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RESUMEN

En este trabajo se evaluó la biodegradación de los colo-
rantes azul reactivo 19 (A19) y amarillo tartrazina (A5), que 
se utilizan en la industria textil y alimenticia ecuatoriana 
respectivamente; con la aplicación de extractos crudos ob-
tenidos de la fermentación en estado sólido (FES) y de la 
fermentación en estado líquido (FEL) del bagazo de caña 
de azúcar (BC). Se utiliza como agente biológico una cepa 
obtenida de un hongo basidiomiceto que se recolecta en 
la costa ecuatoriana (Pleurotus djamor), codificado como 
Pd318. Experimentos iniciales demostraron que no existe 
inhibición del crecimiento de Pd318 (hasta la etapa de co-
lonización) por la presencia del colorante en el medio. En 
el sistema (FEL) se observó que la máxima actividad laca-
sa (Lac) fue de 0.952 UL-1 a los 14 días de fermentación, y 
para la enzima manganeso peroxidasa (MnP) fue de 0.074 
UL-1 a los 9 días de fermentación. En (FES), las máximas 
actividades se presentaron a los 20 y 15 días de fermenta-
ción, con valores de 0.18 UL-1 y 0.11 UL-1 para Lac y MnP, 
respectivamente. Se utilizaron los extractos enzimáticos 
crudos (ExC), obtenidos en el sistema (FEL), con la cepa 
Pd318, se alcanzaron porcentajes de biodegradación del 
9.91 ± 0.6 % y 9.92 ± 0.5 % de los colorantes A19 y A5, 
respectivamente, en un tiempo de 10 minutos de reac-
ción; para el caso de los ExC obtenidos en el sistema 
(FES), se alcanzaron porcentajes de biodegradación del 
18.54 ± 2.1 % y 14.58 ± 0.3 % de los colorantes A19 y A5, 
respectivamente.

Palabras clave: biodegradación, colorantes industriales, 
extractos enzimáticos.

ABSTRACT

In this work the biodegradation of reactive blue dyes 19 
(A19) and tartrazine yellow (A5), used in the Ecuadorian 
textile and food industry respectively, was evaluated; with 
the application of raw extracts obtained from solid state 
fermentation (FES) and liquid state fermentation (FEL) 
of sugarcane bagasse (BC). Using as a biological agent 
a strain obtained from a basidiomycete fungus collected 
on the Ecuadorian coast (Pleurotus djamor) encoded as 
Pd318. Initial experiments showed that there is no inhibi-
tion of the growth of Pd318 (until the colonization stage) 
due to the presence of the dye in the medium. In the FEL 
system it was observed that the maximum lacasa (Lac) ac-
tivity was 0.952 UL-1 at 14 days of fermentation, and for the 
manganese peroxidase enzyme (MnP) it was 0.074 UL-1 at 
9 days of fermentation. In (FES) the maximum activities 
were presented at 20 and 15 days of fermentation, with 
values of 0,18 UL-1 and 0.11 UL-1 for Lac and MnP respec-
tively. Using the crude enzyme extracts (ExC) obtained in 
the (FEL) system with strain Pd318, biodegradation per-
centages of 9.91 ± 0.6 % and 9.92 ± 0.5 % of the dyes 
A19 and A5 respectively were reached, in a reaction time 
of 10 minutes, in the case of ExC obtained in the (FES) 
system, biodegradation percentages of 18.54 ± 2.1 % 
and 14. 8 ± 0.3 % of the dyes A19 and A5 were reached 
respectively.

Key words: biodegradation, industrial dyes, enzymatic 
extracts.
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INTRODUCCIÓN

En la actualidad miles de moléculas sintéticas, como pigmentos y colorantes, son usados a diario en las 
industrias textiles, papeleras, farmacéuticas y de alimentos (1). Los procesos industriales y el avance de la 
tecnología aún no han permitido lograr que el 100 % de estas moléculas sean retenidas por el material o 
producto al que estén destinados a colorear. De acuerdo con el tipo de colorante que se utilice, se estima que 
la remoción de estas moléculas, por medio de métodos convencionales, logre remover entre el 2 y 50 % de 
estas, generalmente, la complejidad de los procesos de remediación se da debido a su origen sintético y a la 
estructura de estas (2).

Existen muchos métodos ya establecidos para el tratamiento de aguas contaminadas con colorantes, en-
tre los cuales destacan procesos físicos y químicos, donde los contaminantes no son destruidos del todo sino 
degradados, muchas veces en compuestos más tóxicos que los originales (3); en la actualidad, los métodos 
biológicos se destacan por ser amigables con el medio ambiente y por tener una alta efectividad en la remo-
ción de contaminantes (4). Los métodos biológicos utilizan microrganismos, tales como hongos y bacterias, 
en mecanismos aerobios o anaerobios, estos métodos son conocidos como biorremediación (5) y, para que 
esto suceda, se le debe otorgar a los microrganismos las condiciones físicas y químicas adecuadas, para 
que puedan adaptarse a un medio, en presencia de los colorantes, y los degrade; o bien puedan producir 
metabolitos útiles como las enzimas, para ser utilizadas en procesos de biorremediación.

Los hongos de pudrición blanca son organismos que tienen la capacidad de producir un complejo enzimá-
tico, conformado por un grupo de enzimas, entre las cuales se destacan las enzimas manganeso peroxidasa 
(MnP) y lacasa (Lac); enzimas que tienen actividad oxidativa frente a una amplia variedad de compuestos 
tóxicos, tales como, plaguicidas, colorantes industriales, hidrocarburos poliaromáticos, entre otros (6-8). Los 
sistemas de fermentación son procesos utilizados, fundamentalmente, para la producción de sustancias o 
enzimas deseadas, en donde, determinados sustratos orgánicos son transformados por acción microbiana 
en metabolitos y biomasa, mediante el control adecuado de los factores físico-químicos, que afectan el ren-
dimiento de las fermentaciones, tales como, oxígeno, temperatura, pH, entre otros (9). El objetivo del estudio 
fue evaluar la efectividad y la caracterización de la cinética enzimática de dos cepas de hongos de pudrición 
blanca nativas del Ecuador y analizar su efectividad de remoción de colorantes industriales presentes en 
aguas residuales, en procesos fermentativos (FES) y (FEL).

MÉTODOS

Cultivos fúngicos
Se utilizó un hongo de pudrición blanca recolectado en la costa ecuatoriana, del cual se obtuvo una cepa 

que fue codificada como Pd318, perteneciente a la especie Pleurotus djamor. La cepa fue identificada, mole-
cularmente, en los laboratorios MacroGen de Corea, y fue depositada en el banco de cepas de la Universidad 
Técnica de Manabí. Los cultivos puros se mantuvieron en tubos con agar papa dextrosa (PDA), a 4 °C. 

Crecimiento y presencia de la enzima lacasa con ABTS
Para evaluar si la cepa Pd318 es capaz de crecer en presencia de los colorantes A19 y A5, así como 

expresar enzima lacasa, se establecieron experimentos en placas Petri, las cuales contenían disueltos los 
colorantes seleccionados, en un medio de cultivo con agar- agar y los nutrientes definidos por Chang et al. 
(10). Se evaluó la velocidad de crecimiento (cm/día) del hongo frente a un blanco (placas Petri sin presencia 
del colorante), durante 7 días de incubación a 26.5 °C. En el caso de la evaluación de la expresión de la en-
zima lacasa, se utilizó el reactivo ABTS (2.2-azinobis-[3 etilbenzotiazolin-6-sulfónico]), en el medio con una 
concentración de 0.1 g/L; la presencia de un halo de color verde confirma la presencia de la enzima lacasa.

Pretratamiento del sustrato lignocelulósico
Se seleccionó bagazo de caña de azúcar como sustrato lignocelulósico, que fue sometido a una reduc-

ción del tamaño hasta alcanzar un tamaño de partícula entre 0.15 a 20 mm (Φ equivalente = 1.30 mm) (11), 
posteriormente, fue deshidratado (8 horas /65 °C), hasta alcanzar una humedad de almacenaje del 16 %.

Condiciones de fermentación y cultivo
El cultivo en fermentación líquida (FEL) se realizó en matraces Erlenmeyer, que contenían 1 g de bagazo 

de caña de azúcar pretratado y tarados a 100 mL, con un medio líquido enriquecido, previamente optimizado 
((NH4)2SO4 = 1 gL-1; C22H12O22=4.7951 gL-1; y K3PO4=0.1 gL-1) (12). En el caso del sistema de fermentación 
sólida (FES), la experimentación se desarrolló en matraces Erlenmeyer de 250 mL, empleando 10 g de ba-
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gazo de caña de azúcar   pretratado, a los cuales se les adicionó la cantidad necesaria de agua enriquecida, 
con los mismos nutrientes utilizados en el sistema (FEL), para que el sustrato lignocelulósico alcance una 
humedad del 75 ± 5 %. Todos los matraces (FEL) y (FES), se esterilizaron en autoclave (BIOBASE BKQ-B75 
II) y, posteriormente, fueron inoculados con un bucle de agar, de 1 cm2 proveniente de placas obtenidas de 
las cepas en estudio, según lo establecido por Sandhya et al. (13). 

Los procesos fermentativos en los dos sistemas se llevaron a cabo a una temperatura de 26.5 ± 5 °C, 
durante 16 días, para (FEL), y 21 días para (FES). En el caso de (FEL), el proceso se desarrolló en agitación 
orbital (120 rpm) (14). Todos los experimentos fueron planteados por triplicado. 

Ensayos enzimáticos
Los extractos fúngicos en (FES), se obtuvieron por arrastre con una solución de Tween 80 (0.1 % v/v, pH 

5.5) (15), con una relación de 5 mL/g de sustrato. En (FEL) el muestreo fue directo, tomando alícuotas de 15 
mL, cada 48 horas. Los extractos fueron filtrados (0.45 µm) y centrifugados (5000 rpm / 20 min / 27 °C), con 
la finalidad de eliminar partículas en suspensión que interfieran en la medición espectrofotométrica. La acti-
vidad lacasa (Lac) se determinó midiendo el cambio de absorbancia A420 (ε420=36000 LM-1cm-1), cada 3 min, 
a 21 °C, debido a la oxidación de 10 mM de ABTS (2,2-azinobis-[3 etilbenzotiazolin-6-sulfónico]), en 100 mM 
de tampón acetato de sodio (pH 5) (16). Una unidad de actividad Lac (U) fue definida como la cantidad de 
enzima requerida para oxidar 1 µm de ABTS, en 1 minuto. La actividad Manganeso Peroxidasa (MnP) fue 
determinada debido a la oxidación del reactivo 2-metoxifenol (guaiacol, pH 4.5) con 2 mM de MnSO4 (pH 5), 
1 mM de H2O2 y 100 µL de los diferentes extractos, el cambio de absorbancia A465 (ε465=5570 LM-1 cm-1) fue 
evaluado cada 3 min, a 21 °C. Una unidad de actividad enzimática MnP (U) fue definida como la cantidad de 
enzima requerida para oxidar 1 µm de guaiacol, en 1 minuto (17,18).

Degradación de los colorantes A19 y A5 en (FEL) y (FES)
La degradación de los colorantes fue evaluada con un espectrofotómetro UV marca THERMO SCIENTI-

FIC - EVOLUTION 60S. Se utilizaron soluciones modelo de los colorantes A19 (A594) y A5 (A429), con una 
concentración de 200 ppm. Se prepararon experimentos con: 500 µL de la solución modelo y 500 µL de los 
ExC, obtenidos en los días de máxima actividad de las enzimas Lac y MnP de las diferentes fermentaciones 
(FEL y FES); cada experimento se mantuvo a una temperatura constante de 26.5 °C ‘al baño de  María’, para, 
posteriormente, determinar el cambio de absorbancia en el tiempo. El blanco utilizado contenía la solución 
modelo y agua destilada. Modificado de Garcés et al. (19).

Análisis estadísticos
Los valores obtenidos de la velocidad de crecimiento de la cepa Pd318, en presencia de los colorantes 

A19 y A5 y del indicador ABTS, fueron comparados mediante la prueba de múltiples rangos, con la ayuda del 
paquete estadístico Statgraphics Centurion XV.I.

RESULTADOS y DISCUSIÓN 

Crecimiento y presencia de la enzima lacasa con ABTS
En la figura 1, se observa la velocidad crecimiento de la cepa Pd318 sobre placas que contenían los dife-

rentes colorantes evaluados. En ninguno de los casos se observó una inhibición del crecimiento (longitud del 
micelio) por la presencia de los colorantes en el medio, sin embargo, se observaron cambios en la densidad 
de este, lo cual fue más evidente en el caso del colorante A19.

En la tabla 1, se observan las velocidades de crecimiento del micelio, durante los 7 días de incubación. Las 
placas que contenían el colorante A19 mostraron una velocidad prácticamente constante, durante los 7 días 
de incubación con un promedio de crecimiento por día de 0.052±0.003 cm dia-1, para el colorante A5, la velo-
cidad promedio fue relativamente mayor, con un valor de 0.054±0.004 cm dia-1. La velocidad del crecimiento 
de la cepa Pd318, en placas que contenían los colorantes A19 y A5, en comparación con las placas que no lo 
contenían (blanco), son estadísticamente iguales, (tabla 2), en el caso de las placas que contenían el indicador 
ABTS, la velocidad disminuyó notablemente y, estadísticamente, es diferente como se muestra en la tabla 2.

La formación de un halo verdoso en todas las placas que contenían ABTS, indica que la cepa Pd318 
es capaz de expresar enzimas lignolíticas como las lacasas (figura 1), sobre esto Dai et al. (20) mencionan 
que, Pleurotus spp., es uno de los géneros de hongos de pudrición blanca que tiene una alta capacidad de 
producción de enzimas lacasas, y que la cantidad de isoformas expresadas son mayores que las producidas 
por otros géneros. 
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Figura 1. Velocidad de crecimiento de la cepa Pd318 sobre un medio, con 
los colorantes A19, A5 y el indicador de ABTS.

Tabla 1. Velocidad de crecimiento, de la cepa Pd318 en presencia de A19, A5 y el indicador ABTS

Velocidad de crecimiento durante 7 días de incubación
Día 1 Día 1 Día 1 Día 1 Día 1 Día 1 Día 1

A19 0,046±0,005 0,050±0,003 0,054±0,003 0,055±0,003 0,055±0,003 0,056±0,006 0,053±0,008

A5 0,054±0,004 0,052±0,002 0,061±0,002 0,058±0,003 0,060±0,003 0,054±0,007 0,057±0,005

ABTS 0,033±0,002 0,021±0,003 0,019±0,008 0,019±0,001 0,019±0,001 0,0200±0,023 0,020±0,028

BLANCO 0,047±0,006 0,047±0,002 0,055±0,004 0,057±0,003 0,057±0,003 0,058±0,0054 0,054±0,000

Tabla 2. Prueba de múltiples rangos de la velocidad de crecimiento de 
la cepa Pd318, en presencia de A19, A5 y el indicador ABTS

Casos Media Grupos homogéneos
ABTS 7 0,0216286 X
A19 7 0,0525286 X
BLANCO 7 0,0533857 X
A5 7 0,0552571 X
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Figura 2. Actividad enzimática Lac y MnP con la cepa Pd318, en los sistemas (FEL) y (FES).

Tres familias de enzimas lignolíticas han sido reportadas como el complejo enzimático de las especies de 
Pleurotus; lacasa (21), manganeso peroxidasa y versátil peroxidasa (VP) (22), pero carecen de peroxidasa 
de lignina; sobre esto, Díaz-Godínez et al. (23) informan que en Pleurotus ostreatus, el papel que, general-
mente, jugaba la peroxidasa de lignina, ha sido asumido por la peroxidasa versátil.

Ensayos enzimáticos en (FES) y (FEL)

En la figura 2, se muestran los perfiles enzimáticos para las enzimas lacasa (Lac) y manganeso peroxi-
dasa (MnP), que se obtuvieron  en los sistemas (FEL) Y (FES), con la cepa Pd318. Existe una marcada di-
ferencia en los tiempos en que se presenta la mayor actividad enzimática, en cada sistema. Se observó que 
en el sistema (FEL) la actividad enzimática incrementa después de los 9 días de fermentación, y alcanza una 
actividad enzimática máxima a los 14 días, con un valor de 0.95 UL-1, mientras que en el sistema de (FES), la 
actividad enzimática Lac, muestra un incremento acelerado de la actividad a partir de los 15 días de fermen-
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tación, llegando a un valor máximo de 0.18 UL-1, a los 20 días de fermentación, que resulta mucho menor al 
valor alcanzado en el sistema (FEL).

En el sistema (FEL), la actividad MnP muestra un incremento a partir del segundo día de fermentación 
para, posteriormente, descender; el valor máximo alcanzado en este sistema fue de 0.074 UL-1, a los 9 días 
de fermentación, mientras que en el sistema (FES), se mostraron dos picos de actividad (figura 2); el primero, 
a los 16 días, con un valor de 0.0456 UL-1 y, el segundo y máximo valor de actividad de 0.076 UL-1 , a los 20 
días de fermentación.

Los resultados mostraron que la mayor actividad enzimática lac, se alcanza en el sistema (FEL). En el 
caso de la actividad enzimática MnP, se observó que en los dos sistemas (FEL) y (FES), se alcanzan simi-
lares valores de actividad enzimática pero, en diferentes tiempos. Motato et al. (24) mencionan que en un 
sistema (FES), las enzimas MnP y Lac, incrementan su actividad justo en la etapa de fructificación de los 
hongos (formación de las setas), lo que evidencia el rol fisiológico de estas enzimas dentro de esta etapa de 
crecimiento de los hongos de pudrición blanca.

Velocidad de degradación de los colorantes A19 y A5 en (FEL) y (FES)

    Azul 19    Amarillo tartraxzina 5

Figura 3. Relación lineal inversa.

En la figura 3, se observa la velocidad de la degradación de los colorantes textil A19 y alimenticio A5, 
con los ExC recolectados en los sistemas (FEL) y (FES), en los días de máxima actividad Lac y MnP. El 
comportamiento de la degradación de los colorantes fue similar en los dos colorantes para cada sistema, 
respectivamente, sin embargo, los valores de degradación alcanzados fueron diferentes para cada uno de  
los ExC provenientes de los dos sistemas de fermentación utilizados. La máxima degradación del colorante 
A19 se consiguió a los 12 minutos de reacción, con el ExC obtenido de la (FEL), con un valor de 9.91 % de 
degradación. En el caso del ExC, proveniente de la (FES), la degradación alcanzada fue mayor (18.54 %) en 
un tiempo de 13 minutos. 

Para el colorante A5, la máxima degradación alcanzada con los ExC de la (FEL), fue similar al del colo-
rante A19; con un valor máximo de 9.92 % en un tiempo de 12 minutos de reacción. Por el contrario, con los 
ExC obtenidos de la (FES), la degradación máxima alcanzada fue de 14.58 %, en un tiempo de 12 minutos.

Los valores encontrados demuestran que los ExC obtenidos de la (FES) tienen mayor efectividad sobre 
los colorantes.

DISCUSIÓN

La cepa Pd318 del hongo basidiomiceto Pleurotus djamor, produce dos tipos de enzimas lignolíticas, 
como la  lacasa y manganeso peroxidasa, en sistemas de fermentación en medio líquido y en medio sólido. 

Los comportamientos de la actividad de las enzimas Lac y MnP, son diferentes en ambos sistemas de 
fermentación, esto se debe a los fenómenos que rigen, de manera particular en cada uno los sistemas, como 
son la transferencia de oxígeno y el estado fisiológico del hongo. Sobre esto, Téllez-Téllez et al.; (25), Soccol 
et al. (26) y Ashok et al. (27) mencionan que los procesos de transferencia de masa son mucho más rápidos 
en los sistemas (FEL), en comparación con el sistema (FES), ya que presentan gradientes en la transferencia 
de oxígeno y el acceso a nutrientes, en cada uno de los sistemas. Por otro lado, el acceso a los nutrientes es  
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un condicionante de la actividad enzimática, debido a que la (FES) y (FEL) tienen parámetros de optimiza-
ción diferentes. Para el sistema (FEL), existen informes que hacen énfasis en las condiciones y parámetros 
que rigen el medio de cultivo, señalan que en diversos de estos cultivos sumergidos de hongos filamentosos, 
la morfología y el tamaño de los pellets obtenidos para esta especie de Pleurotus spp, están determinados 
por el estrés mecánico, durante el cultivo (28), por lo que se necesita una distribución más homogénea del 
tamaño de estos. 

Valores de actividad enzimática considerablemente mayores a los encontrados en esta investigación, han 
sido informados, Guillén, et al. (29) determinaron una actividad enzimática lac, de 307 UL-1, y de manganeso 
peroxidasa 0.41 UL-1, en un sistema (FEL); sin embargo, Mora, et al. (30), informan un valor de actividad 
enzimática menor, para lac de 0.025 UL-1, a los 13 días de (FEL) de un residuo de vinaza, el mismo residuo 
utilizado por los dos autores. 

La actividad enzimática MnP observada en esta investigación, para los dos sistemas de fermentación 
(FEL) y (FES), fue baja; Sarka et al. (31), demostraron que la actividad MnP de Pleurotus ostreatus es baja, 
en ausencia de una fuente alterna de manganeso, factor no fue estudiado en esta investigación; así mismo, 
Giardina et al. (32) informan que la adición de Mn2+ a medios que contienen residuos de álamo y abeto, como 
sustratos lignocelulósicos, triplican el valor de la actividad de la enzima MnP. Por otra parte, Stajić et al. (33), 
informan que la suplementación de un hidrolizado de caseína en el medio, estimulan 15 veces la expresión 
de la enzima MnP. Knop et al. (34), corroboran esta información, y mencionan que la concentración de Mn2+ 
afecta, diferencialmente, la expresión de los genes que codifican las enzimas lignolíticas peroxidasas, que 
consisten en seis diferentes tipos de MnP cortas. Sin embargo, valores de actividad MnP, como el informado 
por Ruíz et al. (35), (0.017 UL-1), en un sistema FEL y el de Piña et al. (36) (0.25 UL-1), en un sistema FES, se 
muestran similares a los de esta investigación. 

Los valores de degradación alcanzados son bajos en comparación a los informados por otros autores 
como Kalmış et al. (37), quienes mencionan valores del 40 % de degradación del colorante textil Benazol 
Black ZN y del 25 % para amarillo tartrazina, valor confirmado por Papadopulou et al. (38), quienes informan 
el mismo valor para el colorante A5. 

A pesar de que los valores de actividad enzimática son mayores en el sistema (FEL) que en  los obser-
vados en el sistema (FES), los valores de degradación obtenidos con los ExC, del sistema (FEL), son muy 
bajos en comparación con los mencionados por otros autores y, sobre todo, a los encontrados en esta inves-
tigación, con los ExC del sistema (FES). Esto podría deberse a que los cultivos en (FEL), con este género de 
hongos, son utilizados, generalmente, para preparar mayor cantidad de inóculo, de un tamaño homogéneo, 
y que al resembrarse en medio sólido, los microrganismos crezcan rápidamente, y se evite la etapa de adap-
tación. Muchos autores hacen énfasis en la optimización de los parámetros de los diferentes sistemas de 
fermentación, con la finalidad de obtener enzimas lignolíticas. Los hongos basidiomicetos, como Pleurotus 
djamor, requieren gran cantidad de oxígeno para sus diferentes etapas de crecimiento (39). Es así que la 
cantidad de oxigeno que se transfiere a la célula de los hongos del género Pleurotus spp, limita la cantidad 
de isoformas de la enzima Lac y MnP, que produce este hongo (40), lo cual condiciona y limita la actividad 
enzimática o su aplicación en la degradación de los colorantes, como se observó en esta investigación.

CONCLUSIONES

La cepa Pd318, del hongo Pleurotus djamor, es capaz de crecer en un medio nutritivo en presencia de los 
colorantes: textil azul reactivo 19 (A19) y alimenticio amarillo tartrazina (A5), sin presentar inhibición, la for-
mación de un halo de color verdoso confirma que el hongo es capaz de expresar enzimas lignolíticas, como 
las lacasas (Lac); además, las evaluaciones cuantitativas demostraron que la enzima manganeso peroxidasa 
(MnP) también se produjo durante el crecimiento de la cepa, en los dos sistemas de fermentación (FEL) y 
(FES); los más altos valores de actividad enzimática se presentaron en (FES), para Lac (0.952 UL-1 a los 14 
días), y en (FES), para MnP (0.11 UL-1 a los 15 días). La máxima degradación de los colorantes A19 y A5 se 
obtuvo con los ExC, que se lograron con el sistema FES (18.54 ± 2.1 % y 14.58 ± 0.3 %). Las enzimas Lac 
y MnP obtenidas de la cepa Pd318, se muestran como una alternativa, directa o complementaria, promisoria 
para el tratamiento de aguas con altas cargas de colorantes textiles y alimenticios en el Ecuador.
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