamente. Como se puede
observar en la grafica C-TO y TO son practicamente iguales, para el dia 21 donde se mide la
DQO nuevamente, C-T21 inoculado con la cepa inactiva presentd un aumento en el nivel de
DQO, esto determina la presencia de microorganismos presentes en el agua que no tienen

una incidencia positiva. Mientras que la DQO para T21 presenta una disminucion de 75%
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aproximadamente para las cuatro cepas, Con Aspergillus sp. La DQO disminuyo de 4165.78
a1059.4 mg/L, Penicillium chrysogenum de 4241.04 a 1089.21 mg/L, Aspergillus versicolor
de 4086.84 a 1053.41 mg/L y Aspergillus terreus de 4071.05 a 1150.79 mg/L. La
disminucion de la DQO en un 75% no es favorable ya que la Demanda Quimica de Oxigeno
sigue siendo bastante alta, para cumplir con la NOM-003-SEMARNAT-1997.

4.3.1 Determinacioén de actividad enzimatica extracelulares

Las actividades enzimaticas extracelulares que se midieron son esterasa, lacasa, lignina
peroxidasa, peroxidasa, xilanasa, amilasa, celulasa y proteasa. En la tabla 12 muestra la
actividad enzimatica de xilanasa, amilasa, celulasa y proteasa en (U/L). En el caso de

esterasa, lacasa, lignina peroxidasa y peroxidasa no presentaron actividad.

Tabla 12: Actividades enzimaticas extracelulares cuantificadas en el tratamiento de agua

residual de rastro municipal prototipo

Enzimas extracelulares (U/L)
Cepas

AMILASAS CELULASAS XILANASAS | PROTEASAS

Aspergillus sp. 226.18 +11.65 212.00 +3.4 13.27 +£2.97 |[283.45+ 36.89
P. chrysogenum 268.78 +31.09 64.78 £1.94 46.60 +1.46 |309.16+41.28
A. versicolor 205.57 +3.88 155.43 +2.19 - 256.34+48.06
A. terreus 139.61 +13.08 42.93 +2.06 25.87 +3.02 |209.57+29.66

Unidades/Litro + Desviacién estandar

En la Figura 34 la actividad enzimatica mayor fue la de proteasas, siendo esta
significativamente (a=0.05) para las cuatro cepas fungicas. Penicillium chrysogenum
presentd mayor actividad en xilanasas, amilasas y proteasas con 46.60 U/L, 268.78 U/L y
309.16 U/L respectivamente. En el caso de la cepa A. versicolor no presentd actividad
xilanasa. Los resultados obtenidos muestran que las cepas Aspergillus sp., Penicillium
chrysogenum, Aspergillus versicolor y Aspergillus terreus tienen actividad metabolica en
aguas residuales de rastros municipales, donde el principal contaminante es sangre animal, y

generan una disminucién del 75% en los niveles de DQO.
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Figura 34: Grafico de actividad enzimatica en agua residual de rastros municipales (prototipo).

CAPITULO 5. CONCLUSIONES

El resultado obtenido en el presente estudio nos permite concluir que los aislados fungicos
Aspergillus sp., Penicillium chrysogenum, Aspergillus versicolor y Aspergillus terreus de
Baja California , tienen capacidad de remover o de biodegradar contaminantes presentes en
el agua residual de rastros municipales en el estado de Morelos, presentan una remocion del
75% de la demanda quimica de oxigeno, indicador que determina la cantidad de oxigeno
necesaria para oxidar toda la materia organica y oxidable presente en el agua residual. Si bien
la remocion del 75% de los contaminantes no es un tratamiento suficiente para alcanzar los
lineamientos de la Norma Oficial Mexicana NOM-001-SEMARNAT-1996, que establece
los limites méaximos permisibles de contaminantes en las descargas de aguas residuales en
aguas y bienes nacionales. Las aguas residuales procedentes de los establecimientos

destinados al sacrificio y faenado de animales de abasto deben descargar con una DQO de
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150 mg/L promedio mensual, 180 mg/L promedio diario y 210 mg/L promedio instantaneo.
El agua prototipo tuve una DQO de 4181.57 mg/L promedio en tiempo cero, un agua residual

de rastro real tiene un promedio de 2500 a 4000 mg/L.

Se concluyd la identificacion de los aislados fungicos a nivel especie como Eurotium
amstelodami, Aspergillus amstelodami, Aspergillus versicolor, A. alabamensis y A. terreus,
Cladosporium perangustum, Nigrospora osmanthi y Penicillium chrysogenum, y la
identificacion de tres cepas a nivel género como Aspergillus. También se concluye que la
caracterizacion haléfila y xerofila es de; A. versicolor halotolerante y Xxerotolerante,
Cladosporium perangustum hal6filo a 1.5M NaCl y xerotolerante, A. amstelodami haléfilo a
1 M NaCl y xero6filo en sorbitol aw=0.85, Aspergillus sp. hal6filo a 1 M NaCl y xerdfilo en
glicerol aw=0.85, el resto de las cepas son haléfilas a1 M NaCl y xerotolerantes. Confirmando
que son hongos haldfilos y xerdfilos lo que les da identidad de microorganismos

extremofilos.

En el ensayo biotecnoldgico se concluye que Cladosporium perangustum crecid en presencia
de olote, paja de trigo gasolina al (2%) y en gasolina 1%. Aspergillus sp. tuvo crecimiento en
olote y paja de trigo al 2%, en fenantreno/benzo[a]pireno 50, 100 y 200 ppm, en diésel al 1%
y 2%. Penicillium chrysogenum crecié en olote y carboximetilcelulosa al 2%, en
fenantreno/benzo[a]pireno 50 ppm, en diésel y gasolina al 2%. Aspergillus versicolor
presento crecimiento en olote y carboximetilcelulosa al 2%, en fenantreno/benzo[a]pireno
50 y 100 ppm, en diésel gasolina al 1% y 2%. EI hongo Aspergillus alabamensis solo crecio
en paja de trigo y algodon al 2% vy diésel 1% y 2%. Aspergillus terreus crecid en olote,
carboximetilcelulosa y algodon al 2%, fenantreno/benzo[a]pireno 100, 200 y 300 ppm. El
crecimiento es debido a la capacidad que los hongos tienen de utilizar los diferentes sustratos

como Unica fuente de carbono para desarrollarse ya que fueron sembrados en MM Vogel’s.

Las cepas fungicas; Aspergillus sp., Penicillium chrysogenum, Aspergillus versicolor y

Aspergillus terreus presentan actividad extracelular de las enzimas amilasas, xilanasas,
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celulasas y proteasas. Las enzimas fungicas han tenido mucha importancia industrial en las

ultimas décadas, saber que se tienen produccion enzimética en el tratamiento fangico de las

aguas residuales de los rastros municipales puede ser una evidencia de su potencialidad en

este tipo de residuos del cual se puede obtener enzimas de interés comercial. Concluyendo

que Penicillium chrysogenum presenté mayor actividad en xilanasas, amilasas y proteasas,

mientras que Aspergillus sp. Tuvo la mayor produccion de celulasas.
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ANEXOS

Anexo 1. Soluciones.

Almidon, Xilano, Celulosa y Caseina.

Se disolvid 0.4g de almidon, xilano, carboximetilcelulosa y caseina de leche respectivamente
en 20 mL de Buffer citrato (pH 5).

Carbonato de sodio 0.5 N (Na2CO:s).

En 120 mL de agua destilada se adiciono 3200 mg de carbonato de sodio

ABTS (2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)) 30mM.

Para una solucion al 30 mM, adicionar 164.6 mg de ABTS en 10 mL de agua destilada. Tapar
el tubo con papel de aluminio (es fotosensible).

Veranyl alcohol.

Se mezclaron 2.6 pL de liquido puro de veranyl en 10mL de agua destilada.

Peréxido de hidrégeno 0.005%.
En 10 mL de agua destilada se agregd 170 pL de perdxido de hidrégeno al 30%.

Acido 3,5 dinitro salicilico (DNS).

En 141.6 mL de agua destilada se adiciono: 10.6 g de NaCl, 19.8 g de NaOH, 30.6 g de
tartrato de sodio y 0.83 g de malato sodio.
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Anexo 2. Preparacion de sustrato de Esterasas.

Mezclar 10 mL de PBS al 1X Triton (0.1 %) mas 50 pL. de 2-Naftil acetato y 10 uL. de Fast

Garnet.

PBS al 1X Triton: 10 mL de PBS 10X y 100 uL de Triton en 90 Triton,

2-Naftil acetato: Adicionar 5 mg de 2-Naftil en 500 pL de acetato.

Fast Garnet: Agregar 10 mg de Fast Garnet en 100 pL de PBS al 1X — Triton (0.1%)
(Se obtuvo al 1X calculando del PBS 10 X preparado en 1 L)

Buffer fosfato (PBS al 10 X) a pH 7: En 1000 mL de agua destilada mezclar: 80g de
NaCl, 2 g de KCl'y 14.4 g de Na;HPO4. Adicionar al final 0.1% de Triton.

Anexo 3. Preparacion de buffers.

Buffer fosfato pH 6.

Agregar 27.598 g de fosfato monobasico de sodio en 1000 mL de agua destilada, por
separado adicionar 53.614 g de fosfato dibasico de sodio en 1000 mL de agua destilada.
Preparar en vaso de precipitado 80 mL de los 1000 mL de fosfato monobasico de sodio
previamente preparado y adicionar 5.0 mL de los 1000 mL de fosfato dibasico de sodio para

obtener 100 mL de volumen total. Se ajusta el pH 6.

Buffer citrato de sodio pH 5.
En 100 mL de agua destilada adicionar 1.47 g de Citrato de sodio. Por separado agregar 0.96

g de Acido citrico en 100 mL de agua destilada. Adicionar en vaso de precipitado 60 ml de
los 100 ml del citrato de sodio preparado anteriormente, adicionar 40 ml de los 100 ml de

acido citrico para obtener 100 ml de mezcla final. Ajustar pH a 5.
Buffer tartrato pH 3.

Agregar 4.60 g de dihidrato de tartrato de sodio en 200 mL de agua destilada, por separado

adicionar 1.68 mL de acido tartarico en 200 ml de agua destilada. Posteriormente agregar en
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vaso de precipitado 35 ml de los 200 ml de acido tartarico preparado anteriormente, adicionar
44.1 ml de los 200 ml de dihidrato de tartrato de sodio para obtener 100 ml de mezcla final.
Ajustar el pH a 3.

Anexo 4. Curvas patron para la cuantificacion de DQO.

Concentracion de curva patron.

CURVA DE CALIBRACION
Tubo ClelgaLeeh Absorbancia nm
mg/L
1 200 0.057
2 400 0.149
3 600 0.204
4 800 0.267
5 1000 0.309

Grafica de curva patron.
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Anexo 5. Disefio 2* para tratamiento de agua residual de rastro prototipo.

Tratamiento Inoculo Tiempo | DQO (mg/L)
1 -1 -1 4260.51
Aspergillus sp 2 L 1 416578
3 -1 1 6028.78
4 1 1 1059.74
5 -1 -1 4207.88
Penicillium 6 1 -1 4241.04
chrysogenum 7 -1 1 5944.57
8 1 1 1089.21
9 -1 -1 4039.81
Aspergillus 10 1 -1 4086.84
versicolor 11 -1 1 5376.2
12 1 1 1053.42
13 -1 -1 4228.93
Aspergillus 14 1 -1 4071.05
terreus 15 -1 1 5670.91
16 1 1160.79
Anexo 6. Niveles de DQO en los tratamientos fungicos.
Valor de DQO mg/L
Tiempo 0 dias 21 dias
Blanco 4181.51+120.8 | 5439.56 + 309.51
Aspergillus sp 4260.51 £ 715.2 | 6028.78 £ 112.29
Penicillium chrysogenum 4207.88 £209.7 | 5944.58 + 103.00
el Aspergillus versicolor 4039.81+ 356.9 | 5376.21 + 304.64
Aspergillus terreus 4228.93 £232.6 | 5670.92 + 599.60
Aspergillus sp 4165.78 £ 723.5 | 1059.74 + 352.09
. Penicillium chrysogenum 4241.04 £227.9 | 1089.21 + 647.37
Tratamiento - .
Aspergillus versicolor 4086.84 £ 768.3 | 1053.42 + 610.93
Aspergillus terreus 4071.05+672.2 | 1160.78 + 168.34

DQO mg/L + Desviacion estandar.
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Anexo 7. Crecimiento fungico cm?.

Crecimiento en presencia de NaCl.

Area de crecimiento (cm?) en presencia de NaCl

Cepas oM 1M 1.5M 2M 2.5M
A. amstelodami 7.95+0.87 33.93 £ 3.09 31.38+4.83 | 10.37+0.95 | 7.15+1.67
Cladosporium
perangustum 5.02 £ 0.67 7.75+£0.77 22.29+2.04 8.99+0.84 | 3.57+£0.98
N(')gr:qoasrﬁ’t%a 1087 +1.84 | 5257+477 | 37.08+3.37 | 23.38+2.13 | 10.28+2.15
Aspergillus sp. 8.09+0.85 41.24 £ 3.75 28.08+255 | 13.23+1.24 |14.10+2.88
Aspergillus sp. 13.38+£1.26 30.96 + 2.82 2486+226 | 16.14+1.49 | 747+1.73
Penicillium ~| 33 551 304 | 57.07+518 | 3648+331 | 4145+377 |33.60+3.06
chrysogenum
A. versicolor 43.58 + 3.96 29.22 + 2.65 26.48+242 | 13.20+1.23 |13.59+5.94
A.alabamensis 4528 +4.11 47.02 £ 4.28 41.73+3.79 | 10.88+1.02 | 6.49 +1.46
Aspergillus sp. 51.71 + 4.69 53.56 + 4.87 46.17 +4.19 | 43.37+3.94 |41.80+ 3.80
A. terreus 50.72 + 4.60 57.96 + 5.26 50.83+4.62 | 46.19+4.19 |46.41+4.22
Area de crecimiento cm? + Desviacion estandar.
Crecimiento con actividad de agua tedrica aw= 0.85
Cenas Area de crecimiento (cm?) en aw=0.85
P MEA (aw=1) Glicerol Sorbitol MgCl,
A. amstelodami 7.64 +1.53 15.34 + 3.07 22.98 + 4.60 -
Cladosporium perangustum 4,72 £0.95 - 2.27 £0.45 -
Nigrospora osmanthi 19.60 £ 3.93 - - -
Aspergillus sp. 7.82 £1.57 13.87+2.78 3.83+0.77 -
Aspergillus sp. 13.14 + 2.63 - 11.20+2.24 -
Penicillium chrysogenum 33.12 £ 6.63 8.66 +1.73 1147 +2.30 -
Aspergillus versicolor 43.358 + 8.69 10.36 £ 2.08 6.42 £1.39 -
Aspergillus alabamensis 45.08 £9.03 10.03+£2.01 - -
Aspergillus sp. 51.55 + 10.32 1.99 £0.40 3.56 £0.71 -
Aspergillus terreus 55.76 £ 10.13 6.30+1.14 10.77+ 1.96 -

Area de crecimiento cm? + Desviacion estandar.
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Crecimiento en presencia de sangre bovina.

Area de crecimiento (cm2) en presencia de sangre bovina
Cepas Sangre 8% Sangre 12%
A. amstelodami 6.79+1.48 6.98 £ 1.96
Cpﬁ‘;%zpuos';:l“n’:‘ 5.70  0.99 6.26 +1.21
Nigrospora osmanthi 6.16 +0.77 6.05+1.31
Aspergillus sp. 21.00 £ 1.87 26.50 £ 3.05
Aspergillus sp. 4.37 £0.46 4.60+0.71
Penicillium chrysogenum 12.58 £ 0.93 16.35+1.52
Aspergillus versicolor 15.52 £ 0.96 20.48 £1.95
Aspergillus alabamensis 16.45+0.79 20.98 +1.83
Aspergillus sp. 18.84 £ 1.15 21.59 +1.69
Aspergillus terreus 47.88 £ 1.57 53.44 £ 0.57

Area de crecimiento cm? + Desviacion estandar.

Crecimiento en presencia de sustratos celulésicos.

S Area de crecimiento (cm2) en presencia sustratos celuldsicos

Olote Paja de trigo CMC Algodon
A. amstelodami 4.03+0.58 0.98+£0.16 450+0.75 -
Cladosporium perangustum 32.69+2.70 11.51+£1.05 5.28+0.48 -
Nigrospora osmanthi 5.37£0.77 1.36 £0.23 - -
Aspergillus sp. 15.91 £ 2.27 5.02+0.84 - -
Aspergillus sp. 26.36 £1.20 7.18+0.34 - -
Penicillium chrysogenum 50.54 £2.71 2.90+0.16 44.79 £ 2.54 -

A. versicolor 43.33 + 2.66 6.88 £ 0.45 39.45 + 2.58 -
A.alabamensis 10.86 £ 1.55 7.60+1.27 17.80+2.97 | 0.98 +0.16
Aspergillus sp. 11.41+£1.63 7.22+1.20 4.05 £ 0.67 -

A. terreus 40.07 £ 2.76 2.88£0.21 40.05+297 | 1.72+£0.13

Area de crecimiento cm? + Desviacion estandar.
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Crecimiento en presencia de benzo[a]pireno/fenantreno.

Area de crecimiento (cm?) en presencia de benzo[o]pireno/fenantreno

Cepas 50 ppm 100 ppm 200 ppm 300 ppm
A. amstelodami - - - -
Cladosporium perangustum - - - -
Nigrospora osmanthi - - - -
Aspergillus sp. - - - -
Aspergillus sp. 516+1.20 | 493+1.14 | 429+0.99 -
Penicillium chrysogenum 8.91+2.05 - - -

A. versicolor 6.55+151 | 585+135 | 293+0.67 | 4.08+0.94
A.alabamensis - - - -
Aspergillus sp. - - - -

A. terreus 529+1.22 | 582+134 | 848+1.96 | 12.04+2.78
Avrea de crecimiento cm? + Desviacion estandar.
Crecimiento en presencia de diésel y gasolina.
Area de crecimiento (cm?) en presencia de diésel y gasolina
Diésel Gasolina
Cepas
1% 2% 1% 2%
A. amstelodami 6.78 £1.43 428+090 | 1.93+041 -
Cladosporium perangustum | 1.41+0.30 1.40+0.30 | 6.23+1.31 | 4.20+£0.32
Nigrospora osmanthi 7.92 +1.67 6.05+1.27 | 3.39+0.71 | 2.66 £0.56
Aspergillus sp. 598 +£1.22 341+0.72 | 1.76 £0.37 | 1.81+£0.38
Aspergillus sp. 17.38+2.04 | 8.49+1.00 - -
Penicillium chrysogenum 13.35+2.81 | 13.74+2.89 | 5.38+1.13 | 5.05+1.06
A. versicolor 22.05+3.42 | 17.82+2.76 | 9.46+1.47 | 6.44£0.50
A.alabamensis 1756 £251 | 13.66+1.95 | 248 +0.35 -
Aspergillus sp. 536+1.13 - 1.50+0.32 | 1.19+0.25
A. terreus 497 +1.05 3.61+0.76 | 204+£0.43 | 1.44+0.30

Area de crecimiento cm? + Desviacién estandar.
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