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Resumen

Las tecnologias bioldgicas para la eliminacion de colorantes que contienen los efluentes textiles
estan en constante desarrollo, gracias a las ventajas que presentan en relacion a la proteccion del
medio ambiente. En este trabajo, se estudid una alternativa para la eliminacion del colorante
AR27, un compuesto altamente carcinogénico, a través del consorcio conformado por la bacteria
Pseudomonas putida y el hongo Trametes versicolor. Para estudiar el disefio del consorcio se
evalu6 el crecimiento de ambos organismos, la actividad lacasa que genera el hongo, la
concentracion de glucosa y la concentracion del colorante AR27, estas cinco variables durante el
tiempo en que los microorganismos alcanzaron sus maximos de crecimiento en cultivos liquidos
bajo condiciones de laboratorio. Para evitar problemas técnicos de muerte celular y para mejorar
el desarrollo del consorcio, también se evalud el efecto de la concentracion inicial tanto del
hongo como de la bacteria que se utilizaron para inocular los cultivos liquidos del consorcio. Se
propusieron dos esquemas de experimentacion para reforzar las condiciones de funcionamiento
del consorcio, el primero, fue estudiar los productos derivados de la decoloracion del AR27
generados mediante el consorcio y el segundo, fue revisar la posibilidad de incorporar una planta
acuatica en el consorcio como proveedor de una fuente de carbono, con la finalidad de minimizar
los costos de operacion. Los resultados indicaron que la interaccion de Trametes versicolor y
Pseudomonas putida mejoran el desarrollo del crecimiento de ambos organismos, la actividad
lacasa aumenta significativamente y se mejoran las condiciones de decoloracion del AR27. Fue
posible resolver problemas técnicos de muerte celular tanto de bacterias como de hongos al
encontrar la mejor relacion de biomasa fingica y bacteriana, misma que aumentaron la actividad
lacasa. Se verifico que cinco de los compuestos reportados en literatura como derivados de la
degradacion de AR27, no estuvieron presentes en la eliminacion de AR27 mediante el consorcio
aqui estudiado. Respecto a la estrategia de usar una planta como proveedor de sustratos para el
crecimiento del consorcio, se encontrd que Ricciocarpus natans no tuvo una respuesta favorable
en su desarrollo, bajo las condiciones estudiadas, mismas que no pueden ser cambiadas debido a
que son las que condicionan al consorcio a la eliminacion del colorante. Finalmente el consorcio
fue descrito a través de un modelo matematico no estructurado y determinista, mediante el cual
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se obtuvieron parametros de velocidades de reaccion de acuerdo con los modelos de Monod,
Luedeking-Piret y Michaelis-Menten, los parametros fueron utiles para describir al consorcio en
términos de crecimiento y eliminacion del AR27. En conclusion se generaron bases técnicas para
el uso de un consorcio como alternativa innovadora en el tratamiento de colorantes. Se resalta

que el consorcio propuesto aqui no esta reportado en la literatura.

Palabras clave: consorcio bioldgico, decoloracion, rojo acido 27, actividad lacasa

Abstract

The biological technologies for the elimination of dyes containing textile effluents are in
constant development, due to the advantages they have in relation to the environment protection.
In this work, an alternative for AR27 dye elimination, a highly carcinogenic compound, was
studied through the consortium formed by the bacterium Pseudomonas putida and the fungus
Trametes versicolor. To study the consortium design, the growth of both organisms, the laccase
activity that generates the fungus, the concentration of glucose and the concentration of the
AR27 dye were evaluated, these five variables during the time in which the microorganisms
reached their maximum growth. To avoid technical problems of cell death and to improve the
development of the consortium, the effect of the initial concentration of fungus and bacteria that
were used to inoculate the liquid cultures of the consortium was evaluated. Also, two
experimental schemes were proposed to reinforce the operating conditions of the consortium, the
first was to study the products derived from the discoloration of the AR27 generated by the
consortium and the second was to review the possibility of incorporating a water plant in the
consortium as a supplier from a carbon source, in order to minimize operating costs. The results
indicated that the interaction of Trametes versicolor and Pseudomonas putida improves the
development of the growth of both organisms, the laccase activity increases significantly and the
discoloration conditions of the AR27 are improved. It was possible to solve technical problems
of cell death of both bacteria and fungi by finding the best ratio of fungal and bacterial biomass,
which increased laccase activity. It was verified that five of the compounds reported in literature
as derivatives of the degradation of AR27 were not present in the elimination of AR27 by the

consortium studied here. Regarding the strategy of using a plant as a supplier of substrates for
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the growth of the consortium, it was found that Ricciocarpus natans did not have a favorable
response in its development, under the conditions studied, which cannot be changed because they
are the ones that condition to the consortium to the elimination of the dye. Finally, the
consortium was described through an unstructured and deterministic mathematical model,
through which parameters of reaction rates were obtained according to the models of Monod,
Luedeking-Piret Palabras clave: consorcio bioldgico, decoloracion, rojo acido 27, actividad
lacasa and Michaelis-Menten, the parameters were useful to describe the consortium in terms of
growth and elimination of AR27. In conclusion, technical bases were generated for the use of a
consortium as an innovative alternative in the treatment of dyes. It is highlighted that the

consortium proposed here is not reported in the literature.

Keywords: biological consortium, discoloration, acid red 27, laccase activity
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1.1. Introduccion

Las legislaciones en materia de tratamiento de efluentes textiles que son la referencia para
México (Lezama y Graizbord, 2010), tales como las de la Unidén Europea y las de Estados
Unidos, han motivado investigaciones para el mejoramiento de tratamientos que minimicen el
efecto negativo hacia el medio ambiente, tanto de los contaminantes como de los procesos para
eliminar los contaminantes (Robinson et al., 2000). A pesar de la amplia disponibilidad de
tratamientos fisicoquimicos para remediacién agua contaminada con colorantes, los tratamientos
biotecnoldgicos ofrecen una nueva alternativa (Cattoor, 2007; Boyter, 2007), que es considerada
como “amigable con el medio ambiente”, evitando el uso de sustancias o procesos que pueden

provocar contaminacion secundaria (Robinson et al., 2000).

Los tratamientos biotecnologicos se basan en las propiedades de los vegetales (Khandare et al.,
2011), liquenes (Kulkarni et al., 2014), algas (Daneshvar et al., 2007), bacterias (Garg et al.,
2012), hongos (Gavril y Hodson, 2007), consorcios bacterianos (Lade et al., 2012; Pandey et al.,
2007), para producir sustancias que trasforman a los colorantes en compuestos inocuos (Garcés y
Peiniuela, 2006). Entre las sustancias mas comunes implicadas en la trasformacion de colorantes
estan las enzimas lacasas (Rivera-Hoyos ef al., 2013). Resultan en la literatura cientifica por sus
efectos benéficos para el medio ambiente y su aplicacion en procesos industriales (Dwivedi et

al., 2011).

Para mejorar la produccion de lacasas se utilizan compuestos denominados como mediadores e
inductores (Manavalan et al., 2013), todos ellos provenientes de la sintesis quimica (Bourbonnais
et al., 1997) o de la transformacion de productos naturales (Cafias et Camarero, 2010). También
existe una opcidn bioldgica que consiste en combinar microorganismos para formar consorcios
(Mann et al., 2015), los cuales aumentan significativamente la produccion de lacasas (Hailei et
al., 2009). Los consorcios mejoran sus productividades enzimaticas gracias a que la interaccion
entre microorganismos causa cambios en: a) los patrones y niveles de expresion enzimatica,
demostrado a partir de la generacion de nuevas isoformas de lacasas (Rivera-Hoyos et al., 2013),
la disminucion de la susceptibilidad a la contaminacion bioldgica, causada por microorganismos

ajenos al consorcio que no participan activamente en la eliminacién del colorante (Lu et al.,
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2009), ¢) el aumento de la resistencia del consorcio a las condiciones abidticas altamente toxicas

de los efluentes textiles (O'Neill ef al., 1999), entre otros.

Los consorcios naturales fueron los primeros sistemas de estudio en la produccion de lacasas y
en la eliminacion de colorantes, porque eran aislados del mismo efluente contaminado, el cual
mediante condiciones Optimas en laboratorio se conseguia aumentar si biomasa y su vitalidad
(Zhang et al., 2017). Pese a las multiples ventajas de los consorcios naturales (Zhang et al.,
2017), se dificulta el control de su crecimiento y de sus propiedades como degradadores (Nadell
et al., 2010). Teniendo como desventaja que algunos miembros del consorcio no participan en la
eliminacion de los colorantes (Cui et al., 2012). Es por lo anterior, que se ha propuesto disefar
los consorcios a la medida del problema de contaminacion de efluentes textiles (Wang et al.,

2015).

El disefio de un consorcio implica conocer las condiciones de crecimiento que beneficien a sus
miembros, tomando en cuenta que cada uno tiene requerimientos diferentes (Sanchez et al.,
2013). El analisis a detalle de las caracteristicas de los consorcios que cambian al momento de
adaptarse a condiciones de crecimiento estandar para todos los miembros, requeriria de la
determinacion de un numero elevado de variables y la elevada inversion de tiempo y dinero

(Mazzucotelli et al., 2014).

Ante este escenario, conviene recurrir a los andlisis cinéticos que proporcionan informacion
sobre el patron de crecimiento (TiSma et al., 2010), produccion de metabolitos (Casas et al.,
2013), consumo de sustratos (Abuhamed et al., 2004), entre otros. Los modelos cinéticos se
apoyan de pardmetros ampliamente descritos en la literatura (Thiruchelvam et al., 2007), que
pueden dar una idea general de la evolucidon de un proceso bajo diferentes condiciones de estudio
(Casas et al,, 2013). En este sentido creemos que los parametros de las ecuaciones cinéticas de
Monod (Basu et al., 2006) (para el crecimiento), el consumo de sustrato, Luedeking-Piret (Saat
et al., 2013) (para la produccion de enzimas) y las reacciones enzimaticas a través del modelo
cinético de Michaelis-Menten (Cristovao et al., 2009) (para la decoloracion), pueden

proporcionar datos que permitan describir el comportamiento de un consorcio.

El consorcio formado entre 7. versicolor como productor de enzima que decoloran azo-

compuestos colorantes (Gavril y Hodson, 2007) y a P. putida como degradador de compuestos
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aromaticos (Basu et al, 2006) (Imagen 1) no se ha estudiado para la producciéon de enzimas

decolorantes ni la eliminacion de colorantes.

En esta tesis se describe un marco conceptual que apoya la metodologia para evaluar un
consorcio formado por 7. versicolor y P. putida en relacion a su crecimiento, la produccion
enzimdtica y la decoloracion de un colorante azoico modelo, el rojo acido 27, proponiendo
describir el mecanismo de decoloracion y de produccion de lacasas mediante parametros

determinados de modelos cinéticos.

Imagen 1. Fotografias de etapas microscopicas de Trametes versicolor y Pseudomonas putida.
Tomadas de Stitnicky, (2008-2017) y Universidad de Salamanca, respectivamente.
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1.2. Justificacion

Por el tipo de contaminante y su persistencia, los efluentes de la industria textil representan un
reto para los desarrolladores de tecnologias en la eliminar compuestos toxicos. La afectacion a la
salud publica por la presencia de contaminantes textiles en el agua estd documentada, y se debe
principalmente a la estabilidad y composicion quimica de los colorantes, pues en principio se
sintetizan altamente estables para no ser trasformados en los procesos de la industria textil. La
composicion quimica altamente estable de los colorantes los hace dificiles de remover, degradar

y biodegradar.

Los estudios sobre la eliminacion del colorante se basaron en la decoloracion es decir en la
eliminacion del grupo cromoforo del colorante, no obstante mdas tarde se notifico que la
decoloracion no garantizaba la disminuciéon de la toxicidad. La disminucién toxica de los
efluentes se logra con mayor frecuencia en procesos donde los colorantes son degradados o

biodegradados.

A pesar de que degradacion microbiana es prometedora para la eliminacion de la toxicidad de los
efluentes textiles, existe el problema de la falta de adaptacion microbiana o de disminucion de la
estabilidad de las metabolitos microbianos, en los efluentes contaminados. En este punto, vale la
pena resaltar que con frecuencia se encuentran en la naturaleza ejemplos de asociaciones entre
microorganismos, también conocidas como consorcios, que facilitan la adaptacion a las
condiciones abidticas del ecosistema y en consecuencia la sobrevivencia es mejor para cada uno
de los organismos que forman parte del sistema. En la degradacion de compuestos toxicos se ha
notificado la participacion de consorcios microbianos conformados por una amplia diversidad de
especies, cada una de estas especies tiene participaciones diferentes las cuales en general

contribuyen en la degradacion completa del compuesto toxico.

En muchos estudios sobre consorcios biologicos no se conoce la identidad de sus miembros, la
naturaleza de sus interacciones, el tipo de mecanismo de trasformacion del colorante y la
naturaleza de los metabolitos generados que promueven la participacion colaborativa. El

desconocimiento de las variables antes mencionadas dificulta el control de los reacciones del
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consorcio y en el sentido de aplicacion dificulta su uso en los sistemas de tratamiento de agua

residual de escala real.

Se habla sobre los consorcios disefiados como una alternativa para tener el conocimiento sobre la
identidad de sus miembros, la naturaleza de sus interacciones y el conocimiento de los
mecanismos que emplea para la trasformacion de ciertos contaminantes, por lo tanto son una

opcion para resolver los problemas de contaminacion de efluentes textiles.

Un caso particular es el consorcio conformado por la bacteria Pseudomonas putida y el hongo
Trametes versicolor, mismos que no se han reportado como un consorcio para la degradacion de
colorantes. La razén por la que se proponen como un consorcio, estd relacionada con sus
caracteristicas particulares, a saber: el Trametes versicolor produce la decoloracion de ciertos
compuestos colorantes, con la consecuente generacion de metabolitos que pueden ser toxicos.
Aunque estos derivados de los colorantes podrian ser un sustrato para otra clase de
microorganismos. Por otro lado Pseudomonas putida consume compuestos aromaticos
recalcitrantes. Es probable que los compuestos que genera el hongo sean una fuente de carbono
asequible para la bacteria y que la bacteria puede aportar alguna clase de sustancias que mejore
el proceso de eliminacion de colorantes. El estudio del consorcio biolégico multiespecie para la
degradacion de rojo acido 27 responde a la necesidad de alternativas de sistemas bioldgicos para

la degradacion de colorantes.
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1.3. Objetivo General

Disefiar un consorcio bioldégico multi-especie conformado por Trametes versicolor 'y

Pseudomonas putida, usando analisis cinéticos, durante la degradacion de rojo acido 27.

1.3.1. Objetivos especificos

e Realizar el andlisis cinético y determinar parametros de crecimiento, consumo,
mantenimiento y productividad en sistema por lote con Pseudomonas putida y Trametes
versicolor, usando glucosa y/o rojo acido 27, en cultivos aislados y mixtos.

e Proponer un modelo matematico que contemple las interacciones metabodlicas del
consorcio: Trametes versicolor y Pseudomonas putida, en cuanto al crecimiento,
consumo, mantenimiento y productividad durante la decoloracion del colorante rojo

acido 27.

1.4. Hipotesis

El consorcio multiespecie conformado por Trametes versicolor y Pseudomonas putida como
sistema para el tratamiento de efluentes textiles, mejora la eliminacion del colorante rojo acido
27 en cultivos liquidos estudiados a nivel laboratorio. El crecimiento de consorcio debe sus
mejoras en la eliminacion del rojo acido 27 a las aportaciones de ambos organismos lo cual se
refleja en el aumento de la actividad enzimatica y en ritmo de crecimiento de los
microorganismos. A través de un modelo no estructurado se describe el crecimiento, el consumo
de sustratos y la produccion de enzimas del consorcio de Trametes versicolor y Pseudomonas

putida durante la decoloracion de rojo acido 27.
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2.1. Marco tedrico

2.1.1. Efluentes textiles y su tratamiento

La industria textil tiene un impacto negativo en el medio ambiente debido al elevado consumo de
agua subterranea y al nivel de contaminacion implicito en sus efluentes (Robinson et al., 2000).
Por un lado, el consumo de agua es de alrededor de 80-100 m? por tonelada de textiles acabados,
y por otro lado el agua residual tiene alrededor de 115-175 kg DQO (Demanda Quimica de
Oxigeno) por tonelada de textil acabado (Savin y Butnaru, 2008), lo que lo convierte en un
severo problema a nivel mundial. Como ejemplo se ha reportado que la industria textil ha sido
uno de los principales contribuyentes a la contaminacioén del agua en todo el mundo, causando
mas del 20% de los niveles registrados de contaminacion del agua en paises como Turquia,
Indonesia y China (entre el grupo de paises del G20) y también en Rumania y Bulgaria (en el

area de Europa Oriental), con mas del 44% en Macedonia (Paraschiv ef al., 2015).

Tabla 1. Grado de fijacion estimado para diferentes colorantes y fibras y su perdida en el
efluente. Tomado de O’Neill et al., (1999).

Clase de aplicacion del colorante Fibra Grado de fijacion (%) Perdida en el efluente (%)
Acido Poliamida 8995 5a20
Basico Acrilico 95a100 0a5s
Directo Celulosa 70 a 95 5a30
Disperso Poliéster 90 a 100 0al0
Complejo-metales Lana 90 a 98 2al0
Reactivo Celulosa 50290 10a 50
Azufre Celulosa 60 a 90 10 a 40
Vat Celulosa 80 a 95 5a20
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La principal fuente de contaminacion de las aguas residuales textiles proviene de los procesos de
tefiido y acabado; en donde se incorporan compuestos quimicos y colorantes (Savin y Butnaru,
2008), que al no adherirse a los materiales textiles se trasportan hasta el efluente, generando una
intensa coloracion, asociada a fluctuaciones del pH inadecuadas para la flora y fauna que entran
en contacto con el efluente (Bayramoglu et al., 2004). Dependiendo de la naturaleza de la fibra a
tefiir y la estructura quimica del colorante, se puede perder hasta el 40% del colorante en el

efluente, tal como sucede para las fibras hechas a base de celulosa (O’Neill ef al., 1999) (Tabla).

H
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- 1 :
w05~ 7 VY N0 presentes en las fibras textiles de celulosa.

Negro reactivo 5: Estructura de un colorante azoico reactivo.

Rojo acido 27: Debido a que la parte coloreada de la
molécula de colorante acido es anidnica, son atraidos a
grupos catidnicos, principalmente los grupos amonio, -NH3",
dentro de las fibras de lana, seda y nylon.

Figura 1. Ejemplos de colorantes azoicos. Tomados de Aspland (1998).

Se ha reportado que més de 80 000 toneladas de colorantes son producidos anualmente a nivel
mundial, de los cuales entre 60 y 70% son de tipo azoico (Mansour et al., 2007). Los azo
colorantes causan inhibicion de la fotosintesis acudtica, la reduccion del oxigeno disuelto,
toxicidad a la flora, fauna y a los humanos (Slokar y Marechal, 1998). Algunos colorantes
azoicos pertenecen a la categoria 3, definida como contaminantes carcinogénicos, de acuerdo con
la Agencia Internacional de Investigacion en Cancer (Wang et al., 2010). Las propiedades de los
colorantes azoicos que le permiten tener altos grados de estabilidad quimica, biologica y

fotocatalitica (Chung y Cerniglia, 1992), se deben a la presencia de uno o mas enlaces azo (-
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N=N-), anillos aromaticos y grupos sulfénicos (Almeida y Corso, 2014) (Figura 1). La presencia
de grupos sulfonicos u otro tipo de grupos aceptores de electrones, deja deficiente de electrones a

los enlaces azoicos, lo que les confiere una elevada estabilidad (Solis et al., 2012).

Un problema asociado a los efluentes textiles es que los colorantes pueden ser trasformados por
los microorganismos autoctonos del sitio contaminado a compuestos de aminas aromaticas
sulfonadas, derivados de fenol o del naftaleno (Pandey et al., 2007), los cuales representan un
riesgo para la salud publica, incluso superior a los colorantes de los que provienen (Mansour et

al., 2007).

Figura 2. Ruta de degradacion de AR27 mediante lacasas de 7. versicolor, en la que se aprecia
como compuestos derivados, naftaleno y benceno. Tomado de Gavril y Hodson (2007).

Otro ejemplo de esta clase de contaminacion es la trasformacién de colorantes a compuestos
fenolicos (del orden de 5 a 25 mgl!), mismos que al entrar en contacto con cloro se transforman
en compuestos policlorados de fenoles, que son altamente toxicos para el humano (Chung ef al.,

2003). En este sentido, no es de extrafiarse que en sistemas controlados de laboratorio este
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mismo fenémeno se presente, tal como lo reportaron Gavril y Hodson (2007) para la
trasformacion de rojo acido 27 a través de T. versicolor, en el que se generaron compuestos

aromaticos.

Tomando en cuenta lo anterior, es importante que las tecnologias de remediacion de efluentes

textiles se generen considerando las multiples variables que se presentan.

De cierto modo las legislaciones Europeas (Cattoor, 2007) y Norteamericanas (Boyter, 2007),
que son referencia mundial, en relacion al tratamiento de agua, intentan persuadir a la comunidad
cientifica a establecer métodos y procedimientos que prioricen la disminucion del riesgo a la

salud publica y al medio ambiente.

Vale la pena hacer una revision concreta sobre la gama de tratamientos para efluentes textiles,

para observar porque existe una tendencia por utilizar aquellos de base biotecnoldgica.
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2.1.2. Tratamientos fisicoquimicas

Para eliminar a los colorantes del efluente textil se reportan dos tendencias importantes, la
primera consiste en remover el colorante; es decir transportandolo a una matriz diferente a la del
efluente sin que necesariamente el colorante tenga modificaciones quimicas (Zhenhuan et al.,
2018) y la segunda es a través de la degradacion del colorante hasta ser reducido su peso

molecular o incluso convertido a CO2 y H20 (Slokar y Marechal, 1998; Pandey et al., 2007).

Figura 3. Eliminacion por remocion. Se esquematiza el proceso de preparacion de una
membrana elaborada a base de sulfuro de polifenileno para la remocién de colorantes, tomada de
Zhenhuan et al., (2018).
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Figura 4. Eliminacion por biodegradacion. Se muestra el mecanismo de degradacion de un
colorante azoico sulfonado. La degradacion esta mediada por la presencia de la enzima
peroxidasa, este ejemplo fue tomado de Goszczynski et al., (1994).
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Los tratamientos de remocion mas usados son; a) la coagulacioén/floculacion que consiste en usar
sales inorganicas para aglutinan particulas suspendidas en el medio acuoso, seguido por la
adicion de un polimero que captura los coagulos producidos, aumentando el peso de las
particulas que sedimentan con facilidad (Bidhendi et al., 2006). Por su parte, b) la
electrocoagulacion consiste en una serie de reacciones electroliticas en las superficies de
electrodos que forman codgulos en la fase acuosa que adsorben a los contaminantes y después

son removidos por sedimentacion (Bayramoglu et al., 2004).

Otras tecnologias se basan en la absorcion de colorantes a ciertos materiales sintéticos o
naturales. Tales como el carboncillo de madera, carbon sulfonado, carbon activado en polvo,
cascara de naranja, s6lidos de aguas residuales pasteurizados y macro-hongos pulverizados

(Forgacs et al., 2004).

Por otro lado, en el tratamiento a base de degradacion de colorantes; destaca el uso de ozono para
oxidar contaminantes no susceptibles a biodegradacion (Arslan-Alaton y Alaton, 2006). Otra
opcion es la oxidacion por fision homolitica de perdxido de hidrogeno (H20:2), que usa la
irradiacion de luz ultravioleta para generar radicales OH*, estos tltimos oxidan a los colorantes
(Arslan-Alaton y Alaton, 2006). Finalmente se menciona a la oxidacion con el reactivo Fenton,

que consiste en el uso de H>O; activado con una sal de Fe (II) (Slokar y Marechal, 1998).

A pesar de la amplia gama de opciones en tecnologias fisicoquimicas, éstas presentan la
desventaja de producir niveles elevados de lodos residuales, altos costos de operacion y
problemas de contaminacion secundaria, lo que limita su implementacion en las plantas de
tratamiento de efluentes textiles (Bayramoglu et al., 2004). De manera que el siguiente apartado
muestra las bondades de las biotecnologias como alternativa efectiva para eliminar

contaminantes de los efluentes textiles.

2.1.3. Tratamientos de base biotecnoldgica

En primer lugar, es importante tomar en cuenta que las biotecnologias se basan en las
propiedades de los vegetales, algas, hongos, bacterias, liquenes, consorcios, entre otros, para
trasformar a los colorantes. Los microorganismos producen enzimas en condiciones abidticas
aerdbicas 0 anaerdbicas, estas biomoléculas son las responsables de oxidar o reducir a los
colorante (Pandey et al., 2007; Baldrian, 2004), aunque también se ha reportado que remueven
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colorantes al adherirlos por sorcidon a los componentes de la membrana o pared celular (Almeida
y Corso, 2014). Hay evidencias que indican que en la biosorcion son los heteropolisacaridos y

lipidos de la pared celular, los responsable de remover colorantes (Solis et al., 2012).

2.1.3.1. Plantasy algas
El uso de plantas para eliminar contaminantes se conoce como fitoremediacion; los colorantes
pueden sorberse, acumularse, transformarse y volatilizarse al entrar en contacto, principalmente
con las raices de las plantas (Delgadillo-Lopez et al., 2011). Las plantas que tienen raices largas
y un crecimiento rapido, como es el caso de Aster amellus Linn, son un buen candidato para
eliminar colorantes (Khandare et al., 2011). Por otro lado, se sabe que las algas tienen elevada
resistencia a las condiciones abioticas de los efluentes textiles y propiedades de degradacion de
colorantes. Es por lo anterior que el verde de malaquita se eliminé con la macroalga Chara sp. a
través de mecanismos de degradacion y/o sorcion (Khataee ef al., 2010). Un inconveniente en el
uso de plantas o algas es que en general tardan méas que hongos o bacterias en la eliminacion de

los colorantes (El-Sheekn et al., (2009).

Figura 5. a) Fotografia de la macroalga Chara sp. y b) la planta Aster amellus Linn, la
diversidad de los organismos para el tratamiento de colorantes es muy amplia. Tomadas de
Ganden World Images.
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2.1.3.2. Bacterias
Un ejemplo de degradacion bacteriana lo reportdé Pandey et al, (2007) para bacterias
metanogénicas y acidogénicas, los estudios en ellas indican la produccion de azoreductasas que
trasforman colorantes azoicos en aminas aromaticas. Es comtn que la degradacion de colorantes
con bacterias requiera de condiciones abidticas de anaerobiosis, esto fue constatado en la
revision elaborada por Solis ef al., (2012) en donde se indica que bajo dichas condiciones se
produce: FMN- reductasa dependientes, FMN- reductasa independientes, NADH-reductasa
dependientes, NADPH-reductasa dependientes y NADH-DCIP reductasas). Bajo condiciones
aérobicas las enzimas bacterianas que se producen son las manganeso peroxidasa (MnP), lignina
peroxidasa (LiP), lacasas (Lac), tirosinasa (Tyr), N-dimetilasa y celobiosa deshidrogenasa. Para
autores como Chan et al., (2012) la identificacion de esta clase de enzimas mas el seguimiento de
los metabolitos de degradacion del colorante, fueron suficientes para proponer una ruta

metabolica de degradacion (Chan et al., 2012).

Figura 6. Planta de tratamiento de colorantes a través del uso de bacterias. Tomada de
Alibaba.com.

Mientras que la decoloracion bacteriana es frecuente en condiciones anaerdbicas, la
mineralizacion lo es en condiciones aerobicas (Pandey et al., 2007). Es posible hacer
modificaciones de aerobiosis para lograr una degradacion que favorezca la eliminacion de
colorantes, esta idea se reportd por el grupo de trabajo de Garg en el 2012. El proceso
desarrollado consisti6 en reducir enlaces azoicos para formar aminas aromaticas

(anaerobicamente) y después desaminar o deshidrogenar dichas aminas (aerobicamente).
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2.1.3.3. Hongos
Los hongos mas extensamente explorados en lo que respecta a la degradacion del colorante son
los hongos ligninoliticos (Bumpus, 2004). Aparte de esto, se han notificado a Phanerochaete
chrysosporium, Coriolus versicolor, Trametes versicolor, Funalia trogii, Penicillium
geastrivous, Rhizopus oryzae, Pleurotus ostreatus, Rigidoporus lignosus Pycnoporus
sanguineus, Aspergillus flavus y Aspergillus niger, que son capaces de degradar los colorantes
azoicos (Fu y Viraraghavan, 2001, Wesenberg et al., 2003). Los hongos de podredumbre blanca
producen lignina peroxidasa, peroxidasa de manganeso y lacasa que degradan muchos
compuestos aromaticos debido a sus sistemas enzimaticos inespecificos (Revankar y Lele, 2007),
las condiciones abidticas de degradacion con hongos con frecuencia son a pH acido y con

aerobiosis (Wesenberg et al., 2003).

Figura 7. Observacion vicual de los colorantes Rojo Reactivo 198 (A), Azul Reactivo 21 (B),
Azul Reactivo 214 (C) y la mezcla (D) decolorados por P. simplicissimum INCQS 40211
después de 0 dias (1), 2 dias (2), 5 dias (3), 7 dias (4) y 14 dias (5) de incubacion. Tomada de
Bergsten-Torralba ef al., (2009).
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2.1.3.4. Consorcios

Se pueden clasificar a las biotecnologias basandose en el nimero de organismos que participan
en el bioproceso; cuando se trata de un solo organismo se denomina tratamiento con
monocultivos y los tratamientos con consorcio implican mas de un microorganismo (Ghrosh et
al., 2016). Los reportes sobre decoloracion de azocompuestos con monocultivos de plantas,
hongos y bacterias tienen limitaciones que se asocian a la baja produccién de enzimas o a la
degradacion parcial del colorante (Pandey et al., 2007; Baldrian, 2004). Por su parte, los
consorcios han demostrado superar las limitantes de los monocultivos (Ghrosh et al., 2016). En
el estudio de Lade ef al., (2012) se comprobo6 un fenémeno de sinergismo generado a través de la
interaccion de Aspergillus ochraceus NCIM-1146 (hongo) con Pseudomonas sp. SUKI
(bacteria), que aument6 la degradacion y desintoxicacion del colorante azoico rubina GFL. De
manera similar Kabra et al., (2013) demostraron que la interaccion entre Glandularia pulchella
Tronc. (planta) y Pseudomonas monteilli ANK (bacteria) indujo el 100% de degradacion del
colorante escarlata RR gracias a un acoplamiento enzimatico. Lo anterior ilustra que los
consorcios son ventajosos con respecto a los monocultivos, las razones de ese hecho estan
documentadas, sin embargo antes de tocar esos temas, vale la pena hacer una diferenciacion

entre los tipos de consorcios a los que se hace referencia en la literatura.

Figura 8. Los consorcios tienen relaciones interespecificas que mejoran un bioproceso. Su
acoplamiento enzimatico es uno de los mecanismos que usan para lograrlo. Tomada de Baran et
al., (2015)

Se habla de consorcios naturales a aquellos microorganismos extraidos del sitio contaminado con
efluentes textiles (Du et al., 2015). Para obtener este tipo de microorganismos basta con
muestrear el lugar contaminado con colorantes, implementar en el laboratorio su crecimiento
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bajo condiciones menos nocivas y reutilizarlos en los sitios contaminados (Ramasany et al.,

2012).

Los consorcios naturales tienen la desventada de ser considerados como sistemas de ‘“caja
negra”, porque no se conoce la identidad, la interacciéon (mutualismo, comensalismo,
amensalismo o competencia) (Ghosh et al.,, 2016), o el tipo de participacion de cada miembro
(Cui et al.,, 2012). Lo anterior tuvo lugar en el trabajo de Cui et al., (2012), que consisti6é en
evaluar en funcionamiento de una biopelicula de hongos-bacterias, no estéril, que trabajé en un
sistema continuo durante 4 meses en el tratamiento de un efluente textil, los resultados indicaron
que solo C. tropicalis y Candida sp. prevalecieron hasta el final del tratamiento, mientras que el
resto de los microorganismos murié o sobrevivié sin mostrar indicios de haber participado en la

eliminacion del colorante.

Los consorcios disefiados son un sistema ‘“hecho por el hombre” en el que se induce el
crecimiento de dos o mas organismos en el mismo cultivo, elegidos con base en sus funciones
para mejorar un bioproceso (Nadell et al., 2010). Existen pocos reportes en la literatura acerca de
consorcios disefiados aplicados en el tratamiento de colorantes (Kuhar et al., 2015; Almeida et
Corso, 2014; Mishra et Malik, 2014; Kurade et al., 2012; Chan et al., 2012; Jadhav et al., 2008),
lo anterior es probable que sea debido a la dificultad que representa combinar microorganismos
con requerimientos distintos, en sistemas donde comparten sustratos, crecer bajo condiciones no
optimas y comparten espacio. No obstante, las desventajas del crecimiento en consorcio salen de
la atencion de la presente tesis doctoral, porque el objetivo es destacar las ventajas inminentes de

este tipo de sistemas biologicos.

Un analisis superficial de las biotecnologias para tratar colorantes en funcion del tipo de
microorganismos involucrado, resalta que las lacasas son el tipo de enzima que la mayoria de los
organismos produce (Singh et al., 2015). Esto no es una novedad, de hecho son las enzimas de
mayor importancia no solo en el tratamiento de contaminantes persistentes sino también por sus
aplicaciones a nivel industrial (Dwivedi et al., 2011). Son de interés en este trabajo, porque
coincidentemente su expresion estd afectada por los consorcios. Un preambulo mas detallado
sobre las lacasas nos llevara a comprender porque son tan frecuentes e importantes en el

tratamiento de efluentes textiles.

DISENO DE UN CONSORCIO BIOLOGICO MULTI-ESPECIE PARA LA
DEGRADACION DE R0OJO ACIDO 27

Pégina3 1



Doctorado en Ciencias Ambientales: José Roberto Gonzalez Reyes

2.1.4. Las lacasas

2.1.4.1. Distribucion bioldgica
La primera aparicion de las lacasas en la literatura fue a través del reporte de Yoshida en 1883,
en el cual se estudid la identificacion de los compuestos presentes en el latex extraido del arbol
Rhus vernicifera. Desde el reporte de Yoshida a la fecha, el nimero de referencias aumento
considerablemente, mostrando que las lacasas estan distribuidas en muchos organismos con

funciones diversas (Rivera-Hoyos ef al., 2013).

Las lacasas son producidas por insectos (Rivera-Hoyos et al., 2013), plantas, hongos, bacterias
(Liu et al., 2013) y cianobacterias (Afreen ef al., 2016), entre otros. Pueden estar ubicadas en la
parte extracelular (plantas y hongos) e intracelular (bacterias) (Diamantidis et al., 2000) lo cual
sugiere que tienen funciones fisioldgicas distintas (Asgher et al, 2008). Por ejemplo, en los
insectos, su principal funcion es la de participar en el proceso de esclerotizacion que consiste en

el endurecimiento de tejido, a través de la sintesis de cuticula epidérmica (Font et al., 2006).

Figura 9. Se muestra la planta y laca del arbol Rhus vernicifera el primer organismo en el que se
detecto la presencia de lacasas. Tomada de Aloy (2006).

En plantas, participa en la sintesis de lignina (Font et al., 2006), mientras que en los hongos,

participan en la degradacion de lignina (Alcalde, 2015), ademads de participar en la pigmentacion
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(Manavalan et al., 2013), esporulacion y la formacion de cuerpos fructiferos (Rivera-Hoyos et
al., 2013). En bacterias, las lacasas estdn relacionadas con los procesos de morfogénesis,
homeostasis de cobre, biosintesis de pigmentos y la proteccion de esporas contra la luz

ultravioleta y peroxido de hidrogeno (Manavalan et al., 2013).

En hongos la produccion de lacasas varia en cantidad y caracteristicas, un solo organismo puede
producir lacasas con caracteristicas diferentes denominadas isoformas, es decir enzimas con
diferente peso molecular que tienen actividad lacasa (Ramirez-Cavazos et al., 2014b). El numero
de isoformas depende del microorganismo, los niveles de nutrientes, las condiciones de
crecimiento, el estado de desarrollo fungico y la presencia de agentes inductores o mediadores

(Hoshida et al., 2001).
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Figura 10. Perfiles cromatograficos de isoformas de lacasas producidas por Pleurotus
nebrodensis. La grafica fue tomada de Yuan et al,, (2016).

La existencia de numerosos genes que producen isoformas de lacasas, es una consecuencia de la
diversidad en las funciones fisiologicas a lo largo del ciclo de vida fungico o implican
flexibilidad y/o adaptacién a los constantes cambios ambientales, tal como sucede con los
Basidiomicetos y Ascomicetos en los que se conocen alrededor de 100 lacasas distintas (Rivera-
Hoyos et al., 2013). Entre los hongos capaces de secretar isoformas de lacasa estan: Fusarium
proliferatum (2 isoformas), Ganoderma lucidum (3 isoformas), Pycnoporus sp. SYBC-L3 (3

isoformas) (Liu et al., 2013), Pycnoporus sanguineus CS43 (3 isoformas) (Ramirez-Cavazos et
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al., 2014b) Trametes versicolor (2 isoformas) (Bertrand et al., 2015). A pesar de que las lacasas

son producidas por razones distintas, comparten caracteristicas en comun.

2.1.4.2. Caracteristicas generales
Las lacasas son glicoproteinas diméricas o tetraméricas (Afreen et al., 2016), N-glicosiladas
(Mann et al., 2015) de naturaleza enzimatica de tipo oxidasa (bencenodiol: oxigeno reductasa,
E.C. 1.10.3.2) con un peso molecular de entre 40 y 100 kDa (Bertrand ef al., 2015; Rivera-Hoyos
et al., 2013; Asgher et al., 2008) (Figura 11). Tanto las lacasas de plantas como las de hongos
son glicosiladas, aunque las de plantas presentan mayor grado de glicosilacion (22-45%) en

comparacion con las fungicas (10-25%) (Dwivedi et al., 2011).

Figura 11. Estructura molecular de la enzima lacasa de C. mdxima a 1.9 de resolucion,

mostrando tres dominios y la posicion de los centros de cobre. Tomada de Lyashenko et al.,
(2006)

Se pueden clasificar en 3 tipos de lacasas de acuerdo con los diferentes atomos de cobre dentro
de sus centros cataliticos: azules, amarillas y blancas (Liu et al, 2013). Las mas abundantes
tienen 4 4tomos de cobre; uno paramagnético cobre tipo 1 (T1Cu), que es el responsable la
oxidacion del sustrato reducido (Dwivedi et al., 2011). El cobre tipo 2 (T2Cu) y tipo 3 (T3Cu)
que forman el grupo trinuclear, responsable de reducir una molécula de oxigeno a dos moléculas
de agua (Ramirez-Montoya ef al., 2015). En el centro catalitico de las lacasas se pueden suscitar

4 reducciones de electrones simples de Oz a H>O, utilizando para ello una variedad de sustratos
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fenolicos como donadores de hidrogeno (Mann ef al., 2015). Las lacasas utilizan como tnico

cosustrato para su biocatalisis al oxigeno molecular (Songulashuili ef al., 2016).

2.1.4.3. Propiedades fisicoquimicas

Entre las propiedades fisicoquimicas de las lacasas se cuentan las siguientes: tienen valores de
pH y temperaturas Optimas de reaccion que varian de 2 a 10 y de 40 a 65°C, respectivamente
(Liu et al., 2013). Aunque algunas pierden actividad a pH > 7.0 (Tonin et al., 2016). Existen
evidencias de que la estabilidad en el pH y la temperatura estan relacionadas con la N-
glicosilacion, tipico de las lacasas de hongos y plantas (Ramirez-Cavazos et al., 2014), ademas la
N-glicosilacion es necesaria para que las lacasas se secreten (Dwivedi et al., 2011). El punto
isoeléctrico (pl) tipico de lacasas oscila de 2.6 a 6.9, este se utiliza para diferenciar isoformas

(Ramirez-Cavazos et al., 2014), aunque no es la tinica opcion.
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Figura 12. Estructura quimica de a) ABTS y b) HBT. Tomada de Fciencias y Mindiamart,
respectivamente.

El potencial redox (E°) se refiere a la energia que las enzimas requieren para remover un electron
del sustrato (Frasconi et al., 2010), el E° para lacasas fungicas a menudo es mayor (alrededor de
+800 mV) que el de las lacasas de plantas o bacterias (por ejemplo, el E° de lacasas de la planta
R. vernicifera es de +400 mV) (Rivera-Hoyos et al., 2013), los valores elevados de E°® estan
relacionados con la eficiencia a la que se degradan ciertos colorantes. Ademas, se sabe que si el
valor de E° del sustrato es mayor al de las lacasas, la adicion de mediador estimula una mejor
degradacion (Baldrian, 2005). Se ha reportado que algunos compuestos metélicos

inorganicos/organicos del Mn?* y Fe (EDTA)*, son oxidados por lacasas solo en presencia de
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mediadores (Rivera-Hoyos ef al., 2013). Desde que Bourbonnais y Paice (1990) demostraron que
la inclusion de mediadores expande la actividad catalitica de las lacasas hacia sustratos no
fenodlicos, mas de 100 mediadores diferentes se han estudiado; entre los mas usados estan el

ABTS (2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-acido sulfoénico)) y al HBT (1-hidroxibenzotriazol).
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2.1.5. Produccion de lacasas fungicas

2.15.1. Determinacion de la actividad lacasa
La produccion de lacasas se mide indirectamente a través de la determinacion de la actividad
enzimatica lacasa (AEL) mediante técnicas espectrofotométricas; una unidad de AEL se define
como la cantidad de enzimas que oxidan 1 pmol de sustrato por minuto por unidad de volumen o

masa, bajo condiciones estandares. Entre los principales sustratos utilizados en la determinacion
de la AELestan el ABTS (Zhu et al., 2016), DMP (2,6-dimetoxifenol) (Liu et al., 2013), catecol
(Wang et al., 2013), guaiacol (Zhang et al., 2006), 3,3-diaminobencidina (Kurade et al., 2012) y

Siringaldazina (Harkin y Obst, 1973).
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Figura 13. Sistema se produccion de lacasas por fermentacién sumergida con agitacion
magnética. Experimentos en escala laboratorio desarrollados por Thiruchelvam y Ramsay,

(2007).

En la produccion de lacasas las principales variables que la afectan son: el tipo de fuente de
carbono (Ramirez-Cavazos et al., 2014) o nitrégeno (Zhu et al., 2016); el uso de mediadores
sintetizados quimicamente (Manavalan ef al., 2013) o mediadores naturales derivados de lignina

(Wang et al., 2015); el uso de inductores biologicos bacterianos (Baldrian, 2004) y fungicos

(Mann et al., 2015).
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Finalmente, el tipo y la configuracion del reactor toman importancia al momento del
escalamiento del proceso de produccion de lacasas. Dos configuraciones son las que se han
reportado con frecuencia, las fermentaciones sumergidas (Songulashuili et al, 2016) y las

fermentaciones en estado solido (Kuhar et al,, 2015).

2.1.5.2.  Microorganismos productores
Histdéricamente se conoce que los hongos de pudricion blanca son los principales productores de
AEL (Senthivelan et al., 2016). Aunque no son los Unicos, ya que recientemente se reportd que
bacterias (Muthukumarasamy y Murugan, 2014) y cianobacterias (Afreen et al., 2016) tienen

rendimientos de produccion de AEL semejantes a los de hongos.

La Tabla 2 concentra datos bibliograficos sobre produccion de AEL con monocultivos y
consorcios. La produccion de lacasas oscila entre 57 hasta 8 533 000 UL™! determinado con el
sustrato ABTS y de 1,100 hasta 72 000 Ul con el sustrato DMP. EI tipo de microorganismo
afecta significativamente la produccion de AEL. Para el hongo Pleurotus ostreatus
(ACCC52857) se reportd la mayor AEL (8 533000 UI'") (Zhu et al., 2016). Pleurotus ostreatus
vive como un saprofito de la madera produciendo enzimas que degradan lignina. Se ha reportado

que su genoma codifica para 12 lacasas putativas (Castanera et al., 2012).

Figura 14. Las particularidades del hongo Pleurotus ostreatus le permiten crecer incluso frente a
la presencia de selenio (B, C, D, E y F). Tomada de da Silva ef al., (2012).
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Por otro lado, la levadura Cryptococcus albidus FIST3, proveniente de un efluente de la industria
de pulpeo y papel, produjo 832 200 Ul'' de AEL (Singhal ef al, 2009), mismas que fueron
caracterizadas (Singhal et al., 2012). Al respecto, se hace la observacion sobre que hay pocos
reportes sobre las lacasas con Cryptococcus albidus, quiza porque se trata de un organismo
patogeno, causante de encefalitis en pacientes con VIH (Liu ef al., 2014) y no sea una de las
mejores opciones para produccion de lacasas. En seguida, Coriolopsis gallica 1184 produjo 200
900 Ul'' de AEL (Songulashuili et al., 2016). Este hongo fue aislado de alpechin (efluente
generado en la elaboracion de aceite de oliva) y se usa en la remocion de compuestos fendlicos
(Daassi et al., 2014). La produccion de 143 000 Ul fue posible con el Pycnoporus sanguineus
(CS43) (Ramirez-Cavazos et al., 2014a). El género de Pycnoporus incluye hongos
basidiomicetos de pudricion blanca listados como organismos grado alimenticio y empleados en
la elaboracion de cosméticos. Las lacasas producidas por Pycroporus han sido estudiadas en
diversas aplicaciones en la ultima década (Lomascolo et al, 2011); en bioremediacion de
efluentes con colorantes (Trovaslet ez al., 2007), en la biotrasformacion de micro-contaminantes
farmacéuticos (Rodriguez-Delgado et al., 2016) y en la degradacion de compuestos denominados
quimicos disruptores endocrinos, conocidos por perturbar el sistema endocrino de algunos
organismos vivos (Ramirez-Cavazos et al., 2014b). Con producciones por abajo de 100 000 Ul’!
de AEL se reportaron a Ganoderma lucidum (Manavalan et al., 2013), Pycnoporus sp. SYBC-L3
(Liu et al., 2013), Arthrospira maxima (SAE-25780) (Afreen et al., 2016), Trametes versicolor
ATCC 42530 (Font et al., 2006), Trametes versicolor CICC 14001 (Wang et al., 2013), Xylaria
sp. (Castafio et al., 2015), Cerrena consors (Mann et al., 2015). Los hongos de la especie
Trametes fueron activamente investigados por su produccion de lacasas debido a su distribucion
cosmopolita y excelentes descomponedores de la madera. De hecho Trametes versicolor tfue de
las primeras especies con los que se logrd producir lacasas a nivel escala industrial (Ikehata et

al., 2004).

Ahora bien, se mencionan los detalles sobre los reportes con consorcios. El consorcio
conformado por Phlebia radiata con Dichomitus squalens y Phlebia radiata con Ceriporiopsis
subvermispora (todos ellos hongos de pudricion blanca), produjeron un méaximo 118 000 Ul de
AEL. Se observo mayor produccion de AEL en comparacion con sus monocultivos (Dong ef al.,

2012). Con producciones por debajo de 100 000 Ul! de AEL fueron para Trametes
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versicolor/Candida sp. HSDO7A (Hailei et al., 2009), Rhodotorula mucilaginosa/Pleurotus
ferulae JM301 (Wang et al., 2015). En los cultivos en consorcio se describen mecanismos
mediante los cuales al aumento de la produccion AEL se asocia a la interaccion entre
organismos. Considerando los datos de la Tabla 1, los monocultivos de Pleurotus ostreatus
(ACCC52857), Cryptococcus albidus FIST3 y Coriolopsis gallica 1184 fueron los 3 mejores
productores de AEL incluso en comparacion de los cultivos en consorcio mencionados
anteriormente. Sin embargo, no se debe perder de vista que en los 3 mejores cultivos se uso
vanilina y/o CuSO4, como inductores, los cuales pueden afectar al medio ambiente. Valdria la
pena evaluar estas tres especies de microorganismos en la produccion de AEL usando un cultivo

en consorcio.

Los consorcios no solo mejoran la produccion de AEL sino que afectan positivamente el tiempo
de produccion (Senthivelan ef al., 2016). En general los cultivos requieren de 48 hasta 840 horas
para producir AEL (Tabla 1). El mejoramiento de la produccién de AEL con consorcios podria
competir en cantidad y tiempo, con opciones fisicoquimicas efectivas tales como el uso de ondas

de ultrasonido (Wang et al., 2013).

2.1.5.3. Influencia de la fuente de carbono y nitrégeno
La presencia de un carbohidrato simple como la glucosa, xilosa o sacarosa son necesarias para el
crecimiento del microorganismo y la consecuente produccion de AEL. La glucosa es la principal
fuente de carbono en la mayoria de los reportes sobre produccion de lacasas (Tabla 2). En
cuanto a la fuente de nitrogeno la mas frecuentes son la peptona de carne, bactopeptona, extracto
de soya, nitrato de sodio, cloruro de amonio, sulfato de amonio, extracto de malta, triptona,
sulfato de amonio. En algunos casos, la produccion de lacasas se favorece con altos niveles de
nitrogeno. Asi sucede con Cryptococcus albidus FIST3 (Singhal et al., 2009). Para otros casos la
produccion de lacasas se favorece restringiendo los niveles de nitrégeno, esto sucedid en cultivos
de Pycnoporus cinnabarinus-Phlebia radiata (Dwivedi et al., 2011) y Trametes versicolor
(Singhal et al., 2009). Para Cryptococcus albidus FIST3 la fuente de carbono debid ser baja
porque el exceso de glucosa y sacarosa produce un fendmeno denominado obstruccion de la
iniciacion y reduce la produccion de AEL (Singhal ef al., 2009), este fendémeno se puede evitar al

usar sustratos poliméricos como la celulosa de acuerdo a lo que sugiere Shraddha et al,, (2011).
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En la revision de Senthivelan ef al, (2016) relacionado a la produccion de lacasas, se concluye
que la glucosa y el tartrato de amonio son las mejores fuentes de carbono y nitrégeno. Sin
embargo cada microorganismo presenta necesidades nutrimentales diferentes, por lo que se hace

necesario hacer una puntual acerca de los mejores sustratos.

Tabla 2. Factores que intervienen en la produccion de lacasas.

Pleurotus ostreatus Extracto de levadura (1%) y

T i (Do) 8 533 000 X 13 (Zhu et al., 2016)
Cryptococcus albidus CuS0, (2(1m(l)\;))y bagazo 832 200 X 11 (Singhal et al., 2012)
B 0
Coriolopsis gallica 1184 Vanilina (200 uM) 200 900 X 7 (Songulashuili et al., 2016)

Aceite de soya (1% (v/v)) y

CuSO; al 3 mM. Agregados al 143 000 X 15 (Ramirez-Cavazos et al.,

Pycnoporus sanguineus

(CS43) segundo dia del cultivo 2014
95 000 9
Phlebia radiata con
Dichomitus squalens y Compuesto lienocelulésico 110000 9
Phlebia radiata con colljlsorcio }il: noo/hongo y X (Dong et al., 2012)
Ceriporiopsis g g 88 000 12
subvermispora
118000 12
Cascara de tamarino (1%),
. etanol (3%), CuSO4 (0.5 mM),
Ganoderma lucidum Fiftil o o (L0 ) 74 840 X 15 (Manavalan et al., 2013)
(condiciones optimas)
Py°"°p°rulf35p' SYBC- CuSO44 g 1) 72 000 DMP 6 (Liu et al,, 2013)
Arthrospira maxima 2 mM de cobre y guaiacol 100
(SAE-25780) Wi 56 894 X 4 (Afreen et al., 2016)
Trametes versicolor . - gl
ATCC 42530 No induccién 50660 (U I''h™") DMP 100 (Font et al., 2006)
Trametes versicolor .
CICC 14001 Ondas de ultrasonido 23 140 Catecol 3 (Wang et al., 2013)
Xylaria sp. 2,5-xilidina (1 mM) 20 535 X 16 (Castafio et al., 2015)
Compuestos del alpechin 1350 30
L Cobre (0.75 mM)+compuestos X
. 13 055 25
de alpechin
Cerrena (Mann et al., 2015)
consors/Bionectria 2831 25
ochroleuca Co cultivo hongo/hongo X
Cerrena 2 865 25

consors/Lasiodiplodia

Pégina4 1

DISENO DE UN CONSORCIO BIOLOGICO MULTI-ESPECIE PARA LA
DEGRADACION DE R0OJO ACIDO 27



Doctorado en Ciencias Ambientales: José Roberto Gonzalez Reyes

theobromae

Trametes
versicolor/Candida sp.
HSDO07A

Tween 80, consorcio
hongo/hongo

Continuacion de Tabla 2.

10 500

(Hailei et al., 2009)

Rhodotorula
mucilaginosa/Pleurotus
ferulae JM301

Trametes sp. AH28-
2/Trichoderma sp. ZH1

Trametes versicolor
ATCC 42530

Trametes trogii LK13

Trametes versicolor
ATCC 42530

Trametes versicolor
HEMIM-9

Trametes versicolor
(CBS100.29)

Trametes versicolor
CICC 14001

Streptomyces cyaneus

Trametes versicolor
BAFC
42FC/Ganoderma
lucidum E47

Trametes versicolor G3
(DM 11269)

Galactomyces
geotrichum MTCC
1360/Brevibacillus
laterosporus MTCC

2298

Compuestos lignoceluldsicos
y consorcio hongo/levadura

Consorcio hongo/hongo

0.15 g de Lanaset G

0.15 g de Lanaset G +
alimentacién de 0.15 gl”!

Material lignoceluldsicos y
CuSO;4 (11 mM)

Lanaset G (0.15 gl!)

Aserrin (0.5%)

semillas de uva (5 gl™")
tallos de uva (2.5 gl'!)

salvado de cebada (2.5 gl™")
Ondas de ultrasonido

menor cantidad de cobre

Compuestos lignoceluldsicos

y consorcio hongo/hongo

Compuestos lignoceluldsicos

Colorantes en el sistema de
decoloracion y consorcio
hongo/bacteria

10 055

6210
1700

2000

1263 Ug"

1100

800

250
400

650
588.9

57 UI'!

793U g!

0.3 Ug"! biomasa
14 Ug' biomasa

13.5 Ug! biomasa

0.372 Umg' de

proteina
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Guaiacol

DMP

DMP

Catecol

X

DMP

DMP

33-
diaminobencid
ina (DAB)

20

48 h

35

20

14

12

18 h

(Wang et al., 2015)

(Zhang et al., 2006)

(Blanquez et al., 2004)

(Yan et al., 2015)

(Romero et al., 2006)

(Bertrand et al., 2015)

(Lorenzo et al., 2002)

(Wang et al., 2013)

(Margot et al., 2013)

(Kuhar et al., 2015)

(Schlosser et al., 1997)

(Kurade et al., 2012)
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Los consorcios para mejorar la produccion de AEL, lo hacen a través de mecanismos semejantes
a los que se describen en cultivos con induccién quimica. Repasar los fundamentos sobre las
sustancias y/o organismos conocidos como inductores o mediadores en la produccion de AEL,

dejard mas claro porque los consorcios mejoran los procesos que aqui se estudian.

2.1.5.4. Mediadores o Inductores en la produccion de lacasas
El nimero de sustratos y el nivel de produccion de AEL aumentan con el uso de mediadores o
inductores. Los mediadores son moléculas de bajo peso molecular que son facilmente oxidadas
por las lacasas, cuando el mediador esta oxidado transporta electrones hasta una molécula mas
compleja (Mann ef al., 2015). Se han descrito tres motivos por lo que las lacasas no pueden
oxidar ciertas moléculas: I) este tipo de enzimas es especifica para compuestos fenolicos, II) las
moléculas deben tener un tamafo adecuado para acceder al sitio activo (Canas y Camarero,

2010) y III) deben tener un potencial redox inferior al de las lacasas (Baldrian, 2005).

Por otro lado, los inductores son moléculas u organismos que afectan el metabolismo del
organismo productor de lacasas, estresdndolo (Jaszek et al., 2006; Hailei et al, 2009) o

influyendo a nivel genético, permitiendo una sobre expresion de la AEL.

La diversidad de mediadores en la produccion de AEL contemplan al CuSO4 (Zhu ef al., 2016),
vanilina (Songulashuili ef al., 2016), etanol (Manavalan et al., 2013), acido galico (Manavalan e¢
al., 2013), tween 80 (Hailei et al., 2009), compuestos aromaticos como: 2,4,6-trinitrotolueno,
acido ferulico, hidroquinona, (Elisashvili et al, 2010), colorantes como el Lanaset (Romero et

al., 2006), scarlet RR (Kurade ef al., 2012), verde de malaquita (Kuhar et al., 2015).

Figura 15. Mecanismo general que muestra en que momento puede participar el mediador.
Obsérvese que el mediador es un intermediario para poder oxidar al sustrato, el cual es el
compuesto a degradar. Tomado de Cristopher ef al., (2014).

En esta diversidad también estan considerados los mediadores naturales, los materiales

lignocelulodsicos tales como: tallo de maiz, mazorca de maiz, paja de arroz (Dong et al., 2012),
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cascara de tamarindo (Manavalan et al., 2013), aserrin, semillas de uva, tallos de uva, salvado de
cebada (Lorenzo et al, 2002), son opciones interesantes porque se trata de desechos

agroindustriales.

Por otro lado, los compuestos presentes en la lignina como el guaiacol (Afreen ef al., 2016) y la
2.5-xilidina (Castafio et al, 2015), o compuestos fendlicos del alpechin (Mann et al., 2015)

forman parte de esta diversidad de mediadores para la produccion de AEL.

Es interesante el reporte de Jaszek et al., (2006) quienes demostraron como el herbicida paraquat
aument6 la produccion de AEL en 7. versicolor o A. biennis como parte de un sistema de
proteccion contra el estrés oxidativo. En el contexto de mediadores, el paraquat puede
considerarse como uno de naturaleza quimica. En este orden de ideas, la presencia de 100 uM
guaiacol como mediador natural mejor6 la produccion de lacasas en cultivos de Arthrospira

maxima: disminuyendo 6 dias la produccion y obteniendo un maximo de 56894 Ul'! de AEL.

Figura 16. Hallazgo post muerte de un paciente que cometio suicidio con sulfato de cobre: la
imagen muestra la hemorragia y el tefiido gris-azul en la mucosa del estdmago. Tomado de
Meena y Bansal, (2014).

Hay reportes que indican que los mediadores quimicos son toxicos, inclusive autores como Mann

et al., (2015) sugieren que el CuSO4 no debe usarse en altas concentraciones porque podria tener
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implicaciones negativas en la remediacion de aguas residuales. Como un dato curioso Meena y
Bansal, (2014) emitieron reporte de caso en el que se indica que la ingesta de sulfato de cobre es

una sustancia popularmente usada en la india para cometer suicidio (Figura 16).

La toxicidad de los mediadores quimicos dio argumentos solidos para proponer a otras sustancias
en el mejoramiento de la produccion de AEL. Es asi que empiezan a usarse los mediadores
naturales, tales como los compuestos derivados de la lignina. Dong et al., (2012) reportaron la
produccion de AEL en un orden de 100 000 Ul'! con monocultivos de T. versicolor creciendo
con mazorca de maiz y/o paja de arroz con 9-18% de contenido de lignina, en otro reporte el
mismo hongo produjo 650 Ul'! de AEL al usar como mediadores a las semillas y tallos de uva

con 43% y 23% de lignina, respectivamente (Lorenzo et al., 2002).

Finalmente se indica que los inductores bioldgicos representan toda clase de consorcios entre
hongos/hongos (Kuhar ef al., 2015; Mann et al., 2015; Dong et al., 2012; Zhang et al., 2006),
hongos/levadura (Wang et al., 2015) y hongos/bacterias (Kurade et al., 2012).

Induccion bioldgica

Figura 17. Principales mecanismos en la induccion de AEL en consorcios.

La parte interesante de la induccion bioldgica de la produccion de AEL esta los mecanismos que
la describen. Algunos mecanismos estan relacionados con cambios morfoldgicos y los patrones
de crecimiento de los miembros del consorcio, otros se asocian a la generacion de nuevas

isoformas de lacasas y los méds comunes tienen que ver con la competicion por el sustrato y la

DISENO DE UN CONSORCIO BIOLOGICO MULTI-ESPECIE PARA LA
DEGRADACION DE R0OJO ACIDO 27

Pégina4 5



Doctorado en Ciencias Ambientales: José Roberto Gonzalez Reyes

generacion de metabolitos secundarios que estimulan el crecimiento del hongo productor

(Figura 17).

Algunos ejemplos sobre el efecto inductivo de los consorcios se mencionan a continuacion, debe
mencionarse que los consorcios estdn conformados por un microorganismo productor de lacasas
y otro que no forzosamente es productor de lacasas. En primer lugar, el reporte de Wang et al.,
(2015) muestra que el consorcio entre el organismo productor de lacasas P. férula y R.
mucilaginosa produjeron 3 742 Ul'' AEL y fueron identificadas isoformas de lacasas diferentes.
La competencia por el sustrato en la produccion de lacasas fue reportada para el consorcio
conformado por 7. versicolor con Candida sp HSDO7A con el que se produjeron 10 500 UL,
1.18 veces mas que en el monocultivo. La cepa de Candida sp HSDO7A consumié 99% de
glucosa en 10 h, dejando al 7. versicolor en estado de inanicion por glucosa, estas condiciones
provocaron la sobreproduccion de AEL (Hailei et al., 2009). Por otro lado, una sustancial
induccion de AEL se encontr6 con R. solani gracias a que los metabolitos antifingicos
producidos por la bacteria Pseudomonas fluorescens estimularon al hongo (Crowe y Olsson,

2001).

Parece ser, que entre las multiples funciones, las lacasas tiene la finalidad de conducir a mejores
condiciones de sobrevivencia al organismo cuando interactia con agentes oxidantes u
organismos que le causan potencial riesgo. De hecho, las lacasas se producen como un
mecanismo de proteccidon microbiana contra ciertos colorantes. Los colorantes a pesar de ser
toxicos, no limitan significativamente el crecimiento del organismo productor de lacasas, es el
caso para T. versicolor, aunque sus derivados si lo hacen. Este tipo de problemas se pueden
resolver usando consorcios para tratar colorantes. En el siguiente apartado se describen los
aspectos relacionados con la degradacion de colorantes comparando los monocultivos con los

consorcios, para destacar la eficiencia de estos ultimos.

Hasta ahora se discutié el mejoramiento de un sistema bioldgico a través de la interaccién con
otros organismos en la medida en que cada uno aporta reacciones o condiciones que aumentan la
eficiencia de degradacion o crecimiento. Una alternativa no propuesta hasta el momento es la
adaptacion de otros organismos para proveer de los insumos que cada miembro requiere. Poco se

ha estudiado en laboratorio, pero existen observaciones en la naturaleza que nos sugieren
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estrategias Optimas para el crecimiento, tal es el caso de los liquenes en los que un alga trasforma
energia luminosa en fuentes de carbono que mas tarde un hongo usaré para crecer y generar el
sustrato de soporte para las algas en constante crecimiento (Herrera-Campos et al., 2013). Sin
embargo otras opciones parecer ser mas practicas. Tomar en cuenta algas acudticas como

proveedoras de fuente de carbono a otros organismos es una alternativa factible.

Ricciocarpus natans es una planta pequefia que vive flotando libremente en la superficie del agua
de regiones templadas y tropicales del mundo, sobre todo en corrientes de agua lentas, estanques,
charcos, lagos y lagunas de agua dulce, ricas en nutrientes. El gametofito (organulo responsable
de la produccién de gametos) de Ricciocarpus natans es un talo pequeio, que puede llegar a
alcanzarlos 2.5 cm de longitud, tiene aspecto esponjoso, es dorsiventralmente aplanado y
dicotdomicamente lobulado en la parte apical, donde una célula meristematica se divide
aumentando el tamafio de la planta, mientras que la parte posterior de ésta se degrada. El
incremento de numero de individuos se da por fragmentacion del gametofito, cuando las
ramificaciones se separan o la region basal de una dicotomia se muere o marchita. Se reporta que
es utilizada como alimento para aves y como planta ornamental para acuarios. Desde el punto de
vista cientifico ha sido objeto de estudio en trabajos de anatomia, biologia celular y ecologia

(Ruiz, 2008).

Plantula de Ricciocarpus natans. Tomada de Rz (2008).
Los exudados de las raices de Ricciocarpus natans contienen compuestos como amino acido,

acidos grasos, esteroles, azucares, vitaminas y acidos organicos entre otros, que sirven para
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estimular la actividad microbiana, un fendémeno conocido como el “efecto rizosfera”

(Quisehuatl-Tepexicuapan ef al., 2014).

Evaluar los exudados de las plantulas de Ricciocarpus natans como proveedor de un sustrato
para el crecimiento microbiano resultaria innovador, sin embargo debido a las condiciones de
crecimiento particulares de las plantas en relacion a los hongos y bacterias, la adaptacion en

laboratorio de los organismos es un reto biotecnolégico.
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2.1.6. Monocultivos y consorcios en la decoloracion/degradacion de colorantes

2.1.6.1. Diferencia entre decoloracion y biodegradacion
Se entiende por decoloracion a la eliminacion o trasformacion del grupo cromdforo del colorante
(Almeida y Corso, 2014). Es importante mencionar que la decoloracion no garantiza la inocuidad
de la sustancia (Couto y Sonroman, 2007). En tanto que, la biodegradacion consiste en la
descomposicion del colorante hasta el nivel en que disminuye su peso molecular y la
complejidad de su estructura quimica (Figura 18) (Chan et al., 2012) ademas de que el colorante
podria ser utilizado para la generacion de biomasa y energia garantizando la inocuidad de la
sustancia. Para confirmar un proceso de biodegradacion son necesarias técnicas analiticas como
HPLC (cromatografia liquida de alta resolucion), GC-MS (cromatografia de gases acoplada a

masas) y/o FTIR (Espectrofotometria Infrarroja) (Kurade et al., 2012).

Figura 18. Ruta metabolica para la descomposicion del colorante RO107 a través de la electro-
oxidacion (decoloracion) y biodegradacion (reduccion maxima del colorante) (Aravind et al.,
2016).

Ni la decoloracion, ni la biodegradacion parcial aseguran la disminucion de la toxicidad
(Almeida y Corso, 2014), por lo que ésta tltima debe ser medida, a través de las diversas técnicas
disponibles: I) bioensayos de la inhibiciéon de la germinacion de semillas de plantas como:

DISENO DE UN CONSORCIO BIOLOGICO MULTI-ESPECIE PARA LA
DEGRADACION DE R0OJO ACIDO 27

Pégina49



Doctorado en Ciencias Ambientales: José Roberto Gonzalez Reyes

Triticum aestivum y Sorghum bicolor (Jadhav et al., 2008), Lactuca sativa (Almeida y Corso,
2014), Oryza sativa y Vigna radiata (Manavalan et al., 2013), II) el crecimiento del micelio del
hongo Phanerochaete chrysosporium (Kuhar et al., 2015), III) el porcentaje de luz emitida por
Photobacterium phosphoreum (Font et al., 2006; Farré y Barceld, 2003).

2.1.6.2. Extractos enzimaticos o0 monocultivos
Se han reportado diferentes esquemas para decolorar y/o biodegradar colorantes, tal es el uso de:
1) extractos enzimaticos, 2) enzimas soportadas en matrices poliméricas, 3) sistemas enzimas-
mediadores (libres o en soporte) y 4) degradacion con organismos especializados en monocultivo

o consorcios (Tabla 3).

En el estudio de Romero ef al., (2006) se comparé la decoloracion de 150 mgl™! de Gris Lanaset
G (GLG) utilizando enzimas con y sin células de Trametes versicolor. Los resultados mostraron
que las enzimas con células fingicas decoloraron 90%, mientras que con Unicamente enzimas
fue de 35%. Es claro que para este sistema la presencia de Trametes versicolor mejoro la
decoloracion del GLG lo que sugiere que las células participan en dicho proceso (Romero ef al.,
2006). La informacidn proporcionada por Romero ef al., (2006) no permitié explicar este hecho,
sin embargo, existen dos posibles repuestas: i) el colorante pudo absorberse en la biomasa
fungica o ii) se produjeron enzimas de diversa naturaleza mismas que mejoraron la decoloracion.
El punto anterior esta ejemplificado en el trabajo con Trametes versicolor CNPR 8107 quien
demostro la produccion de manganeso peroxidasas y lacasas las cuales tienen efecto sinérgico en

el tratamiento de azul remazol RR, rojo remazol RR y amarillo remazol RR (Toh et al., 2003).

En la biodegradacion de colorantes, es importante mantener estables a los microorganismos y las
enzimas. Encapsular o inmovilizar microorganismos en ciertos materiales puede aumentar su
estabilidad. Estos argumentos fueron parte de la discusion abordada por Font et al, (2006)
quienes compararon el tratamiento de agua residual de una planta de celulosa, con células de
Trametes versicolor inmovilizadas en nylon y libres. El mejor tratamiento fue con células
inmovilizadas, los resultados mostraron una reduccion del color (36%), de los compuestos
aromaticos (54%) y la toxicidad (3.15 veces menos respecto al valor inicial), el nylon le confirié
proteccion a las células del hongo y en consecuencia el rendimiento de tratamiento mejord. Otro
ejemplo al respecto lo reportd Ramirez-Montoya et al., (2012) para las lacasas provenientes de
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Trametes versicolor inmovilizadas en carbon mesoposoro obtenido de cascara de nuez, este
sistema demostrd ser Util para colorantes acidos y reactivos tales como naranja acido 7, azul

acido, rojo reactivo 2 y negro reactivo 5 (Ramirez-Montoya et al., 2012).

Figura 19. Ejemplos de hongos filamentosos inmovilizados en diferentes soportes: a) 7.
versicolor inmovilizado en espuma de poliuretano, b) pellets de P. chysosporium inmovilizado
en alginato de calcio y c¢) pallets de 4. niger inmovilizado en sol-gel. Tomado de Martinez y
Garcia, (2012).

Los sistemas de lacasas-mediadores son efectivos en la decoloracion de azo colorantes. Fue asi
que con experimentos usando 500 Ul! de actividad lacasa provenientes de Trametes hirsuta (BT
2566) mas acido vilurico como mediador, fue posible decolorar 90% de rojo acido 97 en tres
minutos mientras que en ausencia del mediador se decolor6 el 30% en 1.5 h (Couto y Sonromén,
2007). El sistema mediador-lacasa ha sido aplicado en la industria de pulpeo y blanqueado de
papel (Valls et al., 2010), eliminacién de compuestos xenobioticos PHAs, colorantes azoicos

(Baldrian, 2005), e incluso en antibioticos sulfamidas (Weng et al., 2012).

A pesar de que existen mediadores de naturaleza quimica econdmicos como la N-
hidroxiacetanilida (HNA, por sus siglas en inglés) (Valls et al., 2010), se considera que tienen un
posible efecto toxico lo cual ha limitado su uso. Lo anterior dio pie a la propuesta de usar
mediadores naturales. Se ha reportado que compuestos involucrados en la degradacion de lignina
actuian como mediadores naturales, entre estos estan el acido 4-hidroxibenzoico, alcohol 4-
hidroxibencilico, veratril alcohol, siringaldehido, acetosiringona, vanilina, acido-p-cumarico

(Rivera-Hoyos et al., 2013), entre otros.
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Tabla 3. Estudios de decoloracion y biodegradacion de colorantes a través de monocultivos y
Consorcios

Efluente textil al 1.0% y
colorantes al 0.1%: azul de anilina,
xilencianol, azul de bromotimol,
carmina, cristal violeta, azul
brillante R-250 y azul tripan.
Compuestos quimicos al 0.1% de:
tetraclorohidroquinona, acido 4-
clorosalisilico, 3-metil-catecol,
2,4-diclorofenol e hidroquinona.
Metil de violeta 2B (MV),
amarillo Remazol G (RY) y Rojo
acido rapido (AFR) a 50 mM

Cryptococcus albidus

Ganoderma lucidum
Efluente de la industria
Ramakrishna de colorantes.

Trametes versicolor

(CBS100.29) Rojo fenol.

Efluente de planta de celulosa
Celesa en Espaia.

Trametes versicolor ATCC Gris Lanaset (GLG).

42530

Agua residual sintética con GLG.

Naranja acido 7 (AO7), Azul
acido 74 (AB74), rojo reactivo 2
(RR2) y reactivo negro 5 (RBS).

Trametes versicolor

Azul de remazol RR, Rojo de

Trametes versicolor CNPR remazol RR y Amarillo remazol
8107 RR

Trametes versicolor ATCC

20869 Rojo acido 27.

Remocion de 70% de
efluente de pulpeo y
papel, 40% de Carmina,
cristal violeta, azul de
anilina, por abajo de
30% el resto de los
compuestos.

Remocion de 78% MV,
83% RY y 92% AFR.

El 97% de decoloracion
en 21 dias, reduccion de
DBO y DQO en 75y 70
%, respectivamente.
Decoloracion del 61% en
72 h.
Reduccion de color al
36%, compuestos
aromaticos 54% y
toxicidad 3.15 veces el
valor inicial.
Decoloracion de mas de
90% en monocultivo
y35% usando extractos
enzimaticos.
Decoloracion del 90% en
monocultivos, sin
correlacion con las
lacasas. Con extractos de
enzimas no se decoloro
GLG.

La decoloracion fue
mayor del 90% para los
colorantes acidos: AO7 y
AB74, en contraste con
RBS el cual permanecio
inalterado.
Degradaron AO7 en
concentraciones de 600
mgl ™.

La decoloracion fue mas
extensiva para azul de
remazol RR y rojo
remazol RR (arriba de
96% al sexto dia).

100% del color
desaparece al 4 dia.
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Extracto de lacasas.

Extracto de lacasas.

Microorganismo
creciendo en efluente.

Lacasas en medio de
cultivo sin células.

Microorganismo
inmovilizado en espuma
de poliuretano.

Lacasas del cultivo de T.

versicolor ATCC 42530

y lacasas de la empresa
Fluka.

Hongo y lacasas.

Lacasa libre.

Lacasa inmovilizada en
carbon mesoposoro.

Sinergismo entre lacasas
y manganeso
peroxidasas.

Lacasas, manganeso
peroxidasas y Trametes
versicolor.

(Singhal et al.,
2009)

(Manavalan et al.,
2013)

(Lorenzo et al.,
2002)

(Font et al., 2006)

(Romero et al.,
2006)

(Blanquez et al.,
2004)

(Ramirez-
Montoya et al.,
2015)

(Toh et al., 2003)

(Gavril y Hodson,
2007)
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(Continuacion de Tabla 3)

Trametes hirsuta (BT 2566)

Aspergillus niger

Aspergillus terreus

Aspergillus lentulus,
Aspergillus terreus y
Rhizopus oryzae
(hongo/hongo/hongo)

Trametes versicolor
BAFC42FC/Ganoderma
lucidum (hongo/hongo)

Galactomyces geotrichum
MTCC 1360/Brevibacillus
laterosporus MTCC 2298

Citrobacter freundii A1,
Enterococcus casseliflavus
C1 y Enterobacter cloacae

L17
(bacteria/bacteria/bacteria)

Galactomyces geotrichum
MTCC 1360/Bacillus sp.
VUs

Rojo acido 97 (AR 97),
verde acido 26 (AG 26) y
ftalocianina de cobre.
Solucioén stock al 9.2%
almacenada en la obscuridad
a temperatura ambiente.

Colorante rojo procion MX-
5B

Cu?*, Cr*", dos colorantes
azul acido 161 (AB) y
pigmento naranja 34 (PO).

Verde de malaquita
Efluente textil con colorantes

sulfonicos, azoicos, reactivos
y dispersos.

Colorante scarlet RR

Rojo acido 27

Café 3REL, Azul brillante
G, Azul navy, Amarillo cafe
y Remazol rojo a 50 mgl”! de

cada uno

Cafe 3REL

Decoloracion del 90% para
AR 97 a los 3 min con 2 mM
de acido vilurico, mientras
que AG 26 presento lenta
decoloracion, 6.2% a las 24
h.

Se confirma la biosorcidn, la
eliminacion de grupos
cromoforos y la disminucion
de toxicidad.

Se confirma la
biodegradacion del 98% del
colorante a las 336h y la
fitotoxicidad aumento 50%
en los metabolitos
biodegradados.

El consorcio remueve 100%
Cr® y 81.6% de Cu*'.
Ademas mas de 98% de AB
y 100% de PO es removido
después de 48 h.

Remocion de 80% en 3 h

Reduccion de BOD y DQO
en 68 y 74% respectivamente
en 48 h.

Reduccion del color en 98%
en 16 h.

100% de la remocion
atribuida a
decoloracion/degradacion:
20 min/48h

100% de decoloracion en 24,
9y 8 h para Azul brillante G,
Azul Navy y Amarillo café,
con un pH 6ptimo de 7 a 50
°C

100% de decoloracién en 2 d
con un pH 6ptimo de 7 a 50
°C para café 3REL.

Lacasas en solucion.

Biomasa fungica.

Microorganismos en
COnsorcio.

Cultivo en estado so6lido
con microorganismos y
lacasas

Consorcio levadura
bacteria.

Cultivo del hongo con la
presencia de veratril
alcohol oxidasa,
tirosinasa, lacasas y
NADH-DCIP

Microorganismos del
consorcio. No se
determind la actividad
enzimatica

Accion enzimatica

Accion enzimatica de
lignino peroxidasa,
tirosinasa y rivoflavino
reductasa

(Couto y
Sonroman, 2007)

(Almeida y
Corso, 2014)

(Mishra y Malik,
2014)

(Kuhar et al.,
2015)

(Kurade et al.,
2012)

(Chan et al.,
2012)

(Jadhav et al.,
2008)
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2.1.7. Eliminacion de colorantes con consorcios

Hay pocas aplicaciones practicas basadas en monocultivos de hongos o bacterias para el
tratamiento de colorantes azoicos, de hecho la mayoria de estudios sobre monocultivos se
enfocan en esquemas a nivel laboratorio. Utilizar monocultivos en la eliminacion de colorantes
en plantas de tratamiento podria implicar una susceptibilidad a contaminacion bioldgica (Lu et
al., 2009), baja produccion de enzimas decolorantes (Jadhav et al., 2008; Kuhar et al., 2015),
complejas condiciones abidticas (O'Neill et al, 1999) y desactivacion de enzimatica (Ayed et
al., 2010). También hay que considerar que pocos microorganismos usan al colorante como
fuente de carbono y energia, requiriendo forzosamente agregar algiin compuesto que se asimile
como fuente de carbono y energia, esto en consecuencia puede elevar los costos de produccion

(Gahlout et al., 2013).

Mas en especifico, para la degradacion de colorantes con monocultivos bacterianos en
condiciones aerdbicas, la eficiencia es baja porque el oxigeno es mejor aceptor de electrones que

el colorante (Ayed et al., 2010).

Es caracteristico de los consorcios microbianos que al colorante se le trasforme en etapas y en
distintas posiciones de la molécula a través de la combinacion de multiples reacciones en las que

los metabolitos generados por un microorganismo son el sustrato de otro microorganismo

(Jadhav et al., 2008; Kurade et al., 2012).

Con el reporte de Jadhav et al., (2008) basado en el estudio de la decoloracion del compuesto
azoico cafe 3REL a través del consorcio formado por Galactomyces geotrichum MTCC 1360 y
Bacillus sp. VUS, se observo 100% de decoloracion en 2 h, mientras que con los monocultivos
hubo menor decoloracion en mayor tiempo: Galactomyces geotrichum MTCC 1360 con 39% en
24 h y Bacillus sp. VUS con 100% en 5 h. El autor observd que las enzimas lignino peroxidasa,
tirosinasa y rivoflavina reductasa tuvieron un sinergismo que se tradujo en una mejor
decoloracion (Jadhav et al., 2008). De forma semejante Kuhar ef al., (2015) reportaron como la
eficiencia en la decoloracion de verde de malaquita aumentd 3 veces, en comparacion con los

monocultivos, durante su tratamiento con el consorcio formado por Ganoderma lucidum y
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Trametes versicolor. Las nuevas isoformas de la lacasa producidas por el consorcio podrian ser

las responsables del aumento en la eficiencia.

Hay que destacar que los consorcios de hongos y bacterias para la eliminacion de colorantes son
poco comunes, sin embargo, representan un potencial para mejorar los procesos de degradacion
de colorantes, los siguientes trabajos muestran este hecho. En el trabajo de Kurade et al., (2012)
fue el consorcio de Galactomyces geotrichum MTCC 1360 y Brevibacillus laterosporus MTCC
2298 el responsable de decolorar Scarlet RR al 98% en 18 h, bajo condiciones estaticas. El
crecimiento en consorcio modifico la produccion de veratril alcohol oxidasa, lacasas, tirosinasa y
NADH-DCIP reductasa. Es decir que las reacciones implicadas en la trasformacion del colorante
fueron diferentes a las del monocultivo de Galactomyces geotrichum MTCC 1360, a juzgar por
los perfiles de enzimas producidas y por los analisis de GC-MS. Se debe enfatizar que
Brevibacillus laterosporus MTCC 2298 es una bacteria empleada principalmente para el control
bioldgico de insectos, nematodos, moluscos y plantas patdogenas (Ruiu, 2013) y no precisamente
para la degradacion de colorantes, aunque con el trabajo de Kurade ef al., (2012) se demuestra

que interacciones benéficas se pueden encontrar con este microorganismo.

La perspectiva del disefio de consorcios necesariamente requiere de conocer la manera en que
cada miembro trasforma al colorante, en este sentido Chan et al., (2012) propusieron al
consorcio bacteriano NAR-2 conformado por Citrobacter freundii Al, Enterococcus
casseliflavus C1 y Enterobacter cloacae L17 el cual degradé al rojo acido 27 (0.1 gl!). Se
explor6 el destino de los metabolitos generados, encontrando que el rojo &cido 27 pasa por un
proceso de aminacidn, en segundo lugar una desulfonacion durante una etapa de biodegradacion
microaerofilica, seguido de una azo reduccién (etapa de decoloracion que duro 2 h).
Posteriormente bajo condiciones aerobias ocurre la mineralizacion (etapa que duro 48 h). Los
autores propusieron una ruta metabodlica, basados en la deteccion de los compuestos benzoil-
CoA, protocatecuate, silicilato, gentisato, catecol, acido cindmico y 2 oxopentenoato. Al explorar
el crecimiento de cada miembro del consorcio se encontré que en las etapas antes descritas el

crecimiento difiere en medida en que el colorante es degradado (Chan et al., 2012).
En general las bacterias anaerdbicas funcionan mejor para el tratamiento de colorantes, aunque

se ha visto que en consorcio las bacterias anaerdbicas participan activamente en la eliminacién
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de colorantes aun en condiciones aerdbicas (Chen et al., 2006). Es asi como el consorcio
conformado por Sphingomonas paucimobilis, Bacillus cereus ATCC14579 y Bacillus cereus
ATCC11778, decoloré 92% de naranja de metilo, en cultivos agitados a 150 rpm durante 48 h,
algunas de esas bacterias se han reportado como agentes decolorantes en condiciones
anaerobicas. Las interacciones entre los miembros del consorcio aumentaron la produccion de la

actividad azoreductasa, lignino peroxidasa y lacasa (Ayed et al., 2010).

Figura 20. Dindmica de crecimiento microbiano en la degradacion de rojo 4cido 27. Tomado de
Chan et al., (2012).

En este mismo orden de ideas, la bacteria Pseudomonas sp. SUK1 decolord 98% del compuesto
rojo BLI en 1 h, bajo condiciones anaerdbicas (Kalyani ef al., 2008). También en otro estudio se
demuestra como Pseudomonas sp. SUK1 al crecer junto con Aspergillus ochraceus NCIM-1146,
decoloran al compuesto RNB HE2R en un sistema de fermentacion en estado s6lido (Kadam et

al., 2011). En apariencia Pseudomonas sp. SUKI requiere de anaerobiosis para decolorar,
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aunque el trabajo de Lade ef al., (2012) demostré que Pseudomonas sp. SUK1 en consorcio con
A. ochraceus NCIM-1146 pudo degradar Rubine GFL, en un sistema liquido con agitacion bajo
condiciones aerdbicas. La comparacion de los trabajos anteriores nos sugiere que el crecimiento
en consorcio aumenta la flexibilidad de adaptacion de sus miembros frente condiciones abioticas

no aptas para los monocultivos en decoloracion.

En otras palabras, se puede decir que un organismo puede readaptar su metabolismo para
cumplir con el objetivo clave del consorcio. El trabajo de Chen et al., (2006) da evidencia de
esto, en este estudio el consorcio formado por Echerichia coli DH5a con Pseudomonas luteola
decolor6 al rojo 22 reactivo, a través de enzimas que produce Pseudomonas luteola en tanto que
Echerichia coli DH5a produce y libera metabolitos extracelulares que funcionan como agentes
mediadores. Se asume que los organismos estdn “bajo ataque” ante la presencia de los
contaminantes, por lo que ambos producen los metabolitos secundarios necesarios para

desintoxicar su ambiente y propiciar su sobrevivencia.

Los compuestos derivados de la degradacion de colorantes son toxicos y requieren ser
eliminados de los efluentes hasta un nivel de inocuidad (Phugare et al., 2011). Es comun
encontrar reportes que indican una decoloracion o degradacion parcial, en la que se constata la
presencia de compuestos derivados con posible toxicidad. Un ejemplo es el trabajo de Gavril y
Hodson, (2007) quienes reportaron la decoloracion del rojo acido 27 con Trametes versicolor,
sus analisis de FTIR mostraron la desaparicion de las sefiales para los grupos azo mientras que
aparecieron sefiales de compuestos aromaticos tales como naftaleno y benceno sustituidos. Las
aminas aromaticas formadas durante la reduccion de colorantes azoicos sulfonados, son en
algunos casos bencenos sulfonados o derivados de naftaleno, los cuales presentan mayor
dificultad para ser degradados. Esta baja degradabilidad se debe a la naturaleza hidrofilica de los
grupos sulfonados, los cuales obstruyen su trasporte a través de la membrana celular (Barsing et

al., 2011).

Los reportes sobre consorcios que eliminen tanto al colorante como a sus derivados son escasos.
Existen microorganismos que en monocultivos demuestran la eliminacion de compuestos
aromaticos. Basta con mencionar a las eubacterias anaerobias halofilicas de Haloanaerobium

pravalens DMS 2228 vy Sporohalobacter marismortui ATCC 35420, quienes degradan
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compuestos aromaticos nitro-sustituidos a sus correspondientes aminas. Los compuestos
degradados incluyen nitrobenceno, o-nitrofenol, m-nitrofenol, p-nitrofenol, nitroanilinas, 2,4-
dinitrofenol y 2,4-dinitroanilina, en concentraciones de 50 a 100 mgl! (Oren et al, 1991).
Analogamente Pseudomonas putida B2 degrada o-nitrofenol y m-nitrofenol, con la subsecuente
liberaciéon de nitrito y amonio, respectivamente. La cepa de P. putida B2 emplea una ruta
oxidativa para degradar al o-nitrofenol y una ruta reductiva para el m-nitrofenol (Zeyer et al.,

1986).

A causa de las limitaciones que presentan los mediadores quimicos y naturales en la produccion
de lacasas, hay una tendencia por reemplazarlos por los cultivos en consorcio, como inductores
bioldgicos, puesto que esta clase de sistemas proporcionan mejoras en la productividad y la
formacion de nuevas isoformas de lacasas, que podrian tener nuevas aplicaciones. El aumento
del rendimiento de lacasas en cultivos con consorcios esta relacionado con cambios morfologicos
y alteraciones en los patrones de crecimiento de sus miembros, una competencia por el sustrato y
la generacion de metabolitos secundarios que estimulan el crecimiento de los hongos
productores. Ademas, los consorcios mejoran la eliminacion de colorantes de las aguas
residuales mediante la produccidon de enzimas que actian sinérgicamente. El crecimiento en
consorcios permite una adaptacion metabdlica que cambia los patrones de produccion
enzimatica, promoviendo diferentes formas de degradacion del colorante. La mayoria de reportes
considerados en esta revision, discute el uso de consorcios sin un analisis previo para la
formacion del mismo, de tal manera que las evidencias mostraron que hubo consorcios que no
mejoraron el bioproceso aqui discutido. Es necesario un enfoque en el disefio de consorcios para
el tratamiento de aguas residuales que consideré las propiedades degradativas de los
microorganismos en monocultivo, la adaptacion de sus rutas metabdlicas, la reutilizacion de los
metabolitos producidos durante la degradacion de un colorante y la factibilidad para crecer
compartiendo espacio y recursos nutrimentales. Una posibilidad en el disefio deberia tomar en
cuenta a los hongos como productores de enzimas decolorantes y a las bacterias como
degradadores de los compuestos derivados de decoloracion. Por lo tanto, el disefio del consorcio

podria mejorar las tecnologias disponibles para el tratamiento de efluentes textiles.
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2.1.8. Modelos matematicos

2.1.8.1. El primer paso: los modelos conceptuales
Los modelos se disefian considerando solo algunos aspectos de objeto de estudio; mientras que
otros aspectos son abstraidos. Por ejemplo, el modelo muy conocido es el de barras y esferas que
describen a las estructuras quimicas, el modelo considera unicamente los enlaces de las
moleculas pero no considera el resultado de la polaridad entre sus atomos (Brian, 2012). Los
biologos regularmente hacen uso de modelos tangibles con el “mundo real”. Estos pueden ser tan
simples como el barras y esferas, o complejos, tales como los modelos de organismos, o
enfermedades de animales, entre otros. La base de cualquier modelo matématico es el model
conceptual, que se conciben como la descripcion verbal del sistema y son descritos a través de
diagramas que ilustran el conjunto de componentes y los caminos en los cuales interactuan (Ver

Figura 21).

Figura 21. Un diagrama de interaccion. La especie molecular A y B se une reversiblemente para
formar una molécula compleja. Esta compleja inhibe la velocidad a la cual la molécula de la
especie C es convertida a la especie D. (La flecha incompleta indica inhibicion y represion. La
linea punteada significa que se trata de interaccion regulatoria en la que el complejo no se
consume) (Brian, 2012).

Una desventaja de los modelos conceptuales es que pueden dejar una gran ambigiiedad con
respecto al comportamiento del sistema, especialmente cuando la red de interaccion implica
retroalimentacion. Al utilizar una descripcion matematica del sistema, podemos eliminar la

incertidumbre en el comportamiento del modelo, a costa de exigir una representacion

cuantitativa de cada una de las interacciones en el modelo conceptual (Brian, 2012).
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Como ejemplo, supongamos que, como en la Figura 21, las especies moleculares A y B se unen
para formar un complejo. Para cuantificar esa interaccion, se debe proporcionar una descripcion
numérica del proceso. En algunos casos, puede ser suficiente proporcionar la constante de
equilibrio para la reaccion. En otros casos, se necesitan tasas separadas de union (asociacion) y
desvinculacion (disociacion). Para una gran cantidad de procesos celulares, nuestro nivel actual
de conocimiento no admite una descripcion cuantitativa: solo tenemos una comprension
cualitativa de las interacciones moleculares relevantes. Sin embargo, para un numero creciente
de mecanismos bien estudiados, se han recopilado datos suficientes para permitir este tipo de

caracterizacion cuantitativa (Brian, 2012).

Cuando se conocen los datos cuantitativos relevantes, el modelo conceptual se puede usar para
formular un modelo matemadtico dindmico. El model resultante consiste de un conjunto de

ecuaciones que describen el funcionamiento del sistema.

2.1.8.2. Modelos matematicos dinamicos
Las descripciones cuantitativas de las interacciones entre microorganismos suelen invocar las
leyes de la fisica y la quimica. Los modelos resultantes son, por lo tanto, mecanicistas: describen
los mecanismos que impulsan el comportamiento observado. Cada componente de un modelo
mecanistico representa algiin aspecto del sistema que se estudia; las modificaciones en los

componentes del modelo imitan las modificaciones al sistema real (Brian, 2012).

La investigacion de modelos mecanisticos sigue dos caminos complementarios. El enfoque mas
directo es la simulacion del modelo, en la que el modelo se utiliza para predecir el
comportamiento del sistema (en determinadas condiciones). Las simulaciones a veces se
denominan experimentos in silico, porque usan computadoras para imitar el comportamiento de
los sistemas bioldgicos. Las simulaciones se llevan a cabo mediante paquetes de software

numéricos (Brian, 2012).

Los modelos matematicos dindmicos sirven de ayuda para la investigacion biologica de varias
maneras. El acto de construir un modelo exige una consideracion critica de los mecanismos que
subyacen a un proceso biologico. Este proceso riguroso y reflexivo puede revelar inconsistencias

en un modelo conceptual y resaltar las lagunas de conocimiento previamente inadvertidas. Una
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vez que se ha construido un modelo, sirve como una descripcion transparente del sistema y se

puede comunicar inequivocamente (Brian, 2012).

Tanto un modelo conceptual como un modelo matematico son manifestaciones de una hipotesis:
corresponden a las descripciones putativas de un sistema y su comportamiento. La ventaja de un
modelo matematico es que es una "hipdtesis de trabajo", en el sentido de que su comportamiento
dindmico puede ser inequivocamente investigado. Aunque las simulaciones de modelos nunca
reemplazaran los experimentos de laboratorio, un modelo permite probar el comportamiento del
sistema de formas que no serian posibles en el laboratorio. Las simulaciones pueden llevarse a
cabo rapidamente (a menudo en segundos) y no implican un costo real. El comportamiento del
modelo se puede explorar en condiciones que nunca se podrian lograr en un laboratorio. Todos
los aspectos del comportamiento del modelo se pueden observar en todos los puntos temporales.
Ademas, el andlisis de modelos arroja informacion sobre por qué un sistema se comporta de la
manera en que lo hace, proporcionando asi enlaces entre la estructura de la red y el

comportamiento (Brian, 2012).

Como un modelo es una hipdtesis, los resultados de la investigacion modelo son en si mismos
hipdtesis. Las simulaciones no pueden predecir definitivamente el comportamiento celular, pero
pueden servir como guias valiosas para el disefio experimental, indicando vias prometedoras para
la investigacién, o revelando inconsistencias entre nuestra comprension de un sistema
(incorporado en el modelo) y las observaciones de laboratorio. De hecho, la identificacion de
tales inconsistencias es un beneficio clave del modelado. Debido a que un modelo puede ser
exhaustivamente investigado, se deduce que un resultado negativo -la incapacidad de un modelo
para replicar observaciones experimentales- puede tomarse como una falsificacion de las
hipotesis sobre las que se construyd el modelo. Esto puede llevar a un refinamiento de las
hipotesis bioldgicas y, posteriormente, a un modelo refinado, que luego puede probarse contra
experimentos adicionales. Este proceso iterativo conduce a una comprension continuamente

mejorada del sistema en lo que se ha llamado un "ciclo virtuoso" (Brian, 2012).

2.1.8.3.  Caracteristicas basicas en los modelos matematicos dinamicos.
Los componentes principales de un modelo matematico dinamico corresponden a las especies

moleculares, microorganismos u otros, involucrados en el sistema (que se representan en el
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diagrama de interaccion correspondiente). La abundancia de cada especie se asigna a una
variable de estado dentro del modelo. La coleccion de todas estas variables de estado se llama
estado del sistema. Proporciona una descripcion completa de la condicion del sistema en un
momento dado. El comportamiento dindmico del modelo es el curso de tiempo para la

recopilacion de variables de estado (Brian, 2012).

Ademas de las variables de estado, los modelos también incluyen parametros, cuyos valores son
fijos. Los parametros del modelo caracterizan las interacciones entre los componentes del
sistema y con el entorno. Los ejemplos de parametros del modelo son: constantes de asociacion,
velocidades de expresion maxima, tasas de degradacién y concentraciones moleculares
tamponadas. Un cambio en el valor de un pardmetro de modelo corresponde a un cambio en las
condiciones ambientales o en el sistema mismo. En consecuencia, los parametros del modelo se
mantienen tipicamente a valores constantes durante la simulacion; estos valores se pueden variar
para explorar el comportamiento del sistema bajo perturbaciones o en entornos alterados (por

ejemplo, bajo diferentes condiciones experimentales) (Brian, 2012).

2.1.8.4. Comportamiento de estado estable y comportamiento transitorio.
Las simulaciones de modelos dindmicos representan un comportamiento del sistema variable en
el tiempo. Los modelos de procesos bioldgicos casi siempre llegan, a largo plazo, a
comportamientos constantes. Mas comuUnmente, los modelos exhiben un estado de
funcionamiento persistente, llamado estado estacionario; algunos sistemas muestran oscilaciones
sostenidas. El curso de tiempo que conduce desde el estado inicial hasta el comportamiento a
largo plazo (o asintdtico) se denomina transitorio. En algunos casos, nos enfocaremos en el
comportamiento transitorio, ya que refleja la respuesta inmediata de un sistema a la perturbacion.
En otros casos, nuestro analisis se referird solo al comportamiento de estado estacionario, ya que
refleja la condicion prevaleciente del sistema durante periodos de tiempo significativos (Brian,

2012).

2.1.8.5. Linealidad y no linealidad
Una relacion se llama lineal si es una proporcionalidad directa. Por ejemplo, las variables x e y
estan linealmente relacionadas por la ecuaciéon x = ky, donde k es una constante fija. La

linealidad permite la extrapolacion sin esfuerzo: una duplicacion de x conduce a una duplicacion
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de y, independientemente de sus valores. Las relaciones lineales que implican mas de dos
variables son igualmente transparentes, x = kly + k2z. Un modelo matematico dinamico se
denomina lineal si todas las interacciones entre sus componentes son relaciones lineales. Esta es
una condicion altamente restrictiva y, por consiguiente, los modelos lineales muestran solo un

rango limitado de comportamientos (Brian, 2012).

Cualquier relacion que no sea lineal se denomina (como era de esperar) no lineal. Las relaciones
no lineales no necesitan seguir un patrén especifico, por lo que son dificiles de abordar con
cualquier generalidad. Las no linealidades que aparecen con mayor frecuencia en las
interacciones bioquimicas y genéticas son saturaciones, en las que una variable aumenta con otra
a una tasa decreciente, de modo que la variable dependiente tiende a un valor limitante o
asintotico. Dos tipos de relaciones saturantes que se reportan frecuentemente en los sistemas
biologicos, se muestran en la Figura 2. El panel A muestra una saturacion hiperbolica, en la que
la tasa de aumento de y disminuye continuamente a medida que aumenta el valor de x. El panel
B muestra una saturacion sigmoidea, en la que y inicialmente crece muy lentamente con x, luego
pasa a través de una fase de rapido crecimiento antes de saturarse a medida que disminuye la tasa

de crecimiento (Brian, 2012).

A B

Figura 22. Relaciones no lineales comunes en los procesos biologicos. A. Saturacion
hiperbolica. B. Comportamiento sigmoidal.

2.1.8.6. Comportamiento global y local
Los modelos dindmicos no lineales exhiben una amplia gama de comportamientos. En la
mayoria de los casos, un analisis detallado del comportamiento total, global, de tales modelos
seria abrumador. En cambio, la atencion se puede enfocar en aspectos especificos del

comportamiento del sistema. En particular, al limitar nuestra atencidon al comportamiento cerca
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de puntos operativos particulares, podemos aprovechar el hecho de que, en dominios pequenos,
las no linealidades siempre se pueden aproximar mediante relaciones lineales (por ejemplo, una
aproximacion de linea tangente a una curva). Esta aproximacion local permite aplicar

herramientas de analisis lineal en este ambito limitado (Brian, 2012).

La intuicién podria sugerir que este enfoque es demasiado limitado como para ser de mucha
utilidad. Sin embargo, el comportamiento global de los sistemas a menudo esta estrechamente
restringido por su comportamiento en torno a un pufiado de puntos operativos nominales; el
analisis local en estos puntos puede proporcionar una vision integral del comportamiento global.
Las aproximaciones locales son de particular uso en el modelado biolégico porque los sistemas
autorreguladores (por ejemplo, homeostaticos) pasan gran parte de su tiempo operando en

condiciones nominales especificas (Brian, 2012).

2.1.8.7.  Modelos deterministas y modelos estocasticos
La nocién determinista, es decir la reproducibilidad del comportamiento, es la base de gran parte
de la investigacion cientifica. Un modelo matematico se llama determinista si su comportamiento

es exactamente reproducible (Brian, 2012).

Aunque el comportamiento de un modelo determinista depende de un conjunto especifico de
condiciones, ninguna otra fuerza tiene ninguna influencia, por lo que las simulaciones repetidas
bajo las mismas condiciones siempre estan en perfecto acuerdo. (Para hacer una analogia

experimental, son réplicas perfectas) (Brian, 2012).

En contraste, los modelos estocasticos permiten la aleatoriedad en su comportamiento. El
comportamiento de un modelo estocastico estd influenciado tanto por condiciones especificas
como por fuerzas impredecibles. Las repetidas simulaciones estocasticas producen muestras

distintas del comportamiento del sistema (Brian, 2012).

2.1.9. Ecuaciones diferenciales y la practica en la ingenieria

Las ecuaciones en derivadas parciales (EDP) surgen en relacién con varios problemas fisicos y
geométricos cuando las funciones que intervienen dependen de dos o madas variables
independientes. Es justo sefalar que solo los sistemas fisicos mas sencillos pueden modelarse por

ecuaciones diferenciales ordinarias (EDO), mientras que la mayoria de los problemas de
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mecanica (dinamica, elasticidad) de fluidos y solidos, transferencia de calor, teoria
electromagnética, mecanica cuantica y el comportamiento de microorganismos llevan a EDP. De
hecho, el rango de aplicacion de estas ultimas es enorme en comparacioén con el de las EDO

(Brian, 2012).

Las leyes fundamentales de la fisica: la mecénica, la electricidad y la termodinamica con
frecuencia se basan en observaciones empiricas que explican las variaciones de las propiedades
fisicas y los estados de los sistemas. Mas que en describir directamente el estado de los sistemas
fisicos, las leyes a menudo se expresan en términos de los cambios del espacio y del tiempo

(Chapra y Canale, 2011).

Tabla 4. Ejemplos de las leyes fundamentales que se describen en términos de la razon de
cambio de variables (t=tiempo y x=posicion).

Ley Expresion matematica Variables y parametros
Segunda ley de Newton del dv F Velocidad (v), la fuerza (F)
movimiento dt m y masa (m)
Flujo de calor (q),
dT
Lay de calor de Fourier qg =—k' T conductividad térmica (k’) y

temperatura (T).

Flujo masico (J), coeficiente

de
Ley de la difusion de Fick J=-D T de difusion (D) y
concentracion (c).
Ley de Faraday (caida de Caida de voltaje (Avyr),
di
voltaje a través de un Av, =L x inductancia (L) y corriente
inductor) (1).

En la Tabla 4 se muestran algunos ejemplos. Estas leyes definen mecanismos de cambio.
Cuando se combinan con las leyes de conservacion de energia, masa o momentum, resultan

ecuaciones diferenciales. La integracion subsecuente de estas ecuaciones diferenciales origina

DISENO DE UN CONSORCIO BIOLOGICO MULTI-ESPECIE PARA LA
DEGRADACION DE R0OJO ACIDO 27

Pégina6 5



Doctorado en Ciencias Ambientales: José Roberto Gonzalez Reyes

funciones matematicas que describen el estado espacial y temporal de un sistema en términos de

variaciones de energia, masa o velocidad (Chapra y Canale, 2011).

De hecho, tales relaciones matemadticas son la base para la soluciéon de un gran numero de
problemas de ingenieria. Sin embargo, muchas de las ecuaciones diferenciales de importancia
practica no se pueden resolver utilizando los métodos analiticos de célculo. Asi los métodos

numéricos toman la importancia en este ambito (Chapra » Canale, 2011).
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2.1.10. Métodos numéricos

Son técnicas mediante las cuales es posible formular problemas matematicos, de tal forma que
puedan resolverse utilizando operaciones aritméticas. Aunque existen muchos tipos de métodos
numéricos, €stos comparten una caracteristica en comuin: invariablemente requieren un buen
numero de tediosos célculos aritméticos. Con el desarrollo de computadoras digitales, los
métodos numéricos en la solucion de problemas en ingenieria aumentaron en forma considerable
en los Ultimos afios. A continuacion, se hard una breve descripcion sobre métodos numéricos

para sistemas de ecuaciones diferenciales de acuerdo con Chapra y Canale, (2011).

2.1.10.1. Métodos numéricos para sistemas de ecuaciones diferenciales

Para resolver una ecuacion diferencial de la forma

dy _ .
= f(x,¥)Ecuacion 1

Se utiliza un método numérico que considera el calculo de un nuevo valor tomando en cuante el
valor anterior, la pendiente y un tamano de paso. La forma general del argumento amterior es la

siguiente:
nuevo valor = valor anterior + pendiene x tamafio de paso
n, en términos matematicos,

y(i+1) =y(i) + ®h Ecuacién 2

de acuerdo con la ecuacidn, la pendiente @ se usa para extrapolar desde un valor anterior y(i) a
un nuevo valor y(i+1) en una distancia h (Figura 23). Esta férmula se aplica paso a paso para

calcular un valor posterior y, por lo tanto, trazar la trayectoria de la solucion.

Todos los métods de paso que se expresen de esta forma general, tan sélo van a diferir en la

maner en la que se estima la pendiente.
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Figura 23. Tlustracion grafica del método de paso.
2.1.10.2. Método de Euler
La primera derivada ofrece una estimacion directa de la pendiente en x(i) Figura x:
® =f(x(i) ,y(i)) Ecuacion 3

donde f (x(i) ,y(i) ) es la ecuacion diferencial evaluada en x(i) y y(i). La estimacion se sustituye

en la ecuacion 1:

y(i+1) = y(i) + £ (x(i) ,y(i))h Ecuacion 4

esta formula se conoce com método de Euler. Se predice un nuevo valor de y usando la
pendiente (igual a la primera derivada en el valor original de x) para extrapolar linealmente sobre

el tamafo de paso (ver Figura 24).

Figura 24. Método de Euler.
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2.1.10.3. Método de Heun
Un método para mejorar la estimacion de la pendiente emplea la determinacion de dos derivadas
en el intervalo (una en el punto inicial y otra en el final). Las dos derivadas se promedian
después con la finalidad de obtener una mejor estimacion de la pendiente en todo el intervalo

(ver Figura 25).

Figura 25. Representacion grafica del método de Heun. a) predictor y b) corrector.

Recuerde que en el método de Euler, la pendiente al inicio de un intervalo

y(i)’ = f (x(i) ,y(i)) Ecuacién 5

se utiliza para extrapolar linealmente a y(i+1):

yO(i+1) = y(i) + f(x(i),y(i))h Ecuacién 6

En el método estdndar de Euler se deberia parar aqui. Sin embargo, en el método de Heun la
y%(i+1) calculada en la Ecuacién 6, no es la respuesta final sino una prediccion intermedia. Por
consiguiente, la distinguimos con un superindice o. La Ecuacion 6 se llama ecuacion predictora.
Da una estimacién de y(i+1) que permite el cadlcuo de una estimacion de la pendiente al final del

intervalo:

y'(i+1) = f(x(i+1), y’(i+1)) Ecuacién 7
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asi se combinan las dos pendientes [Ecuaciones 4 y 6] para obtener una pendiente promedio en

el intervalo:

¥ (D4+yr(it1) _ Fla(Dy (D)4 Flali+), y°(i41D)
2 z

Ecuacién 8

f:

Esta pendiente promedio se utiliza después para extrapolar linealmente desde y(i) hasta (i+1) con

el método de Euler:

Flal) () Fl(i+), »° (i41))
2

h Ecuacion 9

y(i+1)=y({)+

2.1.10.4. Métodos de Runge-Kutta
Los métodos de Runge-Kutta (RJ) logran la exactitud del procedimiento de la serie de Taylor sin
necesitar el calculo de drivadas de orden superior. Existen muchas variantes, pero todas tienen la

frma generalizada de la Ecuacion 10:

y(i+1) = y(i) + @ (x(i), y(i), h) h Ecuacion 10

donde @ (x(i), y(i), h) se conoce como la funcién de incremento, la cual puede interpretarse
como una pendiente representativa en el intervalo. La funcidn incremento se escribe en forma

general como

O = a1k+azko+. . .+anky Ecuacion 11

donde las a son constates y las k son

k1= 1(x(1), y(1))

k2 = f(x(i + pih), y(i + qiikih)

k3 = f(x(i + p2h), y(i + q21kih + g22koh)

k4 = f(x(i + psh), y(i + gz1ikih + ga2koh + q33ksh))...

kn = f(x(i + pn-1h), y(i + qu-1,1kih + o1 2koh + ...+ qo-10-1kn-1h))
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donde p y q son comstantes. Observe que las k son relaciones recurrentes. Es decir, k; aparece en

la ecuacién ko, la cual aparece en la ks, etc. COmo cada k es una evaluacion funcional, esta

recurrencia vuelve eficientes a los metodos RK para célculos en computadora.

Tabla 5. Deduccion de los métodos de Runge Kutta de segundo orden

La version de segundo ordel de la ecuacion 9 es:
y(i+1) =y(i) + (akitazks) h (ccuacion a)
donde
k1= f(x(i), y(i)) (ecuacion b)
k2 = f(x(i + pih), y(i + quikih) (ecuacion c)

pra usar la ecuacion 9 debemos determinar los valores de
las constantes a;, ay, p1 y qi1. Para ello recordamos que la
serie de Taylor de segundo orden para y(i+1) en términos

de y(i) y f(x(i), y(i), se escriben como:
v(i+1) = v(i) f(x(i},y(i}}h+mh‘ (ccuacién d)

donde f’(x(i), y(i)) debe determinarse por derivacion

uando la regla e la cadena, de la siguiente manera:
' : Ay HEad , mokdr L
f (x(:,},y(l,}zl— = +_a;, —. (ecuacione)

Si sustituimos la ecuacion ¢ en la ecuacion d se obtiene:

d "y a ] [ h*
yli+1) = :r(i}f(x(i}ur(i}}h*'( (;xy} i (;fﬂd_i) E

(ecuacion f)

La estrategia basica de los métodos de Runge Kutta es el
uso de manipuladores algebraicos para obtener los valores
de ay, a5, p1 y qi1, que hacen equivaentes a las ecuaciones

ayf.

Para ello primero usamos una serie de Taylor para
expandir la ecuacion c. La serie de Taylor para una

funcién de dos variables se define:

=]
glx+ry+s) = glay)+ r +.=.':—: +...(ecuacion g)

Si se aplica este método para expandir la ecuacion ¢ se llega a:

ﬂ![:i + ph)yli + an:.h} = ﬂ:I(i}JY(i}} + I-":.hg + Q:l.:.i'-':l.hg_i + 0Ch™)

este resultado junto con le ecuacion b, se sustituye en la euacion ¢ para obtener:

¥l +1) = y(i) + ahi{x(1).y(0)) + blx(D.y (D) + arp i = +a,qnh=ﬂ[x(i},y(i}]§ +0(k)
(ecuacion h)

O agrupando términos,

i +1) = p(0) + [a,flx(i).p(0) + aflx(iy(i))]a+ [a,plz +a,quf(xti},y(i}]l—f] K +0(h)
(ecuacion 1)

Ahora, si comparams términos comunes en las ecuaciones /'y 7, determinamos que
para que las dos ecuaciones sean equivalentes, se debe satisfacer lo siguiente:

(conjunto de ecuaciones j)

aj + a = 1
Opr= 1/2
aq="%

las res ecuaciones simultaneas anteriores contienen las cuatro constantes conocidas.
Como hay una incognita mas que el nimero de ecuaciones, no existen un conjunto
unico de constantes que satisfaga las ecuaciones. Sin embargo, considerando un
valor para una de las constantes, es posible determinar el valor de las otras tres. En
consecuencia, existe una familia de métodos de segundo orden y no solo una

version.

Es posible tener varios tipos de métodos de Runge Kutta empleando diferentes numeros de

términos en la funcion de incremento especificada por n. Observese que en el método de Runge
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Kutta de primer orden n=1 es, de hecho, el método de Euler. Una vez que se eligen n, se evaltian
las a, p y q igualando la Ecuacion 9 a los términos de la expansion de la serie de Taylor (Tabla
5). Asi, al menos para las versiones de orden inferior, el nimero de términos, n, por lo comin

representa el orden de la aproximacion.

2.1.10.5. Runge Kutta de segundo orden
Como se describe en el Tabla 5, del conjunto de ecuaciones j supongamos un valor para as.

Entonces se resuelven la ecuaciones simultaneas obteniendo:
ai=1-a
pi=qu =12a

debido a que se pueden elegir un nimero infinito de valores para a», hay un nimero infinito de
métodos de Runge Kutta de segundo orden. Cada version daria exactamente los mismos
resultados se la solucion de la EDO fuera cuadratica, lineal o constante. Sin embargo, se obtienen

diferentes resultados cuando (como tipicamente es el cao) la solucion es mas complicada.

2.1.10.6. Runge Kutta de tercer orden
Para n=3, es posible efectar un desarrollo similar al del método de segundo orden. El resultado
de tal desarrollo genera seis ecuaciones con ocho incégnitas. Por lo tanto, se deben dar a priori
los valores de dos de las incognitas con la finalidad de establecer los parametros restantes. Una

version comun que se obtiene es:

vii+1)=vy{i)+ é{kl + 4k, + k5)h Ecuacion 12
Donde

ky = flx(D +y(D)

k, = f(x (i+%h),y(i+%k1h))

ky = fx(i +h),y(i — kyk + 2k,h)
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2.1.10.7. Runge Kutta de cuarto orden
El mas popular de los métodos de Runge Kutta es el de cuarto orden. Como en el caso de los
procedimientos de segundo orden, hay un niimero infinito de versiones. La siguiente , es la forma

mas comunmente usada y, por lo tanto, le llamamos el método clasico de RK de cuarto orden:

y(i + 1) = y(i) + = (ky + 2k, + 2k; + k,)h Ecuacion 13
Donde

ky = flx(@+y()
h=f@@+%@JG+%h@)
k, = f(x (i+%h),y(i+%kzh))

ky=f(x(i+h),v(i +kzh)

La Ecuacién 13 representa un promedio ponderado de pendientes, para establecer la mejor

pendiente (Figura 6).

Figura 26. Representacion grafica de las pendientes estimadas empleadas en el método de RK de
cuarto orden.
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A través de odigos logicos de algoritmos es posible programar los métodos niimericos antes
descritos, para el presente trabajo fue relevante utilizar el software MatLab, mism del que a

coninuacion se hace una breve descripcion.

2.1.11. Matlab version 20172.

Matlab es un software producido por Mathworks, Inc. Empresa establecida por los analistas
numéricos Cleve Moler y John Little. Como su nombre lo indica, MATLAB fue desarrollado en
principio como un laboratorio de matrices (MATrix LABoratory). Es un sistema interactivo y
lenguaje de programacion para cémputo cientifico y técnico en general. La programacion
consiste en la correcta codificacion de las proposiciones Matlab y su ensamble en la secuencia
apropiada para alcanzar los resultados deseados. Un programa en Matlab consiste en una serie
detallada de instrucciones o proposiciones organizadas en secuencia légica para alcanzar

resultados predecibles (Fernandez, 2011).

Matlab es un lenguaje de alto rendimiento para célculos técnicos, es al mismo tiempo un entorno
y un lenguaje de programacion. Uno de sus puntos fuertes es que permite construir nuestras
propias herramientas reutilizables. Podemos crear facilmente nuestras propias funciones y
programas especiales (conocidos como M-archivos) en codigo Matlab, los podemos agrupar en
Toolbox (también llamadas librerias): coleccion especializada de M-archivos para trabajar en

clases particulares de problemas (Ferndndez, 2011).

Matlab (http://www.mathworks.com) es de facto un estdndar en muchas areas cientificas y ya
ampliamente utilizadas en sistemas biologicos. Proporciona numerosos métodos matematicos y
numéricos de ultima generacion y una plataforma programable por el usuario, que utiliza un
lenguaje de scripting simple pero potente y de alto nivel que evita la sobrecarga de programacion
que generalmente se presenta al desarrollar aplicaciones de software independientes. Schimidt y
Jirstrand, (2006) reportaron el desarrollo de una aplicacion basada en Matlab, para la solucion de
sistemas biologicos denominada Systems Biology Tollbox. Los usuarios encontraran que es facil
usar la funcionalidad de Systems Biology Toolbox. Para que un usuario amplie la funcionalidad
de la caja de herramientas, se requiere conocimiento sobre el lenguaje de scripting MATLAB.

Sin embargo, los usuarios que no estén familiarizados con MATLAB de antemano encontraran
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que es mucho mas facil aprender este lenguaje de scripting que aprender a programar

aplicaciones independientes dependientes del sistema operativo.

En este trabajo de investigacion, las bases del lenguaje de matlab fueron utilizadas en la solucion

de los modelos aqui discutidos.
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2.2. Antecedentes

Los antecedentes directos estan relacionados con un trabajo de tesis doctoral realizado po el
grupo de trabajo en ciencias ambientales, este documento fue aprobado y puesto a disposicion
para ser consultado en el afio 2013. De manera que el presente trabajo es continuidad del

elaborado por Cortazar.

El dicho estudio, se evalu6 cualitativamente el crecimiento de 7. versicolor con P. putida durante
la decoloracion de rojo acido 27. Los trabajos experimentales realizados en cajas Petri para
determinar la toxicidad del colorante, la capacidad de decoloracién y el crecimiento bajo
diferentes condiciones fueron temas clave en la tesis doctoral. Entre los hallazgos relevantes, se
encontrd que 7. versicolor con P. putida crecieron a 28 °C en los medios de cultivo: agar papa
dextrosa, agar nutritivo y medio Kirk modificado, tomando en cuenta que el primero y el tercero,

son especificos para el crecimiento de hongos.

Al estudiar el cultivo como consorcio (llamado cultivo mixto en este trabajo doctoral) en cajas
Petri, resaltdo que no hubo formaciéon de halo de inhibicion, lo que sugiri6 a la autora que ambos

organismos tenian potencial para crecer juntos al menos en medios solidos.

Se realizaron pruebas en las que al medio de cultivo se le agregd ABTS con la intension de
mejorar la produccion de enzimas lacasas, pues de acuerdo a los reportes que la autora refiere
este compuesto es un mediador para la produccion de dicha enzima. En estos experimentos se
observo que cuando el consorcio fue cultivado hubo una formacion de un halo de color rojizo,
este hallazgo sugirié la formacion del ABTS dication, aunque la interpretacion quimica indico

que la interaccion entre los microorganismos produjo un compuesto capaz de oxidar al ABTS.

Al realizar las pruebas de decoloracion en caja Petri se observd que 7. versicolor tuvo la
capacidad de decolorar al AR27, aunque no puede utilizarlo como fuente de carbono, mientras
que P. putida no tiene la capacidad para decolorarlo. Aunque su presencia no afectd el
crecimiento de P. putida. Como muestra de las bondades del consorcio, se observo que decolora
en menor tiempo en comparacion que el monocultivo de 7. versicolor. La decoloracion inicio en

la zona donde se inocularon las bacterias, lo que parecid indicar que la presencia de P. putida
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indujo el proceso de decoloracion. Se iniciaron las pruebas en medio liquido para determinar las
condiciones a las que se establecieron los cultivos mixtos. Se evalud la decoloracion utilizando
T. versicolor en fase de crecimiento exponencial y como células libres, en ambas condiciones se
logré la decoloracion. Se realizo una prueba para establecer los cultivos mixtos utilizando pellets
de T. versicolor con 7 dias de crecimiento y 500 pl de un cultivo de P. putida, en medio Kirk
suplementado con 1 gl! de glucosa y 30 mgl! de colorante. En estas condiciones no hubo
decoloracion y solamente se observo crecimiento de P. putida. A pesar de que 7. versicolor fue
inoculado en mayor proporcion (550:1), P. putida utiliz6 la glucosa para crecer, lo cual
probablemente impidid que 7. versicolor produjera las enzimas extracelulares responsables de la
decoloracion. Para completar las pruebas realizadas en medio so6lido, se realizaron cultivos en
tubos de ensaye. La combinacion 7. versicolor con P. putida, a los 10 dias de incubacidn,
presentd una decoloracion del 82% con respecto al tubo testigo, el cual contiene Unicamente el
medio Kirk con el colorante. En el cultivo sencillo de 7. versicolor se alcanzé una decoloracion
del 70% hasta los 14 dias de incubacién. En ese mismo tiempo, en el cultivo sencillo de P.
putida, se logrd una decoloracion del 30%. Esta decoloracion puede deberse a la absorcion del
colorante en la biomasa del cultivo. Cuando se utilizé el sobrenadante de las bacterias no se

observo decoloracion.

El trabajo de Cortazar demostr6 la factibilidad del consorcio, no obstante deja de manifiesto la
necesidad de abundar en el estudio de dicho consorcio. Este trabajo da el seguimiento, asi como
que desarrolla las condiciones y el esquema en que el consorcio debe operarse para obtener las

mejores condiciones de eliminacion de colorantes, de produccion de enzimas lacasa.
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3.1. Esquema metodolégico

Adaptacion de
microorganismos

!

Obtencion de las condiciones de cultivo en
monocultivos y consorcios

Cultivo en lote de T. versicolory P. l Cultivos en lote de
putida con y sin AR27 CONsorcios con y sin rojo
acido 27

l J
. . . . ( .
Determinacion analitica de variables de Cultivos: T. versicolor y

estudio: biomasa, glucosa, actividad consorcio con rojo acido 27
lacasa y colorante rojo acido 27

A 4

Exploracion de compuestos

Estudio del efecto de la variacion de -
aromaticos totales

la concentracion inicial del inoculo

v

Determinacion de parametros de las
ecuaciones de velocidad de reaccion

A

Propuesta de modelo conceptual y solucion del modelo
matematico

Figura 27. Esquema general de la metodologia seguida en el presente estudio.
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3.2. Compuestos quimicos, reactivos y cepas microbianas

El hongo Trametes versicolor ATCC 20869 y la bacteria Pseudomonas putida CBB-B-100
fueron proporcionados por el Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto
Politécnico Nacional (CINVESTAV-IPN), México, D.F. La cepa de T. versicolor se preservo en
agar dextrosa papa (PDA), en el mismo agar se prepard el inoculo. La cepa de P. putida se
reactivo en medio salino con 0.2 gl™! de tolueno mas 0.2 gl™! fenol, se preservé en agar nutritivo y
posteriormente para la preparacion del inoculo se cultivé en caldo de soya de tripticaseina (TCS).

El colorante rojo acido 27 (AR27) fue adquirido de la empresa Aldrich Sigma.

3.3. Preparacion del consorcio

T. versicolor se sembro6 en el centro de la superficie de 30 ml de PDA solidificado en cajas petri,
se incubo a 30 °C durante 240 h. Posteriormente se realizaron cortes circulares con tubos de
polipropileno estériles con didmetro de 1.25 cm. Para conocer la cantidad de masa fingica, un
corte circular se deposité en un recipiente a peso constante, se secd durante 24 h en un horno a
90 °C. Por diferencia de peso entre circulos con y sin micelio, se obtuvo que hubo 0.0255g (+/-

0.0100) de masa fiingica en 4.91 cm?.

P. putida se sembro por estria en agar nutritivo y se incubd a 30 °C durante 24 h. Posteriormente,
una azada de bacterias se trasfirié a un matraz Erlenmeyer con 50 ml de caldo soya tripticaseina
(CST) (marca DIBICO) estéril. El matraz se introdujo a una incubadora orbital (IKA 3000) a 30
°C con 130 rpm de agitacion orbital durante 20 h. Después, se tomaron 5 ml del cultivo y se
centrifugaron a 5000 rpm (marca SPROUT) durante 15 min, el sobrenadante se decantado y se
lavo con 5 ml de agua destilada. La suspension se depositd en un recipiente y se introdujo a un
horno a 90 °C| durante 24 h. Por gravimetria se determiné que a las 20 h hubo 0.38 gl de masa

bacteriana. El cultivo para preparar inoculo fue referido como CTS-20h.

3.4. Crecimiento y produccion de lacasas en monocultivos y consorcio

El crecimiento del 7. versicolor y de P. putida se realizé en medio de cultivo Kirk elaborado
como se ha reportado (Kirk, 1985), con la diferencia de que usamos 4 gl”! de glucosa y 0.2 gl'! de
tartrato de amonio (Kirk modificado), para conseguir una relaciéon carbono nitrogeno de 53.3

DISENO DE UN CONSORCIO BIOLOGICO MULTI-ESPECIE PARA LA
DEGRADACION DE R0OJO ACIDO 27

Pégina8 O



Doctorado en Ciencias Ambientales: José Roberto Gonzalez Reyes

para producir lacasas. En matraces Erlenmeyer con 50 ml de medio Kirk modificado y para
monocultivos se sembraron: a) 0.025 g de 7. versicolor o b) 0.004 g de P. putida. Para los
consorcios, la siembra fue con 0.025 g de T. versicolor al inicio del proceso y 72 h después 0.004

g de P. putida.

Tanto en monocultivos como en los consorcios, se evalué la presencia de 0.2 gl' del AR27
(Aldrich Sigma, Toluca, México). El medio Kirk modificado con AR27 se denomin6 medio de
decoloracion. El pH 6ptimo de crecimiento para el hongo es de 4.5 (Gavril y Hodson, 2007) y se
evaluo en el cultivo de P. putida. Todos los experimentos se incubaron a 30 °C y 130 rpm de

agitacion orbital (IKA 3000). En la Tabla 6 se muestran las condiciones experimentales.

Para los monocultivos y los consorcios de 7. versicolor, periddicamente se determind la biomasa,
concentracion de glucosa, la actividad lacasa y la concentracion de AR27. Para P. putida se

determind la biomasa y concentracion de glucosa.

Tabla 6. Concentracion de colorante AR27, pH y tiempo de cultivo.

AR27 .
: e Tiempo
Especies concentracion pH
1 (horas)
(gl
T. versicolor 0.2 4.5 250
T. versicolor 0 4.5 250
P. putida 0.2 7.0 24
P. putida 0 4.5 24
P. putida 0.2 4.5 24
T. versu_:olor/P. 0.2 45 250
putida
T. versicolor/P. 0 45 250

putida

3.5. Determinacion de biomasa

Tanto en los monocultivos y los consorcios con 7. versicolor se uséd todo el medio de cultivo (50

ml) de cada matraz, el cual se vertido en un SterifilSystem (Millipore XX1101700), provisto con
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filtros de micro fibra de vidrio GFC (Whatman 1822-047), con tamafio de poro de 1.6 um. Se

secaron durante 24 h a 90 °C. La biomasa se determin6 por gravimetria.

Para P. Putida se centrifugaron 5 ml de muestra a 5000 rpm durante 15 min, se elimind el
sobrenadante y se lavo con 5 ml de agua destilada, el contenido se depositd en un recipiente y

fue secado durante 24 h a 90 °C. La biomasa se determiné por gravimetria.

A las 130 h de incubacion del consorcio con AR27, se conto el nimero de pellets, después tanto
muestras de pellets fingicos como de medio de cultivo, se tifieron usando el método de Gram y
se observaron con microscopio Optico. Se observd que las bacterianas estaban en el medio

liquido y asociadas a los pellets.

Tabla 7. Método para separacion de biomasa del consorcio.

Observaciones de la . .
. Consideracion para
Etapa de filtracion prueba de gram en .
. biomasa
medio filtrado
) ) Presencia de bacterias y de .
Cultivo directo .. Fungica
micelio abundantes (+++) £
Filtrado con membrana de | Presencia de bacterias y L
~ Fungica
8 um de tamafio de poro levaduras (++)
Filtrado con membrana de | Presencia de bacterias y .
~ Bacteriana
2.5 um de tamafio de poro levaduras (+)
Filtrado con membrana de | No se observo la presencia .
~ . Bacteriana
1.6 um de tamafio de poro | de bacterias y levaduras

Un caso particular para la cuantificacion de biomasa se presentd, porque prevido a la
determinacion gravimétrica era necesario separar la biomasa del hongo y de la bacteria. Es por lo
que fue necesario utilizar una combinacion de membranas para filtrar con base en el tamafio de
los microorganismos. El procedimiento que no se ha reportado en la literatura pero aqui se

implemento se elabord con base en los resultados mostrados en la Tabla 7.

La biomasa fungica fue obtenida en con la membrana de 8 um de tamafio de poro. Para la

obtencion de biomasa bacteriana se uso lo retenido en las Gltimas dos membranas. Se debe tomar
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en cuenta que en lo retenido en la de 8 um, naturalmente hay bacterias presentes que pueden
estar o no asociadas al micelio o levaduras fungicas, no obstante, fue tomado en cuenta ese hecho

al momento de los calculos.

Para la determinacion de glucosa, la actividad lacasa y del colorante AR27, se separ6 el medio de
cultivo de la biomasa; la de 7. versicolor en filtros de micro fibra de vidrio GFC y para P. putida

en membranas de celulosa.
3.6. Determinacion de glucosa

Fue determinada mediante el método fenol-acido sulfurico previamente reportado (Dubois et al.,
1956). El método consistio en verter en un tubo de vidrio, 40 pl de medio de cultivo, 1960 pl de
agua, 242 ul de fenol (al 80%) y por goteo 5 ml de acido sulftrico. La mezcla se dejo en reposo
durante 40 min a temperatura ambiente. Se midi6 la absorbancia a 485 nm en un
espectrofotometro (JENWAY 6320D). La absorbencia fue comparada con una curva estandar de

D-glucosa (J.T. Baker), para determinar la concentracion de glucosa en la muestra problema.

3.6.1. Ricciocarpus natans como fuente de carbono alterna

Las muestras de Ricciocarpus natans fueron obtenidas de la laguna de Tecocomulco (sitio
RAMSAR en el estado de Hidalgo) la cual es una laguna en una cuenca de mas de 56 000
hectareas a 29 km de Tulancingo, 39 km de Pachuca y 115 km de la Ciudad de México. Esta
planta acuatica crece sobre la superficie de agua y ademés a través de sus raices forma

asociaciones con otros microorganismos.

Para evaluar a la planta acuifera Ricciocarpus natans como una alternativa para proveer de

fuente de carbono al consorcio biologico se realizaron las siguientes pruebas.

Las plantulas de R. natans se lavaron en agua desmineralizada (sin esterilizar), para eliminar
protozoarios, y particulas adheridas a la raiz de la planta, a través de 12 h en agitador a
temperatura ambiente. En matraces de 250 ml se agregaron 100 ml de medio Kirk sin glucosa, a
pH de 4.5 més 5 pellets de T. versicolor (pre-crecidos durante 100 h) en los que se inocularon 10,
20 y 30 plantulas de R. natans. Los matraces se agitaron a 100 rpm a temperatura ambiente, con

periodos de iluminacién de 24 h y 24 h ausencia de luz. Se determind la produccion de glucosa
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en el medio de cultivo, la produccién de lacasas y la morfologia de las plantulas y los pellets

fingicos.
3.7. Determinacion de la actividad lacasa

Fue determinada mediante el método de oxidacioén de 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-acido
sulfonico) (ABTS) previamente reportado (Bourbonnais, 1990): se mezclan 200 pl de buffer de
acetato de sodio (0.1 M), 1600 ul de la muestra y 200 pl de ABTS (0.5 mM), a 40 °C. Después
de agregar al ABTS, la mezcla se introdujo a un espectrofotometro (JENWAY 6320D) a 420 nm.
Durante 3 min en intervalos de 10 segundos, se midid la absorbencia .Se graficé la absorbencia
contra el tiempo y se calculd la pendiente que fue utilizada para calcular la actividad lacasa,
considerando que una unidad de lacasa se define como la cantidad de enzimas capaces de oxidar
1 umol de ABTS por minuto por litro (UI"), bajo condiciones estindares. El coeficiente de

extincion del ABTS a una absorbancia de 420 nm es de 36000 M-'cm™'.
3.8. Determinacion de AR27

Fue medida por espectrofotometria a 521nm (Behnajady et al., 2007) y comparada con una curva

estandar, asegurando que las mediciones estén dentro del rango de absorbencia de 0.05-0.8.

3.9. Efecto del inoculo bacteriano en la variacion de la biomasa fungica y la

actividad lacasa

Se evalu6 el efecto del indculo bacteriano lavado, sin lavar, y sin lavar-filtrado-esterilizado
(SLFE; sin bacterias). Los experimentos se realizaron en matraces Erlenmeyer con 50 ml de
medio de decoloracion, se sembraron 0.0255 g de T. versicolor y se incubaron a 30 °C durante
72 h a 130 rpm, posteriormente se agregd el indculo bacteriano de tres maneras; a) sin lavar del
CTS-20h, b) lavado del CTS-20h, mediante centrifugacion a 5000 rpm durante 15 min, se
decant6 el sobrenadante y se sustituyd por solucion salina isotonica y c) sin lavar-filtrado-
esterilizado en el que 5 ml de CTS-20h que se filtraron con membrana de celulosa
(Whatman10404106) y se esterilizaron durante 15 min a 121 °C y 1 atm. Se evaluaron cuatro
concentraciones del indculo sin lavar y lavado (gl™!): 0.0276, 0.0828, 0.1656 y 0.2760. Los

matraces con ambos microorganismos y el monocultivo con SLFE, se incubaron a 30 °C y 130

DISENO DE UN CONSORCIO BIOLOGICO MULTI-ESPECIE PARA LA
DEGRADACION DE R0OJO ACIDO 27

Pégina84



Doctorado en Ciencias Ambientales: José Roberto Gonzalez Reyes

rpm durante 72 h. Posteriormente se determin6 la concentracion final de masa fungica y la

actividad lacasa.

3.10. Compuestos aromaticos

No se contaba con datos sobre los compuestos derivados de la decoloraciéon de AR27. Por lo que
fue necesario buscar a través de datos de literatura, los posibles subproductos generados de la
decoloracion de AR27, considerando tratamientos tanto de biodegradacién como de técnicas

fisicoquimicas, los trabajos revisados se muestran en la siguiente tabla.

De los compuestos de la Tabla 8, se eligieron aquellos que estuvieran disponibles en laboratorio
y los que presentaran alguna forma de toxicidad, a este grupo de compuestos aromaticos se les
denomindé como compuestos aromadticos totales (CAT). Los CAT elegidos fueron: naftaleno,

benceno, tolueno, acido benzoico, catecol y anilina.

Se utilizd un cromatografo de gases de aplicaciones multiples marca Agilent Technologies
7890B GC System Analytical control by PAC con detector FID. Provisto de una columna capilar
de fase estacionaria HP-5 ((5%-fenil)-metilpolisiloxano) no polar, de 30 m x 0.320 mm x 0.25

um, con limites de temperatura de -60°C hasta 325 °C (350 °C Pgm).

El método del GC-FID que permite la deteccion, separacion y cuantificacion de los CAT se
describe a continuacion. Se us6 un volumen de 2.5 ul, un modo de entrada de (inlet) tipo split
con un radio de division de 0.1:1, flujo de 0.3 mlmin™!, temperatura de 230 °C, presion de
773.564 kPa, un flujo total de 6.3 mIimin™!, flujo de purga del septo estandar y con gas servidor
de 20 mimin™'. En las caracteristicas de la columna se usaron un flujo inicial de 3 mlmin!, una
presion de 77.564 kPa, velocidad promedio de 44.716 cmseg™! con tiempo de espera de 1.163
min. Se usé una rampa de presion en la columna la cual inicié con de 3 mlmin™ con tiempo de
espera de 1 min, seguido de 25 mlmin™! que incrementaron a una velocidad de 50 mImin con un
tiempo de espera de 3.17 min, después disminuyendo a la misma velocidad se llevo el sistema a
5 mlmin™! durante 1.89 min y finalmente se aumentd a la misma velocidad hasta 20 mlmin™' sin

tiempo de espera.
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Tabla 8. Subproductos en la transformacién bioldgica y fisicoquimica del AR27.

Tipo de técnica

Reaccion fotocatalitica con H202 mas
125 ml de C:HsOH y TiO: de
diferentes tamaiios de particula (0.5
gma 142 nmy de 0.25 gm a 50 nm) a
temperatura ambiente. La mezcla se
irradié con lampara de mercurio
(1000 watt) en una atmosfera de
nitroégeno.

Reaccion fotocatalitica: radiacion con
lamparas de mercurio con nano
particulas de ZnO y oxigenacion

Biodegradacion utilizando consorcio
biolégico de bacterias anaerébicas y
micro aerébicas

Biodegradacion con T. versicolor

Biodegradacion a través del sistema
mediador-lacasas

Biodegradacién con el hongo
Armillaria sp. en medio de cultivo
optimizado

El tiempo total de los flujos anteriores fue de 27.89 min. En tercer

Subproductos generados

3,4-dioxo-3,4-dihidro-naphthaleno-2,7-
disulfonate (c1) , disédico -3,4-
dihidroxi -3,4-dihidro-naphthalene-2,7-
disulfonato (c2) ysodio-4-hidroxi-
naftaeno-1-sulfonato (c3)

1-amino-2,3,5-trihidroxi-naftaleno (c1),
1-amino-2,3-dihidroxi-benceno
(compuesto 2), catecol (compuesto 3),
O-benzoquinona (compuesto 4), acido
maleico (compuesto 5), compuestos del
ciclo de Krebs.

Naftaleno, 1,2,3-triol (c1), Naftaleno
(c2), 3,4-dihidroxinaftaleno-2,7-
disufonato (¢3), 5,6,7-
trihidroxinaftaleno-2-sulonato (c4),
naftaleno-1,2,4-triol (c5), benzoato (c6),
2-(carboxiacetil) acido benzoico (c7).

Obtencion de metabolitos derivados del
naftaleno y benceno sustituidos con
hidroxilos, grupos sulfonicos y N=N

4-((0ox0-3,6-disulfo-2,3-
dihidroxinaftalen-1-il) diaceni)
naftaleno-1-sulfonato (c1), 4-
diacetilnaftaleno-1-sulfonato (c2),
naftaleno-1-sulfonato (c3) y 3,4.dioxo-
7-sulfo-2,3,4,4a-tetrahidronaftalenoo-2-
sulfonato (c4).

1,4-naftalendiol (c1),
1,2.dihidroxinaftaleno (c2) y cumarina

(c3)

Referencia

(Elgendy y Al-Zahrani, 2013)

(Shanti y Kuzhalsai, 2012)

(chan et al., 2012)

(Gadvril y Hodson, 2007)

(Chhabra et al., 2015)

(Adnan et al., 2016)

lugar, se indican las

caracteristicas relacionadas con el horno de calentamiento en el cual se emplearon rampas de

temperatura: la primera inicié en 30 °C durante un minuto, pasando a 66 °C a una velocidad de
10 °Cmin’!, se aument6 la velocidad a 50 °Cmin’! para pasar a una temperatura del horno de 80

°C durante 6 min y finalmente a una velocidad de 10 °Cmin’!, se llevo la temperatura del horno a
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250 °C. Al acabar este ciclo de temperaturas, el equipo arranca el ventilador para ubicar la
temperatura del horno a 80 °C. El detector utilizado fue uno de ionizacion de flama a 300 °C, con
un flujo de aire de 280 mImin™!, flujo de Hz de 90 mlmin™' y flujo de “maquillaje” con N2 de 20
mlmin'. Este método recibi6 el nombre de ComAromFID, con el que se realiz6 la calibracion de

los compuestos CAT.

La reacciones que suponen la generacion de CAT correspondes a las siguientes: 1 mol de AR27
mas 1 mol de lacasas, podria generar 2 moles de naftaleno, 1 mol de anilina, 2 moles de acido
benzoico, 2 moles de catecol y 2 moles de benceno tomando en cuenta la estructura del AR27 y
las relaciones estequiometrias inicamente. Si la concentracién inicial de AR27 es de 0.2 gl se
espera que al menos haya (gl™!): 0.084 de naftaleno, 0.030 de anilina, 0.080 de 4cido benzoico,
0.072 de catecol y 0.051 de benceno. De manera que se prepararon soluciones de los 5 CAT a

concentraciones de 0.01 a 1 gl

Las muestras de los 5 CAT se diluyeron en metanol o metanol/agua, se analizaron en secuencias
de 10 muestras. El cromatdgrafo de gases se controla mediante el software Agilent OpenLAB
CDS ChemStation Edition C.01.06 el cual permite la visualizacion de la sefial del detector FID a
través de una grafica del tiempo contra la pA (pico amperios). Como la concentracion del

compuesto es conocida, simplemente se asocia a la intensidad del pico.

Una vez estandarizado el método de deteccion de los CAT se procedid a la preparacion de las
muestras. Para T. versicolor y el consorcio con 0.2 gl'' de AR27. El volumen total de cada
matraz fue filtrado para eliminar la biomasa fiingica y bacteriana. Una muestra de 10 ml fue
pasada por filtros de extraccion de fase reversa (Bond Elut Plexa, 200 mg. 3 ml) de la siguiente
manera: 2 ml de NH4OH (al 2%) fueron agregados a un filtro de fase reversa, se conect6 al vacio
para extraer a goteo dicha solucion. Posteriormente se agregaron 10 ml de la muestra problema,
se conecto al vacio para extraer a goteo. Enseguida se agregaron al cartucho 3 ml de metanol,
que fueron extraidos por goteo. El metanol fue depositado en recipientes de 2.5 ml con tapon y
septo, para su analisis en el GC-FID. Las sefiales fueron analizadas a través de las aplicaciones

con las que cuenta el GC-FID.
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3.11. Analisis estadisticos

Los experimentos se realizaron por triplicado. Las evaluaciones estadisticas de los resultados se
llevaron a cabo mediante un analisis de varianza de una sola via, con una comparacion de medias
con la prueba de Tukey con un nivel de significancia de 5%. Se utiliz6 el software Minitab 17

version 17.1.0.
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3.12. Modelo conceptual

Definicion de los componentes del sistema:

Tabla 9. Componentes en el sistema bioldgico en consorcio durante la decoloracion de AR27.

crecimiento de
Trametes versicolor

Componente | Simbolo Caracteristicas Unidades | Rango de | Condicion
del sistema de valores inicial
medicion
Blomasg de BBac Pseud@aonas ol 0-10 0.1
bacterias aeruginosa
Sustrato glucosa | Sglu D-Dextrosa gl 0-10 4
Biomasa de Bhon Trametes versicolor gl’! 0-10 0.1
hongo
Producto lacasas Plac Enzimas lacasas ur! 0-100,000 0
Colorante AR27 | Colar27 Colorantezl;OJ 0 deido gl! 0-1 0
Sustrato Compuestos derivados
o Sarom de la decoloracion de gl'1 0-1 0
aromaticos ..
rojo acido 27
Compuestos
producidos por
Corppuestos Cmejor Pseudom@as putida ol 0-1 0
mejoradores que mejoran el

Los componentes del sistema biologico interactiian, hipotéticamente, de acuerdo con el modelo

conceptual de la Figura 28, basado en ese modelo se hacen las siguientes consideraciones:

e Los dos microorganismos a pesar de tener condiciones de crecimiento diferentes, son

capaces de crecer en un medio de cultivo tnico elaborado a base de los requerimientos

para la produccion de enzimas decolorantes.
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e [os microorganismos consumen glucosa como su principal fuente de carbono, a través de
¢éste sustrato crecen, se mantienen y producen sustancias de utilidad particular y de

utilidad para el consocio.

e las enzimas lacasas que se producen, en contacto con el colorante rojo acido 27 lo
transforman y la primera evidencia es que pierde su coloracién. A su vez, se generaran

compuestos a aromaticos como producto secundario de la decoloracion.
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Figura 28. Componentes que pertenecen al sistema bioldgico de un consorcio constituido por dos microorganismos, en el que sus
productos metabolicos, promueve la simbiosis del sistema.
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e Los compuestos aromaticos son consumidos por las bacterias, gracias a sus
caracteristicas metabdlicas, por lo que el hongo crecen sin la restriccion causada

por esta clase de compuestos.

¢ El sistema biologico se analizard en un sistema en lote. El balance de masa sera

el siguiente:

% =r (i)C(i)Ecuacion 14

Donde C(i) representa la concentracion de las especies involucradas en el sistema y r(i)
representa la tasa de cambio con respecto al tiempo. Recordemos que la velocidad de
reaccion, también conocida como la velocidad de aparicion o desaparicion de los
componentes, estd representada por una ecuacion algebraica y en muchos casos, las
ecuaciones que estan reportadas en la literatura representan en forma adecuada las

velocidades de reaccion.

3.13. Modelos cinéticos de velocidad de reaccion

La velocidad de una reaccion (1j) nos indica con qué rapidez se consume cierta cantidad
de moles de una especie quimica para formar otra especie quimica. La velocidad de
reaccion, es el nimero de moles de una especie que reaccionan pr unidad de tiempo por

unidad de volumen (Fogler, 2008).

La ecuacion de velocidad (es decir la ley de velocidad) para rj es una ecuacién
algebraica que solo es funcion de las propiedades de los materiales que reaccionan y las
condiciones de reaccion (es decir, concentracion de las especies, la temperatura, la
presion o el tipo de catalizador, si lo hay) en un punto del sistema. La ecuacion de

velocidad es independiente del reactor en el cual se efectiia la reaccion (Fogler, 2008).

La ley de velocidad de una reaccion quimica es esencialmente una ecuacidn algebraica
que involucra la concentracion, no una ecuacion diferencial. Por ejemplo, la forma

algebraica de la ley de velocidad —ra para la reaccion

yields
A —— productos

Puese estar en funcion lineal de la concentracion
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aunque puede ser alguna otra funcion albegraica de la concentracion como

-1, =KCj

0
K,C;
1+K,C,

Para una reaccion dada, la dependencia de la concentracion especifica que la ley de

velocidad muestra, se debe determinar por observacion experimental o usando las que

se han reportado para sistemas semejenates.

Especificmente para los componentes propuestos en el modelo conceptual del presente

trabajo, las leyes de velocidad fueron tomadas de la literatura, basandose en que su uso

en sistemas semejantes ha demostrado de manera acertada su representacion. En la

Tabla 10 se concentran las leyes de velocidad para cada componente y algunos tados

relevantes adicionales.

Tabla 10. Resumen de leyes de velocidad por componente de sistema

T.versicolor/P.putida.
Modelo cinético Parametros
Componente Lo .
. ry— Principio Referencia
del sistema Nombre Ecuacion Slgmficado de Unidades
parametros
Umax: velocidad
maxima de h!
crecimiento
Representa la una
. ks: tante d fi d ..
Biomasa de Haldan wx = Bmgx ¥ stsong ’a nte de . (Lr.rlr)l? . ’e (Bajaj et
. % L ool
bacterias e K, +5+K5 saturacion y de gl! mhibieion al., 2008)
afinidad con el causada por el
sustrato sustrato
ki: constante de I
inhibicién g
yx: rendimiento
en la
generacion de gg’!
biomasa a partir Representa el
Sustrato del sustrat consumo de
> (T el sustrato Kumar et
consumo de | Monod | K& = _[: -~ + mx) sustrato para dos ( 1, 2005)
glucosa - m: constante de fines de ks
mantenimiento, viabilidad celular
uso de sustrato h!
para fines
metabolicos
- Monod Hmax S max: velocidad ht Crecimiento de
Biomasa = . . . Abuha
iomasa de K K, +5) maxima de microorganismos (Abuhamed
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hongo crecimiento asociados al et al., 2004)
consumo de
sustrato sin
ks: constante de limitaciones, no
saturacion y de [ obstagte la
afinidad con el & velocidad
sustrato depende la
concentracion de
sustrato
a: coeficiente
de produccion
de metabolitos
asociados al adimensi
crecimiento onal
microbiano Produccion de
metabolitos .
Produccién | Luedeki _ microbianos Luedeking
de lacasas | ng-Piret bp = @ pr+ B asociados y no y Piret,
B: coeficiente asociados al (1959)
de produccion crecimiento
para
metabolitos que h!
no estan
asociados al
crecimiento
Vmax,: V.e10c1dad ) Decoloracion
maxllma de I considerando la
decoloracion presencia de (Cristovio
Decoloracion M1.chael _ Vmgy ARZ7 | Kwm: Constante cnzimas y et al.,
de AR27 1= | BarT =T TUAR2T de Michelis- sustrato como el | 2009).
Menten Menten sobre la I colorante a
asociacion de la & descomponer
enzima y el para perde’r el
sustrato grupo cromoforo
yx: rendimiento
enla
generacion de gg’!
biomasa a partir Representa el
Sustrato Monod | 1s = — [:um . mx) del sustrato Su;:t(;;lts;mo dz (Kumar et
aromaticos yx para dos al., 2005)
m: constante de fines de ’
mantenimiento, viabilidad celular
uso de sustrato h'!
para fines
metabodlicos

Las ecuaciones anteriores requieren de ser incorporadas en balances de materia, para su

analisis en sistemas por lote, de tal manera que las consideraciones hechas a

continuacion trasfieren en modelo conceptual portulado antes, en una serie de

ecuaciones diferenciales parciales que representaran el comportamiento del sistema a

estudiar. Antes de mostrar las ecuaciones, se debe puntualizar que los compuestos

mejoradores para la produccion de enzimas o los que mejoran el crecimiento de la
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biomasa ya sea bacteriana o fungica no han sido sugeridos en la literatura, de manera

que quedan fuera de la representacion matematica.

3.14. Modelo matematico del consorcio

Para el crecimiento del 7. versicolor se usé el peso seco como biomasa total y se asumio
que su comportamiento puede ser bien descrito por la ley de velocidad propuesta por
Monod, siendo el principal sustrato la glucosa. Para su crecimiento, mantenimiento y
produccion de las enzimas lacasas la glucosa serd la materia prima. Una ecuacion con

balance de materia que describe lo anterior seria como sigue:

T. versicolor (C,,) + glucosa (C,) = T. versicolor (C,,) + lacasa (C,,)

9Cx _ (M)_(cﬂ] — kdC,, Ecuacién 15

La Ecuacion 15 muestra por una parte que la principal funcion de la glucosa es permitir
el crecimiento del hongo en forma exponencial, mientras que una vez que los recursos
se agotan el crecimiento desacelera y la biomasa total inicia una etapa de decaimiento
(segundo término). La etapa de decaimiento suele ser considerada cuando en ella se
suscitan fenomenos de interés para el sistema que se estudia. Sin embargo, en la
produccion de lacasas tiene relevancia secundaria, por lo que no es tomado en cuenta de

manera que la Ecuacion 15, se convierte en la Ecuacion 16.

BCx1 (-I'-'m:x xl-cl) oy
—== = === 2. c
> X, 101 (€,;) Ecuacién 16

La misma ecuacion de Monod requiere del estudio del consumo de sustrato, pues sobre
este recae la posibilidad de generar las condiciones que permiten al sistema generar las
sustancias que dan origen a la interaccion entre los microorganismos. El la Ecuaciéon 17
se describe la relacion que tiene el sustrato, glucosa, para la generacion de biomasa, el
mantenimiento celular y la produccion de lacasas. Los tres términos se ilustran a

continuacion.

ac 1 ac 1 8y .,
_3g _ |2 (_xl) +mc,, + (—-"—) Ecuacion 17
dt YEIIEI dt FE'_IJ lcl dt

DISENO DE UN CONSORCIO BIOLOGICO MULTI-ESPECIE PARA LA
DEGRADACION DE R0JO ACIDO 27

Pégina9 5



Doctorado en Ciencias Ambientales: José Roberto Gonzalez Reyes

La ecuacion tres incluye la dependencia de dos ecuaciones diferenciales, la primera es la
que describe el crecimiento microbiano de 7. versicolor y la segunda la que describe la
produccion de la actividad lacasa, de esta ultima se presenta el balance de masa en la

Ecuacion IV.

dC,q ac y
== ay -2 + By -Cy Ecuacion 18

Los simbolos ocupados en este primer conjunto de ecuaciones se comentan en los

siguientes renglones:

Cxi: Concentracion de biomasa de Trametes versicolor (gl ™)

Ci: Concentracion de glucosa (gl ™)

Emax x1: Velocidad maxima de crecimiento especifico para Trametes versicolor en
glucosa (h™)

K, .: Constante de saturacion de glucosa con la biomasa de Trametes versicolor (gl™)

Yc ¢, Rendimiento biomasa de Trametes versicolor/glucosa (adimensional)

En este punto es importante hacer una consideracion. Las unidades de actividad lacasa
no representan en ningin momento la cantidad de enzimas que estan presentes en el
sistema, por lo que para fines de representacion se hard uso del dato reportado en
literatura por Cristovao et al., (2009), sobre el contenido de 120 Ul'! de actividad lacasa
por cada 1 gramo de sustancia. Con lo anterior puede emplearse una unidad de
concentracion arbitraria. Sin embargo, para estudios de mayor precision serd necesario
realizar una metodologia que determine el contenido de actividad lacasa por unidad de

masa de producto. En el presente estudio los fines perseguidos son diferentes.

Yo .ck Rendimiento lacasas/glucosa (adimensional)
?Ern- ¢, *: Rendimiento lacasas/glucosa ajustado (gg™h)

C,,: Cantidad de actividad lacasa (Urh

C,, *: Cantidad de actividad lacasa ajustada (gl™h

Pégina9 6

et..,: Coeficiente de generacion de actividad lacasa asociada al crecimiento

(adimensional)
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8..,: Coeficiente de generacion de actividad lacasa no asociada al crecimiento (h™)

.., *: Coeficiente de generacion de actividad lacasa asociada al crecimiento ajustado

(adimensional)

.., *: Coeficiente de generacion de actividad lacasa no asociada al crecimiento ajustado
(h)
Para algunos casos la variable ajustada (representada con un asterisco) mostrara

observaciones mas precisas del elemento que en su momento este en discusion.

La siguiente etapa del modelo conceptual estd enfocada en la transformacion del
colorante AR27 a través de una reaccion enzimdtica. Tal como se sugirio en la Tabla
10, la ecuacion propuesta por Michaelis y Menten describe con precision las reacciones

enzima sustrato. La siguiente expresion ilustra como procede esta reaccion.
AR27 (Cy) +lacasa (C,;) = CAT (Cp2)

Ademas la ecuacion matematica que muestra tanto la integracion de la velocidad de

reaccion enzima sustrato, como el balance de masa, esta indicada en la Ecuacion 19.

ac V. . .C .
——Z2=|_max2 l. ¢  «V, Ecuacion 19
dt KHEEE{'EZ B

Hay que hacer un par de aclaraciones. En primer lugar, la ecuacion de balance indica
que Cp1 debe estar representada en unidades de masa de la enzima, y no en unidades de
actividad. En este punto es donde vale la pena la conversion arbitraria de unidades de
actividad lacasa a masa de lacasa, que esta indicada como la actividad lacasa adaptada.
Tomando en cuanto a que se estd midiendo la actividad lacasa por unidad de volumen,
el volumen total del sistema se aborda en esta consideracion, por lo que la variable Vt se

puede omitir. Con lo anterior la Ecuacion V se transforma en la Ecuacion 20.

ac Viaz € .
—2=—|—mx=Z 1, Ecuacion 20
dt KHEEZ+CZ P

C,: Concentracion de AR27 en el medio de cultivo (gl ™)
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Vinax_c, - Velocidad maxima de decoloracion (h™!)

max_

Kye ¢ ¢ Constante de Michaelis-Menten para la relacion AR27 y lacasas (gl
C,,: Concentracion de actividad lacasa ajustada (gl

V.: Volumen total del sistema (1)

El lector se habra percatado que hasta el momento no se ha abordado el detalle sobre los
elementos que consideran a la bacteria, esto es porque hay una descripcion del
fenomeno del consorcio en dos etapas categorizadas con base en la presencia de los
microorganismos. Por lo tanto, para la segunda etapa, se inicia comentando que la
bacteria P. putida debe ser capaz de crecer bajo las condiciones estudiadas, las cuales
deben favorecer al hongo, por ser el elemento clave para la produccion de las enzimas
responsables de la eliminacion del AR27. Aunado a lo anterior, es de conocimiento
comun que las comunidades bacterianas presenten un metabolismo mas acelerado en
comparacion con el de los hongos. Por lo tanto, en un sistema donde la principal fuente
de carbono sea glucosa, se espera haya una competencia por su consumo. Sin embargo,
este consorcio se incentiva a favor de la comunidad bacteriana considerando que
tendran al menos dos fuentes de carbono, pues se espera que los compuestos generados

en la decoloracion del AR27 sean la segunda fuente de carbono.

Una ecuaciéon que sugiere la produccion de biomasa bacteriana se presenta a

continuacion:
Glucosa (C,) + CAT (Cp2)+ P. putida (C,.,) = P. putida (C,.,)

El crecimiento bacteriano estard asociado a dos formas de crecimiento. Por un lado el
crecimiento ante el consumo de glucosa y el segundo ante el consumo de los
compuestos aromaticos derivados de la decoloracion del AR27. Por lo tanto el
crecimiento bacteriano de P. putida, quedara representado de la siguiente manera, las

siguientes ecuaciones contienen el balance de materia necesario.

dCy (-f-'m:x_xzr_ll.'lj -

(C.,) Ecuacion 21
di Kz y2cpnt6a ) *2
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La Ecuacion 21 de Monod puede ajustar al crecimiento bacteriano asociado al consumo
de glucosa, mientras que la Ecuacién 22 es un caso especial para sustratos de naturaleza

fenodlica se puede asociar al crecimiento de P. putida.

dCyz Hmax x2(Cp2) Cpz
at EKE_IZ[Epzj'l'cpZ'I'cpZKI

) (€C,,) Ecuacion 22

Tal como para la representacion matematica para el hongo, la bacteria usaré a la glucosa
para fines de generacion de biomasa y mantenimiento celular. Aunque la produccion de
enzimas para la degradacion de compuestos fendlicos por parte de las bacterias esta
altamente estudiada, no es objeto de estudio del presente modelo mateméatico debido a
que la atencion del consorcio destaca en la produccion de enzimas y el acoplamiento de
ambos microorganismos al crecimiento sinérgico, por lo tanto se descarta. Con lo
anterior, la Ecuacion 23 queda se muestra sin el término que relaciona a la produccion

de un metabolito de interés.

o Kyfxzﬂl( dt ])| +mC,, Ecuacion 23

La simbologia y dimensiones para cada término utilizado en esta seccion sobre modelos

matematicos relacionados con P. putida se lista en seguida.

C,,: Concentracion de biomasa de P. putida (gl™)

C,,: Concentracion de compuestos aromaticos (gl

Hunax x2(cn): Velocidad maxima de crecimiento especifico de P. putida en glucosa (h™')

Emax x20ep2): Yelocidad maxima de crecimiento especifico de P. putida en aromaticos
(h)

Ci: Concentracion de glucosa (gl™!)

K,_ (c,y: Constante de saturacion de glucosa para P. putida (gl'h)

stz(f"pz}: Constante de saturacion de compuestos arométicos para P. putida (gl™)

K;: Constante de inhibicién de compuestos aromaticos en el crecimiento de P. putida

(gl
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Ye ¢, Rendimiento de biomasa bacteriana respecto al sustrato glucosa (adimensional)

m: Constante de mantenimiento celular bacteriano (h™')

Con los modelos matematicos sugeridos, la siguiente tarea consistié en buscar valores

de los pardmetros. En el siguiente apartado se describe con detalle su determinacion.

3.15. Parametrizacion de las ecuaciones de leyes de velocidad

Con base en las ecuaciones propuestas para el modelo matematico, se determinaron los
parametros cinéticos para cada ecuacion diferencial y para cada caracteristica evaluada.
El procedimiento abordado fue el siguiente, a) a través de la funcion
ESTIMACION.LINEAL se obtiene una ecuacion matematica de un polinomio que tiene
como variable dependiente la variable que se estd estudiando y como variable

independiente el tiempo con diferentes valores exponenciales desde 1 hasta 5 (ejemplo

a;’% =at + bt? + ct? + dt* + et®), b) se calculd la primer derivada del polinomio,

para con ello obtener el cambio instantaneo de la variable dependiente (ejemplo

a;% =a + 2bt + 3ct? + 4dt? + 5et®), ¢) las derivadas representan los valores de p y

este se puede utilizar o modificar, segun sea el requerimiento del proceso matematico,
d) a menos que el modelo no esté como una ecuacion linealizada, realizar los cambios
algebraicos para linealizarla. Para la ecuacion de Monod la forma linealizada es la

siguiente:

1 K, 1 1 .,
—=—= (—) + —— Ecuacion 24
M Hmax “Cy Mmax

s y la ordenada al
Hmax

1 1 . .
De esta manera al graficar , contra =, se obtiene la pendiente
i

) ) 1 , . ,
origen es igual a P de los que es facil calcular u, .. y K., ambos parametros
ax

representan el crecimiento de cada organismo. Para el consumo de sustrato, por

. . o . ac
estimacion lineal se calcula la velocidad de cambio instantanea del sustrato a_:’ y los de

By
dt

By
dt

. . . ac. :
ya han sido estimados previamente, se grafica a—: contra y con la pendiente se

puede calcular el valor de Y. . . Para la produccion de la actividad lacasa, los

, . T ac
parametros o y B se calculan directamente de una estimacion lineal de —':—, con las
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. ac. . ., : .
variables ﬁ y Cx1. En el caso de la decoloracion, la ecuacion de Michaelis-Menten se

linealizada es la siguiente:

1_ Emp (i) - U; Ecuacion 25

v Vf‘l‘l ax E:'. max

1 1 . . K]
De esta manera al graficar , contra —, se obtiene la pendiente Vﬂ y la ordenada al
max

Iz

. . 1 .
origen es igual a I de los que es facil calcular V.. y Kyz.

Para los sistemas donde esté incluido a P. putida como elemento principal del estudio,

los pardmetros de Monod fueron estimados como en los sistemas con 7. versicolor.

3.16. Solucion del modelo matematico

3.16.1. Empleo de consola de MATLAB

En la solucion de los modelos matematicos se utilizaron los parametros obtenidos por
linealizacion algebraica y con el apoyo de la funcion ESTIMNACION.LINEAL. Las
ecuaciones diferenciales de los modelos y la soluciéon numérica mediante el método de
Runge-Kutta de 4to orden se programaron en lenguaje de MATLAB. El codigo que se

programo6 en un modulo de MATLAB se presenta en la seccion de anexos.

La programacion en MATLAB fue 1til para analizar la solucion de los modelos
matematicos, sin embargo, los pardmetros de los experimentos generaron lineas del
modelo que no correspondieron con los datos experimentales, por lo anterior fue

necesario realizar mejoras al algoritmo.

3.16.2. Empleo de lenguaje Python

Fue necesario que el algoritmo calculara la diferencia entre el modelo matematico y los
datos experimentales a través de la suma del error cuadrado y que buscara la
combinacion de parametros que minimizaré el error. Para dicho fin, se decidi6 cambiar

de plataforma para programar en lenguaje de Python.
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Figura 29. Logotipo comercial de la plataforma Python.

Python es un lenguaje de programacion potente y facil de aprender. Cuenta con
estructuras de datos de alto nivel eficientes y un enfoque simple pero efectivo para la
programacion orientada a objetos. La elegante sintaxis y escritura dinamica de Python,
junto con su naturaleza interpretada, lo convierten en un lenguaje ideal para la creacion
de scripts y el rapido desarrollo de aplicaciones en muchas areas en la mayoria de las

plataformas.

El intérprete de Python y la extensa biblioteca estandar estan disponibles gratuitamente
en forma de fuente o binario para todas las plataformas principales desde el sitio web de
Python, https://www.python.org/, y pueden distribuirse libremente. El mismo sitio
también contiene distribuciones y punteros a muchos modulos, programas y
herramientas de Python de terceros, y documentacion adicional.

El intérprete de Python se amplia facilmente con nuevas funciones y tipos de datos
implementados en C o C ++ (u otros idiomas que se pueden llamar desde C). Python

también es adecuado como un lenguaje de extension para aplicaciones personalizables.

La version de Python que se utilizé fue la 3.7.1. la cual es adecuada para sistemas
operativos posteriores a Windows XP. En la seccion de anexos se presenta el codigo

utilizado.
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3.16.3. Normalizacion de ecuaciones

Los limites superiores e inferiores de las variables fueron los siguientes, para el caso de
biomasa bacteriana de 0.001-1.500 gl!, biomasa fiingica de 0.001-1.600 gl'!, glucosa
0.001-4.000 gl!, colorante 0.001-0.200 gl'"* sin embargo para la actividad lacasa el
rango fue mas amplié 0.001-3500.000 UI''. Este valor al momento de resolver los
sistemas de ecuaciones diferenciales, pueden causar cambios abruptos en las otras
variables de estudio. Por tal razdn, se decidié que la manera adecuada de presentar y
resolver el sistema de ecuaciones diferenciales seria con ecuaciones normalizadas. El

procedimiento que se siguid, se presenta a continuacion.

Las variables a normalizar fueron: x (biomasa), s (glucosa), p (actividad lacasa), A
(rojo acido 27) y t (tiempo). Las variables caracteristicas, que representan un valor de
la variable a normalizar y que como condicion deben ser una entidad la variable, fueron
los siguientes: x0 que representa el valor de biomasa méaxima en el cultivo, s0 que
indica el valor inicial del sustrato, p0 es el valor maximo de actividad lacasa y t0
representa el tiempo final de evaluacion de los experimentos. La siguiente tabla muestra

las relaciones matematicas que generan los términos normalizados.

Tabla 11. Arreglos para la normalizacion de ecuaciones.

Consideracion 1 Derivada Despeje
X=X x, dx = d(x x;) dx = x, d(x)
s=35s, ds = d(5s,) ds = s, d(5)
P=Pn dp = d(p po) dp = p, d(p)
A=44, dA =d(A 4,) dA = A, d(A4)
t=1~ft, dt = d(f'ty) dt = t, d(t)

Sustituyendo esos valores en las ecuaciones balanceadas se obtiene lo siguiente, para la

ecuacion de biomasa.
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Xy d{:‘f}_ l"l’mﬂxs 5p
t,d(t) \K +5s ){ %)

46 _ (“"”“S_SDEDE)Ecuacién 26
d(t) E 45 =,

Para la ecuacioén de consumo que no considera la produccion de algin componente de
importancia para el sistema

Sa d{f} [ (I"l’mﬂxs Sﬂtﬂx ) 1LmE x ]
- o

ty d(t) K, +5s,
d(s) _ [ (p,mﬂxf SptaX ty ) N ™M xutu]
d(t) (K. + 5s5)5 So

a8 _ [ ( Fmax? S0%o _) 4 ¥ I’]Ecuamon 27

r.i(r:} [ SD+SSD} R

Para la ecuacion de consumo de sustrato que si considera la generacion de un producto
se calcula una vez normalizada la ecuacion para el producto.

26 - e () o) ()

— %
() _ [a: (“"’1”"‘3 f“t“x) 4 EEx I:‘]Ecuacmn 28
dit) Ep,+is,p, Po

Tomando en cuenta la Ecuacion 29 se agrega el término sobre producto

5, d(3) . [ (l-'l"mﬂxf SptpX ) S mE .t (p)

t,d(t) |\ K. +5s, TEL T 0 d{t

S d{f} _ [ Mmﬂxi SIZItIZI:"E — Mmﬂxf Sﬂtg'f B x xﬂtﬂ
0y (e 00T ) e x4y, |a 00" ),

to d(t) K, +55 7L \K.py + 5541 Po
d(s)

(I'Lmﬂxs = o tﬂx
x

K.+ 55, )+mx_xu+}?z,

(meaxf Spte® ) n B x_xutu] Cu)
a L o
d(t) K. py + 5 5P, Po o

dais) _ I}Fx (umuisnrg.f) +-m.f.x.'nr.'n +}FP [ﬂ (umu.isnr:.f) + B #xpt, ”]]Ecuacmn 29

die) (Koe,+&35]) N K p,+fs5p, Poto

Finalmente para la decoloracion

‘40 d{:ﬂj _ vmﬂx‘:TAU
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d(A) _ [VoeeA Ay \(Clac)t,
dt) \Ky+4d4,) 4,

ald) _ (vm”‘“ﬂ“}t”) Ecuacion 30
e (£) Ey+d4,
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4.1. Preliminares para P. putida

Los microrganismos estuvieron almacenados durante un largo periodo de tiempo a -80
°C, de manera que tuvo que verificarse la calidad de los mismos. Al hacer un cultivo en
medio nutritivo se observo, con ayuda de los colorante s de Gram, la presencia de cocos

Gram positivos y bacilos Gram negativos.

La cepa contaminada se sembro en medio de cultivo (base Kirk) con tolueno y/o fenol
como fuentes de carbono. La presencia de tolueno y/o fenol suprimieron el crecimiento
de los microorganismos Gram positivos. Al realizar una prueba con medio Kirk sin
fuente de carbono, se observd que las bacterias Gram negativas crecieron (Tabla 12).
Considerando de P. putida degrada compuestos aromaticos, no debe pasar inadvertido
que el medio Kirk contiene dos componentes que quizas la bacteria utilizd, tales como
el clorhidrato de tiamina y el acido nitriloacético. La bacteria P. putida produce enzimas
que degradan al tolueno (90 mgl™!), benceno (90 mgl™!), y fenol (50 mgl™!), para usarlos

como fuente de carbono.

La concentracion de fenol utilizada aqui fue mayor que la reportada por Abuhamed et
al., (2004) no obstante, le permiti6 crecer, este hecho fue verificado a través del conteo

de unidades formadoras de colonia en placa.

Tabla 12. Cultivos para el mantenimiento de P. putida.

Crecimiento en placa de

L Tinciéon de Gram
agar nutritivo

Caracteristicas del cultivo

Medio Kirk (blanco 1) Nulo NA

Medio Kirk + microorganismos Mezcla de positivos y

Crecimiento minimo

sembrados (blanco 2) negativos
Medio Kirk + 2000 mgl-! de tolueno + . .
. . Crecimiento abundante negativos
microorganismos sembrados
Medio Kirk + 2000 mgl-' de fenol + . .
Crecimiento abundante negativos

microorganismos sembrados

Una vez aislada P. putida se comprobo su identidad a través de 6 pruebas bioquimicas:

movilidad, nitrato de potasio, hidrolisis de gelatina, asimilacion de citrato, catalasa
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(peroxidasa) y formacion de indol, los resultados son iguales a los publicados en el

Manual Bergey de bacteriologia sistematica, estos resultados se pueden consultar en la

Tabla 13. Caracterizacion bioquimica para Pseudomonas putida y pruebas de
produccion de colorantes fluorescentes en medios selectivos para Pseudomonas.

Valor reportado en Manual Valor obtenido

Prueba
Bergey
Movilidad Positivo Positivo
Nitrato de potasio Negativo Negativo
Asimilaci6 o ...
stmpracion de Positivo Positivo
citrato
C . ..
ata.lasa Positivo Positivo
(peroxidasa)
formacion de indol Negativo Negativo

Crece y forma coloracion
fluorescente amarillo verdoso
alrededor de las colonias

Creci6 y formo color

Agar
fluorescente amarillo verdoso

Pseudomonas F

Agar Crece pero no forma piocionina Crecid y no formo colorante
Pseudomonas P (pigmento azul) azul

Aislamiento de
Pseudomonas

Crece Crecid

Figura 30. Producciéon de compuestos fluorescentes. 1) Agar Pseudomonas P bajo luz
blanca: a) P. aeruginosa, b) bacteria desconocida amarilla Gram (+) (control negativo),
¢) cepa crecida en agar Pseudomonas, €) cepa a identificar. 2) Agar Pseudomonas F, 3)

Agar Pseudomonas P.

El cultivo aislado de P. putida crecié en agar Pseudomonas F y en Pseudomonas P, se
observé en el primer agar produccion de fluoresceina, mientras que en el segundo no

hubo produccion de piocionina (Figura 30).
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La produccion del colorante fluoresceina es tipica de P. putida (Merino, 2007), la

piocionina se produce con mayor frecuencia en P. aeruginosa pero no el P. putida

(Kong et al. 2006).

Para preparar suficiente biomasa bacteriana en estado viable, la bacteria se crecié en
medio de cultivo de soya de tripticaseina (TCS) durante 50 h, la biomasa a través de la
densidad optica fue determinada y graficada en funcidn del tiempo (Figura 31). La cepa
de P. putida empled 4 h para adaptarse al medio TCS, después crecié en forma
exponencial hasta las 25.5 h. A las 20 h la concentraciéon de biomasa fue de 1.72 gl’!,
donde se consumi6 alrededor de 84.7% de glucosa. Esta prueba es importante porque se
puede elegir el tiempo en el que hay un méximo de biomasa, este dato se ocup6 en los

siguientes experimentos.

Figura 31. Crecimiento de P. putida en caldo de soya tripticaseina.
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4.2. Crecimiento en cultivos puros y consorcio

En estudios preliminares observamos que cuando en el cultivo se inoculaban
simultaneamente 7. versicolor y P. putida, esta ltima inhibia el crecimiento del hongo
y por lo tanto no se detectaba actividad lacasa, las bacterias predominaban en el
consumo del sustrato y esto llevaba a que no se formara el consorcio. Otra restriccion
fue encontrada en los monocultivos de la bacteria con AR27 como uUnica fuente de
carbono, es este caso se observo que el AR27 no es un sustrato que asimile la bacteria

bajo las condiciones estudiadas.

Tomando en cuenta lo anterior, se decidid usar una estrategia de crecimiento de los
microorganismos del consorcio, en primer lugar, se permitio el crecimiento del hongo
como monocultivo y a las 72 horas se agreg6 el inoculo bacteriano. Para entonces el 7.
versicolor habia crecido lo suficiente como para constatar la presencia de pellets con
aproximadamente 0.1 cm de didmetro, mientras que la decoloracion del AR27 llegaba
ser en la mayoria de los casos del hasta del 100%. De esta manera se garantizé la

sobrevivencia de ambos microorganismos.

El crecimiento de 7. versicolor y P. putida en monocultivos y en los consorcios, con y
sin AR27, se muestra en la Figura 32. Mas especificamente, no hubo diferencia
significativa en la concentracion maxima del 7. versicolor en monocultivos a las 240 h
con y sin AR27 (Tabla 14). En el consorcio, la biomasa maxima de 7. versicolor fue
mayor (p <0.05) en comparacion con los monocultivos (Tabla 14). La masa maxima del
hongo en el consorcio a las 158 h sin AR27 (1.00 gl'!) fue menor (p <0.05) que en el
consorcio con AR27 (1.39 gl'!). Por el contrario, para P. putida la biomasa maxima se
alcanzo6 a las 12 h sin AR27 (1.660 gl'!) y fue mayor (p <0.05) que la alcanzada con
AR27 (0.940 gl'") a las 5 h. En el cultivo de P. putida con AR27 la concentracion de la

biomasa comenzo a decaer a las 7 h y sin AR27 a las 20 h (Figura 32).

En el monocultivo de hongos, T. versicolor crecié en menor velocidad en comparacion
con los cultivos en consorcio. En este sentido los perfiles mostrados en la Figura 32,
describen el progreso del crecimiento, el cual se midi6 como biomasa total. Con el
método utilizado para cuantificar la biomasa fingica y bacteriana del consorcio hubo

dos detalles importantes a resaltar.
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Figura 32. Perfiles de crecimiento a) fingico y del consorcio con y sin AR27 y b)
bacteriano con y sin AR27.
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El primer detalle fue que la cuantificacion de bacterias por peso seco no arrojo datos
confiables, por lo que se cambi6 el método de cuantificacion al de cuenta en placa. El
segundo detalle, esta relacionado con la curva de crecimiento bacteriano en el consorcio
obtenida por cuenta en placa (Figura 33), el perfil mostrado sugiere que en las primeras
horas de bioreaccion las bacterias crecen preferentemente en el medio de cultivo sin
ninguna asociacion aparente con la biomasa fingica, sin embargo conforme el tiempo
avanzo las células bacterianas prefirieron crecer cerca de la biomasa fungica, de tal
manera que después de 10 h de bioreaccion no se detectd la presencia de bacterias en el
medio de cultivo. En un analisis del consorcio a las 130 h, se encontr6 que el nimero de
pellets en el consorcio con AR27 fue de 180 con un didmetro aproximado de 0.3 cm,
mientras que al mismo tiempo de bioreaccion en el cultivo de 7. versicolor sin AR27 se
contaron 30 pellets con didmetro aproximado de 0.7 cm. Las observaciones a través de
microscopia Optica de pellets fungicos y medio de cultivo del consorcio con AR27,
mostraron que en los pellets hubo células de bacterianas mezcladas con hifas del hongo
y en el medio de cultivo las células bacterianas fueron escasas. Las observaciones
anteriores muestran que la interaccion entre ambos microorganismos mejord la

produccion de pellets fingicos.

Figura 33. Crecimiento de P. putida en el cultivo en consorcio con AR27.
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La razon por la que el consorcio de 7. versicolor y P. putida se deben adaptar al medio
Kirk, es porque al hongo le permite producir lacasas y en consecuencia decolorar al
AR27. Existe la evidencia bibliografica de que 7. versicolor produce lacasas en medio
Kirk a pH de 4.5, suplementado con (gl!): 10 de glucosa, 0.31 de amonio, 0.1 de
in6culo que produjeron 3.0 de biomasa las 144 h (Thiruchelvam y Ramsay, 2007). La
produccidn de lacasas se indice entre otras cosas con la cantidad de carbono y nitrogeno
en el medio de cultivo, medida a través de la relacion molar carbono/nitrégeno la cual
debe ser mayor a 10 (Gavril y Hodson, 2007), hecho que se cumple en el presente
estudio debido a que el valor fue de 53.3. La produccion de biomasa flingica es
necesaria para la produccion lacasas y esta relacionada con la concentracion (Zhu ef al.,
2016), es decir a mayor concentracion de biomasa de 7. versicolor mayor serd la

actividad lacasa.

El crecimiento fungico es estimulado con medios de cultivo enriquecidos o bien con
compuestos sintetizados quimicamente. Se reportd en el 2012 el uso de CuSOs4 como
agente inductor en la produccion de actividad lacasa, aunado a este hecho se encontro
que la biomasa del microrganismo productor aumentd significativamente como
resultado del estrés abidtico. A pesar de la efectividad del CuSOs4, estd clase de
compuestos afecta negativamente al medio ambiente cuando se utiliza en altas

concentraciones (Singhal ef al., 2012) por lo que su uso debe ser usado a consciencia.

Los consorcios biologicos son una clase de inductores naturales, se consideran como
una alternativa sutil y ecoldgicamente aceptable, aqui se presentaron las evidencias del

mejoramiento en el crecimiento de 7. versicolor en comunidad con P. putida.

Un aspecto controversial al momento de crecer ambos organismos en el medio Kirk fue
el valor del pH. Mientras que para el hongo el pH del sistema fue el dptimo, para la
bacteria no lo fue. A pesar de la implicacion abidtica, el pH de 4.5 fue adecuado para
que tanto del hongo como de la bacteria crecieran, en la medida de mantener la
sobrevivencia del consorcio. Como parte de los trabajos preliminares en esta tesis, se
realizar una prueba en la que el pH del medio Kirk se modificé a 7.0 y era de esperarse,
la bacteria creci6 generando mayores concentraciones de biomasa en comparacion con
la evaluacion en medio Kirk a pH de 4.5, esto tuvo tres implicaciones interesantes: a) el
medio de cultivo Kirk no restringe el crecimiento bacteriano, b) como agente inductor la

bacteria pudo generar las condiciones adecuadas para afectar positivamente el

DISENO DE UN CONSORCIO BIOLOGICO MULTI-ESPECIE PARA LA
DEGRADACION DE R0JO ACIDO 27

Pagina 1 1 3



Doctorado en Ciencias Ambientales: José Roberto Gonzalez Reyes

crecimiento fingico y c) las bacterias no tuvieron un crecimiento 6ptimo y con ello se
evita que consuman los recursos del medio de cultivo en una medida que afecte el

crecimiento del hongo.

En la literatura se ha reportado el crecimiento de P. putida WLY en medio acido,
durante la biodegradacion del compuesto X-3B. Se reportd una densidad celular de 10®
ufcml™! a pH de 6.0-8.5 mientras que a pH de 4.5 disminuyé a 10%> ufcml! (Yang et al.,
2011).

A saber no existe ningun reporte que indique que la asociacion de estos organismos sea
sinérgica o a beneficio de algin bioproceso. Por lo que se reporta por primera vez la
ventaja de crecer Pseudomonas putida con Trametes versicolor, bajo las condiciones

aqui mostradas.

Tabla 14. Cantidades méaximas de biomasa, actividad lacasa y concentracion de glucosa
residual en monocultivos y consorcios. Las letras superindices representan la diferencia
significativa entre los experimentos.

Experimento cinético ,Bi.omasa_1 ('}lucosa ] Activi.dad lac_a:sa
maxima (gl”') | Residual (gl'") maxima (UI"")
T. versicolor con AR27 0.657° 2.487% 170.830°¢
T. versicolor sin AR27 0.757° 1.830% 95.030°¢
Consorcio con AR27 1.391° 0.394° 851.800°
Consorcio sin AR27 1.000° 1.620% 1652.700%
P. putida con AR27 0.9408 3.216% NA
P. putida sin AR27 1.660% 13118 NA

NA: no se aplica. La concentracion de glucosa residual se obtuvo a las 139 h para los cultivos de 7. versicolor y los consorcios, y a

las 12 h para P. putida.
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4.3. Consumo de glucosa

La concentracion de glucosa en los monocultivos y en los consorcios de 7. versicolor y
P. putida se muestra en la Figs. 34 y 35. A las 139 h hubo 1.83,2.48,0.39 y 1.62 gl'! de
glucosa para los cultivos 7. versicolor con y sin AR27 y consorcios con y sin AR27,
respectivamente (Tabla 14). En los cultivos de 7. versicolor con y sin AR27, asi como
en el consocio sin AR27, se consume alrededor del 75% de glucosa a las 200 h, en
cambio el mismo porcentaje se obtiene 77 h antes en el consorcio con AR27, sugiriendo
que la presencia de AR27 en el consorcio induce el consumo de glucosa (Figura 9).
Respecto a los cultivos de P. putida, alas 12 h se consumieron 15.9 y 64.5% de glucosa
con y sin AR27, respectivamente (Tabla 14). Estos resultados estan relacionados con el
crecimiento de la biomasa del consorcio, es decir, el consumo de glucosa es mayor en el
consorcio y en presencia de AR27 porque la interaccion microbiana promueve el
crecimiento mutuo y porque ante la necesidad de eliminar contaminantes del medio de
cultivo, es facil pensar que ambos organismos utilizaran mas recursos del entorno para

producir enzimas que incentiven la sobrevivencia de ambos.
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Figura 34. Consumo de glucosa para a) los cultivos de T. versicolor con y sin AR27 y
b) los cultivos del consorcio con y sin AR27

Figura 35. Consumo de glucosa con monocultivos bacterianos en presencia y ausencia
de AR27.

DISENO DE UN CONSORCIO BIOLOGICO MULTI-ESPECIE PARA LA
DEGRADACION DE R0JO ACIDO 27

Pagina 1 1 6



Doctorado en Ciencias Ambientales: José Roberto Gonzalez Reyes

En monocultivo de hongos sin AR27 el consumo de glucosa fue mas lento
(aproximadamente 10 veces) que el de la bacteria, observe que el hongo tardo 240 h
para consumir 99% de glucosa y la bacteria lo hizo a las 12 h (Figura 35), por lo que es
posible que en el consorcio el hongo entre a un estado de inanicion por glucosa. Esta
caracteristica es propia de la naturaleza fisioldgica de los microrganismos, aqui lo que
vale la pena resaltar es la estrategia para que a pesar de estas condiciones de consumo

diferentes, haya sido posible crecer a ambos microorganismos para un fin en particular.

Hasta aqui se presentan dos evidencias de las mejoras del consorcio. La primera es
aumentar densidad celular fingica y asociarse a la bacteria para promover el consumo
de sustratos. La glucosa es una fuente de carbono féacil de asimilar por la mayoria de los
organismos involucrados en procesos de eliminacion de colorantes (Zhu et al., 2016;
Liu et al, 2013; Wang et al, 2013; Kurade et al., 2012; Zhang et al., 2006), sin
embargo otras fuentes alternativas podrian estudiarse en este consorcio para mejorar
valores de costo/eficiencia. No es atrevido pensar que fuentes de carbono provenientes
de los desechos agroindustriales sean candidatos viables. Lo que aqui se deja como
evidencia es el mejoramiento en el consumo de sustrato como resultado de la

interaccion de P. putida y T. versicolor.

La presencia de un carbohidrato simple como la glucosa, xilosa o sacarosa son
necesarias para el crecimiento del microorganismo y la consecuente produccion de
actividad lacasa. En cuanto a la fuente de nitrégeno las mas frecuentes son la peptona de
carne, bactopeptona, extracto de soya, nitrato de sodio, cloruro de amonio, sulfato de
amonio, extracto de malta, triptona, sulfato de amonio. En algunos casos, la produccion
de lacasas se favorece con altos niveles de nitrégeno. Asi sucede con Cryptococcus
albidus FIST3 (Singhal et al., 2009). Para otros casos la produccion de lacasas se
favorece restringiendo los niveles de nitrégeno, esto sucedio en cultivos de Pycnoporus
cinnabarinus-Phlebia radiata (Dwivedi et al., 2011) y Trametes versicolor (Singhal et
al., 2009). Para Cryptococcus albidus FIST3 la fuente de carbono debid ser baja porque
el exceso de glucosa y sacarosa produce un fenomeno denominado obstruccion de la
iniciacion y reduce la actividad lacasa (Singhal et al., 2009), este fendémeno se puede
evitar al usar sustratos poliméricos como la celulosa de acuerdo a lo que sugiere

Shraddha et al., (2011).

DISENO DE UN CONSORCIO BIOLOGICO MULTI-ESPECIE PARA LA
DEGRADACION DE R0JO ACIDO 27

Pagina 1 1 7



Doctorado en Ciencias Ambientales: José Roberto Gonzalez Reyes

En este trabajo de investigacion se realizaron pruebas con la planta acuifera
Ricciocarpus natans para evaluar su uso como una fuente alternativa de carbono com

insumo para el crecimiento de los elementos del consorcio.

4.3.1. Ricciocarpus natans alternativa como fuente de carbono

Los resultados que se obtuvieron de la evaluacion del Ricciocarpus natans como
proveedor de fuentes de carbono para el crecimiento fungico mostraron que, las
plantulas de R. natans asi como los pellets inoculados disminuyeron su tamafo durante
los primeros 8 dias de crecimiento. De hecho, se observd que algunos pellets del 7.
versicolor funcionaron como un soporte para que las algas presentes en el sistema, que
seguramente se incorporaron al cultivo junto con las plantulas de R. natans, crecieran
muy cercanas al hongo de 7. versicolor. Aqui pudo darse una adaptacion entre algas y el
hongo, sin embargo las muestras se almacenaron para posteriores estudios por parte del

grupo de trabajo.

La pérdida de tamafio de los pellets del hongo al crecer en el cultivo con R. natans,
podria ser debido a que las células se desagregan al chocar con las plantulas de R.
natans en la agitacion o porque las células mueren ante la falta de una fuente de carbono

asequible para su crecimiento y mantenimiento celular.

Por otro lado para las plantulas de R. natans se observd que su aspecto fue diferente al
final de la prueba. En los sistemas agitados las plantulas de R. natans presentaron mayor
decoloracion de la parte superior de la plantula (Tabla 11), lo cual puede estar
relacionado con el dafio celular. Aunado a lo anterior se observo un desprendimiento de
las raices las cuales se depositaban en el fondo del matraz. Desde el punto de vista
positivo, las raices desprendidas de las plantulas fueron soporte para el crecimiento del

T. versicolor. En algunos casos el tamafio de las plantulas redujo.

En la siguiente tabla se presentan algunas variaciones que fueron realizadas en los
experimentos de este apartado. En la cual la variable de la agitacion se estudid porque
en pruebas preliminares se observd que tuvo un impacto en la calidad de las plantulas de
R. natans en cuanto a aspectos tales como el tamafio de las plantulas, la coloracion y el

desprendimiento de las raices.
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Tabla 15. Aspecto de planta y hongo después de 376 h

Numero de Color del
Prueba , medio de Aspecto de T. versicolor Aspecto de R. natans
plantulas .
cultivo
Pellets con crecimiento de células 3 plantulas con tono verde café, con
10 Verdoso e . N
verdes en su periferia posible dafio
Pellets con crecimiento de células
Sin verdes en su periferia/ para el , .
Agitacion 20 Verdoso duplicado no hubo crecimiento verdoso 3 plintulas ligeramente decoloradas
en pellets
30 Transparente Pellf: ts"tr)lanquecmos, 5¢ observor una 4 plantulas ligeramente decoloradas
asociacion del hongo con una plantula
6 de 10 con aspecto danado, se
10 Transparente - .
apreci6 decoloracion de la planta
1 plantula perdio por completo la
Con café obscuro de tamafio menor a los tonalidad verde, el resto presentan
., 20 Transparente R ., .
agitacion pellets en sistemas con agitacion aspecto blanquecino alrededor de la
planta
30 café, turbio 8 plantulas con Perdlda total de
coloracion verde

Los cultivos no agitados generan mejores condiciones de conservacion de vida para las
plantulas de R. natans, aunque como se ha reportado y observado para el presente
estudio, la agitacion mejora la produccion de actividad lacasa por parte del 7.
versicolor. De resultar positiva la interaccion entre ambos organismos, se requeriria de
una estrategia de agitacion intermitente que permita que ambas especies satisfagan sus

requerimientos de crecimiento.

En la evaluacion del nimero de plantulas de R. natans de 10 a 30 plantulas, se midi6 la
actividad lacasa y la concentracion de glucosa a lo largo de 376 h de cultivo. En la
muestra tomada a las 24 h de cultivo se cuantificaron 0.02 gl”! para el sistema con 10
plantulas, 0.04 gl! para el sistema con 30 plantulas y 0.02 gl'!' para el sistema con 20
plantulas. La presencia de glucosa a las 24 h podria estar mds relacionada con su
incorporacion a través del inoculo de 7. versicolor agregado al sistema, mas que por su
produccion en el sistema por parte de R. natans. Como se puede observar en la
siguiente figura, se midid la presencia de glucosa a las 144 y 376 h, en este momento ya
no es posible atribuir la presencia de esas cantidades de glucosa al aspecto comentado a
las 24 h, en cambio se podria atribuir a que los participantes del sistema pueden estar
generandola y aportandola al cultivo. La concentracion de glucosa medida a las 144 y

376 h no pudo soportar el crecimiento de 7. versicolor, esto se observo al identificar que
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el namero de pellets en el sistema y su tamafo disminuyo con respecto al valor inicial

de cada cultivo.

Figura 36. Glucosa detectada en co-cultivo de R. natans con T. versicolor

El pH del sistema fue medido y se observd que conservé su valor inicial de 4.5, ademas
de que la decoloracion y disminucion del tamafio de las plantulas, asi como el

desprendimiento de las raices se genera a mayor velocidad bajo esta condicion abiotica.

En cuando a la produccion de actividad lacasa esta fue encontrada en valores de 0 hasta
32 Ul'l. Aunque para la mayoria de los muestreos (86.6%) se cuantifico minima o nula.
Se detectd una actividad lacasa superior a 0 en 4 de 5 muestreos del experimento con 10
plantulas, 2 de 5 para 20 plantulas y 2 de 5 para 30 plantulas. La mayor actividad lacasa
fue obtenida con 30 plantulas después de 376 h de agitacion. Hubo un incremento de la
actividad lacasa en la prueba con 20 plantulas a los 276 h. La peculiaridad de las
pruebas con mayor actividad lacasa fue el patrén de agitacion al que fueron sometidas.
Primero se agitaron suavemente durante 8 dias con foto iluminacion y después de agito

con mayor velocidad durante 8 dias mas.
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Figura 37. Produccion de actividad lacasa del co-cultivo hongo planta

Basados en los resultados anteriores se considera que no hay diferencia significativa
(0<0) en el nimero de plantulas, entre 10 y 30, en la actividad lacasa y la generacion de
glucosa. Otras condiciones de cultivo, propias para R. natans deberian ser evaluadas,

considerando los resultados anteriores.

La mayoria de las plantas hepaticas contienen cuerpos de aceite, estructuras
intracelulares Unicas en el reino de las plantas. Los cuerpos de aceites acumulan
terpenoides, algunos de los cuales muestran actividades intestinales tales como
anticancerigenos, antibioticos, anti apetito y actividades reguladoras del crecimiento de
las plantas (Wuzel y Becker, 1990). Los compuestos que estan contenidos
intracelularmente quiza fueron liberados a través del patrén de agitacion utilizado en las
pruebas de esta seccion, y al liberarse fueron usador por el 7. versicolor para la
produccion de enzimas que aumentaron la actividad lacasa. Aun bajo estas condiciones

lo que se esperaria del consorcio es que tanto la planta como el hongo sobrevivan.

En el presente estudio se da evidencia de que las condiciones estudiadas no fueron las
adecuadas para el crecimiento en consorcio de R. natans. Aunque se ha reportado
condiciones de cultivo para el R. natans a través de sistemas axénicos, es decir con
plantulas aisladas, y con suplementos de sacarosa para la obtencion de suficiente
material de plantas para estudios fisicoquimicos (Wuzel y Becker, 1992), valdria la pena
evaluar el costo beneficio de obtener este material vegetal, bajo dichos métodos, para
que la planta funcione como proveedor de fuentes de carbono para otros

microorganismos.
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Lo que aqui se reporta es que bajo las condiciones estudiadas, que estdn a favor del
crecimiento y produccion de actividad lacasa de T. versicolor, las plantulas de R. natans
no general suficientes carbohidratos o biomoléculas para sostener el crecimiento de 7.
versicolor en la generacion de actividad lacasa. Aunque no se concluye la ineficiencia
de R. natans como posible proveedor de fuente de carbono para otros microorganismos.
La plantulas de R. natans no fueron estudiadas bajo otras condiciones, debido a que las
evaluadas representan una ventaja en el tratamiento de colorantes, el cual es el objetivo

principal de este trabajo de investigacion.

El consumo de sustrato para el 7. versicolor ademas de ser empleado en la
sobrevivencia, estd relacionado con la produccién de enzimas. Las lacasas fueron las
que se estudiaron aqui, en el siguiente apartado se muestra la tercera ventaja del

consorcio sobre la produccion de actividad lacasa.
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4.4. Actividad lacasa

La actividad lacasa de T. versicolor en monocultivos y en los consorcios se muestra en
la Figura 36. La maxima actividad lacasa se alcanzo a las 168 y 158 h, respectivamente,
en los consorcios con AR27 (7851.80 Ul'!) y sin AR27 (1652.70 Ul'"), y fue menor (p
<0.05) en el consorcio con AR27 (Tabla 14). Por otro lado, no hubo diferencia (p>0.05)
para la actividad lacasa entre los monocultivos de 7. versicolor con y sin AR27 (Tabla
14). Lo anterior sugiere que la presencia de la bacteria aumento la actividad lacasa. En
la Figura 36 se puede observar que en el monocultivo de 7. versicolor sin AR27 la
actividad lacasa empezo a decaer a la 100 h y para 7. versicolor con AR27 a las 120 h.
Por el contrario, para los cultivos en consorcios no se observd decaimiento de la

actividad lacasa.

Figura 38. a) Evolucion de la actividad lacasa en consorcio con y sin AR27.

De acuerdo a la literatura, hay dos maneras de demostrar que un sistema mejord la
produccion de lacasas. La primera es con base en la cantidad y la segunda con base en la
calidad. En este estudio se valord la cantidad de enzimas lacasas en funcion de la
actividad que estas presentan. La evidencia en el mejoramiento de la cantidad es facil de

ver en la Figura 36. Aunque la calidad de las lacasas no fue evaluada, vale la pena
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mencionar que si se compara la actividad lacasa de los consorcios contra los
monocultivos fingicos al final de la bioreaccion, se puede observar que la actividad
lacasa no disminuy6 en los consorcios. Lo anterior podria estar altamente relacionado
con el cambio de las caracteristicas de las enzimas, mismas que a pesar de las
condiciones cambiantes no decrementan su actividad. Con frecuencia la estabilidad

enzimatica de las lacasas esta relacionada con la produccion de nuevas isoformas.

Figura 38. b) Evolucion de la actividad lacasa en consorcio con y sin AR27.

Los inductores son moléculas que afectan el metabolismo del organismo productor de
lacasas, estresandolo (Jaszek et al., 2006) o influyendo a nivel genético. La accion del
inductor se puede observar a través del incremento de la actividad lacasa o en la

disminucion del tiempo de produccion.

La exposicion de 7. versicolor o de A. biennis al herbicida paraquat, aumentd la
actividad lacasa como resultado de la presencia de sistemas de proteccion contra el

estrés oxidativo, Las lacasas forman parte del sistema antioxidante (Jaszek et al., 2006).

La bacteria como inductor bioldégico aument6 la actividad lacasa alrededor de 8.96

veces en el consorcio con AR27 y 17.39 veces en el consorcio sin AR27, en
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comparacion con el monocultivo de 7. versicolor sin AR27. Los inductores bioldgicos
representan toda clase de consorcios entre hongos/hongos (Kuhar et al, 2015),
hongos/levadura (Hailei et al, 2009), hongos/bacterias (Kurade et al., 2012), entre

otros.

Se ha demostraron que la sobreproduccion de lacasas en el consorcio de Trametes
versicolor BAFC 42FC con Ganoderma lucidum E47 esta atribuida a la interaccion
entre los organismos en el consorcio (Kuhar et al., 2015). En el presente estudio, la
interaccion entre P. putida y T. versicolor, fue la causa del aumento en la biomasa
fingica y la actividad lacasa, en respuesta a: i) una competencia por el sustrato, con
ventaja para las células bacterianas porque a pH de 4.5 sin AR27 consumen glucosa a
una velocidad aproximadamente de 10 veces mayor que la del hongo y ii) la presencia
de metabolitos bacterianos en el inoculo y que podria seguir produciendo durante su
crecimiento en el consorcio. Se ha reportado que la actividad lacasa aumenta hasta 1.18
veces mas respecto al control, en el consorcio de 7. versicolor con Candida sp.
HSDO7A, debido a que la cepa HSDO7A consume 99% de la glucosa del medio de
cultivo en 10 h y en respuesta a la inanicion por glucosa, 7. versicolor aumenta la
actividad lacasa (Hailei ef al., 2009). La produccion de lacasas por induccion bioldgica
es el resultado de fendmenos relacionados con cambios morfologicos y de los patrones
de crecimiento de los miembros del consorcio, la diversificacion de las isoformas de
lacasas y la generacion de metabolitos secundarios. La sobre produccion de lacasas de
Trametes sp. AH28-2 en cocultivo con Trichoderma sp. ZH1 estuvo relacionada con la
produccion de una nueva isoforma de lacasa (Zhang et al., 2006). Una sustancial
induccion de la actividad lacasa en el hongo R. solani, fue causada por los metabolitos
antifingicos producidos por la bacteria Pseudomonas fluorescens (Crowe y Olsson,
2001), mismos que no fueron identificados. En los reportes relacionados con la
produccion de lacasas con consorcios, se observa que los consorcios se conforman
como resultado de una contaminacion accidental durante la produccion de lacasas
(Hailei et al., 2009), mediante organismos extraidos de un ambiente natural (Jaszek et
al., 2006) y en funcion sus capacidades para producir lacasa (Baldrian, 2004), aunque
no siempre la interaccion entre organismos mejora la produccion de lacasas. Esto altimo
se reportd en el estudio del consorcio conformado por Pleurotus ostreatus y Pleurotus

citrinopileatus (ambos degradadores de lignina), en los cuales la produccion de enzimas
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lignocelulosicas disminuy6 (entre estas lacasas y Mn-peroxidasas) (Carabajal et al.,

2012).

Por otro lado, se debe comentar que hubo problemas técnicos en el crecimiento de la
biomasa flingica, bajo las condiciones estudiadas. Tal como al inicio de la seccion de
resultados se indicd, hubo pruebas en las que el hongo no crecid porque las bacterias
consumieron la fuente de carbono sin dejar alternativas para el hongo. Aun con la
estrategia implementada, hubo casos en donde el hongo moria, y las pruebas debian ser
descartadas. Para evitar esta situacion, se evalud el efecto de la concentracion de
biomasa fiingica en el crecimiento en consorcio de 7. versicolor y de la actividad lacasa.

La Figura 39 muestra los resultados obtenidos en esta etapa del estudio.

Figura 39. Efecto de la concentracion del indculo fingico en la actividad lacasa, glucosa
residual, contenido de AR27 y decoloracion.

Las variables cuantificadas fueron la glucosa residual, el porcentaje de decoloracion, la
concentracion de AR27 y la actividad lacasa. Sin embargo, la variable que resalta por su
importancia es la de la actividad lacasa. De la Figura 37 se puede observar que por

abajo de 50 mgl! de biomasa fingica, la probabilidad de que las bacterias crezcan
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evitando el crecimiento de hongos es elevada. Observe que la concentracion de AR27
disminuye a 90 mgl"' de 200 mgl! iniciales y que la actividad lacasa alcanzé un
méximo de 84 UI'l. El caso contrario se presentd al usar concentraciones de indculo
fingico por arriba de 50 mgl! y hasta de 150 mgl™, en los cuales se encontraron
porcentajes de decoloracion de 99% para ambos casos y la actividad lacasa aumento
hasta 142 UI'! para el caso de 150 mgl™! de biomasa fiingica. Mayores concentraciones
de inéculo fingico no garantizan un aumento en la actividad lacasa, es asi que a una
concentracion de 300 mgl™! de biomasa fingica generé 78 Ul de actividad lacasa. Para
los siguientes experimentos la concentracion de biomasa fliingica que se utilizo fue la de

150 mgl™!, con lo que se evito el problema técnico.

Existen diversas formas de inocular al hongo para para el crecimiento en cultivos
liquidos, entre ellas se destacan, los agregados celulares, en forma de pellets
homogenizados, inoculo liquido con alta densidad celular y discos de agar removidos de
la zona de crecimiento exponencial. Cada uno de estos casos es particular para el tipo de
colorante y el sistema de bioreactor empleado, pero un comun entre las pruebas es que a
mayor concentracion del indculo inicial es mayor el porcentaje de decoloracion

(Jaramillo et al., 2014).

Finalmente, fue relevante cuestionarse porqué la actividad lacasa y la biomasa fungica
mejoran ante la presencia de las bacterias. Para responder esa incognita se evalud el
efecto de la concentraciéon del inoculo bacteriano, asi como el tipo de inoculo

bacteriano. Los resultados se presentan en la siguiente seccion.
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4.5. Efecto del indculo bacteriano en la variacion de la biomasa

fungica y la actividad lacasa

Se evalu6 el efecto del indculo bacteriano lavado, sin lavar y sin lavar-filtrado-
esterilizado (SLFE; sin bacterias), en otras palabras, lo que se incorporé al cultivo de
células fungicas fue: a) células bacterianas vivas libres de residuos, b) células
bacterianas vivas con residuos y nutrientes que contiene el medio de cultivo de soya de
tripticaseina y c¢) medio de cultivo de soya de tripticaseina sin células bacterianas, pero
con metabolitos producidos por la bacteria, respectivamente. En el cultivo del hongo
adicionado con el inoculo SLFE se obtuvo una biomasa de 1.138 gl'! a las 144 h (Tabla
15). Con el indculo sin lavar a concentraciones de 0.0276 y 0.0828 gl !, se obtuvo 0.958
y 0.930 gl'! de masa fingica, respectivamente. Sin embargo, estas concentraciones no
fueron diferentes (p>0.05), tampoco con respecto a la obtenida con el inoculo SLFE.
Por el contrario, con el indculo sin lavar, pero a concentraciones mayores de 0.1656 y
0.2760 gl'!, la masa fingica final disminuy6é (88 y 100%, respectivamente)

significativamente (Tabla 15).

Tabla 16. Produccion de biomasa fiingica y variacion de la actividad de lacasa en
cultivos fungicos sembrados con diferente tipo y concentracion de indculo bacteriano.

Concentracion del
inbenlo bacteriag (g Biomasa del hongo (gl™") | Actividad lacasa (UI")
SLFE (sin bacterias) 1.138° 2245.700°
0.0276-sin lavar 0.958* 736.010°¢
0.0828-sin lavar 0.930° 3066.590°
0.1656-sin lavar 0.219° 364.250%
0.2760-sin lavar 0.001° 9.4594
0.0828-lavado 0.773% 237.770%
0.1656-lavado 0.750% 276.350%
0.2760-lavado 0.914° 313.960%
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En las pruebas con indculo lavado a concentraciones de 0.0828, 0.1656 y 0.2760 gl!, la
concentracion final de masa fingica no fue diferente (p>0.05), tampoco con respecto a

la obtenida con el inoculo SLFE (Tabla 15).

La variacion de actividad lacasa en relacion al tipo y concentracion del indculo
bacteriano se muestra en la Tabla 15. Cuando el cultivo de 7. versicolor con AR27 se
inoculd con el cultivo sin lavar de la bacteria a concentracién de 0.0828 gl™!, se obtuvo
la mayor (p <0.05) actividad lacasa (3066.59 UI'"), seguido por el cultivo inoculado con
SLFE (2245.70 UI'Y) y por el indculo sin lavar a concentracion de 0.0276 gl™! (736.01
Ul'") (Tabla 15). Sin embargo, a mayor concentracion del indculo sin lavar (0.1656 y
0.2760 gl'')) la actividad lacasa disminuyé significativamente (0.219 y 0.001 gl’!,
respectivamente) con respecto a la actividad lacasa obtenida a 0.0828 gl'! (Tabla 15).
Finalmente, la menor actividad lacasas se obtuvo cuando se us6 el cultivo lavado de la

bacteria.

Figura 40. Masa de T. versicolor, glucosa residual y actividad lacasa medida en
sistemas con concentracion del indculo bacteriano desde 0.0345 hasta 0.315 gl'!. Los
valores con asterisco refieren al in6culo bacteriano lavado.
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Con la Figura 38 es facil observar que el inoculo lavado representa una desventaja en la
produccion de lacasas. Es poco probable que en el proceso de lavado las bacterias
pierdan capacidades para el mejoramiento del consorcio, a juzgar por el método de
lavado. Incluso incorporar diferentes concentraciones de bacterias lavadas al cultivo del
hongo, no afecto la produccion de actividad lacasa. Esto llevo a sugerir que para
aumentar la actividad lacasa no se requiere de la biomasa bacteriana, sino en las
sustancias que genera. Fue por eso que el medio de cultivo soya de tripticaseina sin
células bacterianas y el mismo medio con concentraciones de bacterias de 0.034 a 0.103

gl'! aumentaron la actividad lacasa.

Los resultados indican que las sustancias que produce la bacteria fueron las
responsables del aumento de la actividad lacasa. Incluso se realizo una prueba adicional
con caldo de soya de tripticaseina recién estéril sin usarse en la preparacion de bacterias,
resultando en la baja generacion de actividad lacasa, con esta prueba se descartod la
posibilidad de que los componentes del caldo de soya de tripticaseina fueran los
responsables del aumento de la actividad lacasa. Ademas, en cierto modo la presencia
de bacterias vivas a concentraciones por arriba de 0.103 gl'! pueden ser perjudiciales
para el crecimiento fungico y en consecuencia la actividad lacasa. No se estudio cuéles
fueron las sustancias responsables del aumento de la actividad lacasa, quiza sea tema

para otros trabajos de investigacion.

Para aumentar la baja produccion de actividad lacasa generada en monocultivos
microbianos (Mann et al., 2015), se usan inductores quimicos que, aunque son
eficientes podrian afectar negativamente al medio ambiente (Jaszek et al., 2006). Para el
presente estudio se us6 como inductor bioldgico a P. putida permitiendo mejorar el
crecimiento fingico y la actividad lacasa. En los consorcios los microorganismos
encuentran beneficio al reutilizar productos intermediarios que uno u otro genera
(Romani et al., 2006). En este estudio el 7. versicolor descompuso al AR27 en compuestos
aromaticos que podrian resultarle una limitante para su crecimiento (Gavril y Hodson,
2007), aunque si estos compuestos fueron reutilizados por P. putida, considerando su
capacidad degradativa de aromaticos (Oren et al, 1991), el hongo creceria sin
restricciones produciendo mayor actividad lacasa. Resaltdo en este estudio, que el
crecimiento bacteriano fue menor en comparacion con lo reportado en literatura (Basu
et al., 2006), como resultado de la acidez del medio de cultivo (Kirk et al., 1985), sin

embargo, crecié en el nivel suficiente para incrementar el crecimiento fungico y la
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actividad lacasa. La presencia de AR27 disminuyd el consumo de glucosa y el
crecimiento bacteriano, esto es semejante a lo que se reportd para P. putida CSV86
durante la degradacion de compuestos aromaticos, como resultado de tres situaciones:
(1) la glucosa no suprime la produccion de enzimas para la degradacion de compuestos
aromaticos, (2) se activa la modulacion de la captacion de glucosa y (3) se suprime la
produccion de enzimas que utilizan a la glucosa (Basu et al., 2006). En el consorcio el
hongo y la bacteria crecen compartiendo espacio, esta asociacion podria ser utilizada
para proteger células de las condiciones abidticas, tal como las perlas de alginato que

protegen células de P. Putida durante la degradacion de fenol (Chung et al., 2003).

Tabla 17. Comparacion de la produccion de actividad lacasa del presente estudio con
datos de la literatura

Microorganismo Actividad Lacasa (UI') Referencia
Cryptococcus albidus 832200 (Singhal y col. 2012)
Ganoderma lucidum 74 840 (Manavalan y col. 2013)

Pycnoporus sp. SYBC-L3 72 000 (Liu y col. 2013)
Trametes versicolor CICC 14001 23140 (Wang y col. 2013)

Trametes versicolor/Candida sp.

HSDO7A 10 500 (Hailei y col. 2009)

Trametessp. AH28-2/Trichoderma sp.

ZH1 6210 (Zhang y col. 2006)
Trametes versicolor ATCC 20869 3066 Presente estudio
1700
Trametes versicolor ATCC 42530 2 000 (Blanquez y col. 2004)
Trametes versicolor ATCC 42530 1100 (Romero y col. 2006)
Trametes versicolor HEMIM-9 800 (Bertrand y col. 2015)
Trametes versicolor CICC 14001 588.9 (Wang y col. 2013)
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La interaccion entre P. putida y T. versicolor aumento la actividad lacasa, quiza porque
ambos organismos compitieron por el consumo de glucosa, en la que las bacterias

tuvieron ventaja, porque consumieron glucosa 10 veces mas rapido que los hongos.
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Ademas, los productos generados por las bacterias durante el crecimiento en consorcio,
aumentaron la produccion de actividad lacasa, participando posiblemente como
mediadores o inductores. En la literatura, se diferencian dos tipos de compuestos para
aumentar la produccion de lacasas; los mediadores y los inductores. Los mediadores son
moléculas de bajo peso molecular faciles de oxidar por las lacasas, que transportan
electrones hasta una molécula compleja que las lacasas no pueden oxidar (Mann et al.,
2015). Por otro lado, los inductores son moléculas u organismos que afectan el
metabolismo del organismo productor de lacasas, estresandolo ((Jaszek et al., 2006) e
influyendo a nivel genético (Hailei et al, 2009). Se ha demostrado que la
sobreproducciéon de lacasas en el consorcio de Trametes versicolor BAFC 42FC con
Ganoderma lucidum E47 estuvo relacionada en la manera en cOmo interactuaron
(Kuhar et al., 2015). Asi la interaccion entre microorganismos que propicid la
competencia por el sustrato, aumentdé 1.18 veces la produccion de lacasas en el
consorcio de T. versicolor con Candida sp. HSDO7A, debido a que la cepa HSDO7A
consumi6 99% de la glucosa del medio de cultivo en 10 h dejando en inanicién a 7.
versicolor (Hailei et al., 2009). Por otro lado, se reportd la induccion de la actividad
lacasa en el hongo R. solani porque Pseudomonas fluorescens produjo metabolitos
antifngicos que estimularon al hongo (Crowe y Olsson, 2001). La razon por la que la
actividad lacasa mejor6 al aumentar 3 veces la concentracion inicial de bacterias, puede
deberse al aumento del efecto de inanicion, al aumento de la concentracion de los

metabolitos bacterianos o a ambas.

Finalmente, una Tabla 16 comparativa que muestra el mayor valor de actividad lacasa
obtenido en el presente estudio, en comparacion con los datos en literatura. Como se
menciond Cryptococcus albidus fue el mejor productor de actividad lacasa el cual
rebaso el valor del consorcio 7. versicolor/P. putida por 271.4 veces, sin embargo hay
que mencionar que la misma forma de induccion podria ser evaluada en ese
microorganismo incrementando ain mas la actividad lacasa. En general la produccion
de actividad se encuentra dentro de los niveles de produccion para hongos inducidos

quimicamente o mediante métodos biologicos.
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4.6. Decoloracion de AR27

El proceso de decoloracion del AR27 implica la desaparicion de sus grupos cromoforos
y la formacion de compuestos derivados. La toxicidad de sus compuestos derivados no
esta reportada en la literatura, aunque la probabilidad de que presenten caracteristicas de
toxicidad es elevada, pues lo que si se ha reportado es que los derivados de la
decoloracion decrementan la capacidad de crecer del 7. versicolor y son compuestos
que en su estructura quimica presentan anillos aromaticos de benceno y naftaleno. En
las pruebas realizadas en esta tesis, se corroboro la decoloracion del AR27 en los dos
sistemas conformados por 7. versicolor con AR27 y el consorcio con AR27. Como se
observard en la Figura 39 los tiempos de decoloracién son semejantes, porque un
requisito para la formacion del consorcio era que la biomasa hubiera crecido a un nivel
razonable para evitar la muerte causada por inanicion de glucosa impuesta por las

bacterias (a las 72 h).

Figura 41. Disminucion de la concentracion de AR27 en monocultivo y consorcio.

Lo que es interesante es que en ambos sistemas la produccion de actividad lacasa fue
diferente (seccion actividad lacasa), mas bien asociada a la presencia de metabolitos

bacterianos, aunque es muy probable que la cantidad de enzimas requeridas para
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descomponer 200 mgl' de AR27 sea la misma en ambos sistemas. Lo que podria
sugerir un punto de cambio del bioproceso. Es decir, justo en el momento en el que se
inocularon a las bacterias, en proceso ya no estd enfocado en la decoloracion sino en la
degradacion de los derivados del AR27. Y como el colorante afecta el crecimiento de
las bacterias, su desaparicion garantiza el acoplamiento de ambos microorganismos, en
cambio las bacterias podrian estar iniciando un proceso de actividad enzimatica

enfocada en degradacion de compuestos aromaticos.

Hay pocas aplicaciones practicas sobre el uso monocultivos de hongos o bacterias para
el tratamiento de colorantes azoicos. El motivo es que en los monocultivos se han
identificado inconvenientes, relacionados con una elevada susceptibilidad a la
contaminacion bioldgica (Lu et al, 2009), tienen baja produccion de enzimas
decolorantes (Jadhav et al., 2008; Kuhar et al., 2015), las cepas simples no pueden
adaptarse a las complejas y variables condiciones abioticas del efluente (O'Neill ef al.,
1999) y las enzimatica decolorantes pueden desactivarse en poco tiempo (Ayed et al.,
2010). Aunado a lo anterior, un nimero reducido de hongos usa al colorante azoico
como fuente de carbono y energia, y el crecimiento del micelio consume mucho tiempo.
En el caso de la degradacion bacteriana, hay baja eficiencia en la degradacion colorantes
azo bajo condiciones aerdbicas, porque el oxigeno es mas eficiente aceptor de
electrones en comparacion con el compuesto azo (Ayed et al,, 2010). Los consorcios
microbianos ofrecen ventajas sobre el uso monocultivos en el tratamiento de colorantes,
debido a que cada cepa que conforma el consorcio puede actuar en la molécula del
colorante en diferentes posiciones o podrian usar los productos de descomposicion
producidos por otra cepa para subsecuentes descomposiciones (Jadhav et al., 2008;

Kurade et al., 2012).

El aumento en la eficiencia de la decoloracion esta bien ejemplificado en el reporte de
Jadhav et al, (2008), quienes estudiaron al consorcio formado por Galactomyces
geotricum MTCC 1360 y Bacillus sp. VUS, con el cual se obtuvo 100% de
decoloracion del compuesto azoico cafe 3REL en 2 h, mientras que fueron menores los
porcentajes de decoloracion en monocultivo; Galactomyces geotricum MTCC 1360
(39% en 24 h) y Bacillus sp. VUS (100% en 5 h). El consorcio excretd a las enzimas
lignino peroxidasa, tirosinasa y rivoflavina reductasa, mismas que aumentaron la
decoloracion, mediante el sinergismo entre enzimas. De forma semejante Kuhar ef al.,

(2015), reportaron como la eficiencia en la decoloracion de verde de malaquita aument6
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3 veces, en comparacion con los monocultivos, durante su tratamiento con el consorcio
formado por G. lacidum y T. versicolor. El consorcio decolord eficientemente debido a
la produccion de una isoforma de la lacasa, que no producen ninguno de los hongos en
monocultivo. A pesar de que los consorcios hongo-bacteria no son frecuente en la
literatura, Kurade et al., (2012) reportaron que el consorcio formado por Galactomyces
geotrichum MTCC 1360 como la principal especie degradadora de colorantes y a
Brevibacillus laterosporus MTCC 2298 como decolorador secundario, disminuyd la
coloracion de Scarlet RR al 98% en 18 h, bajo condiciones estaticas. El crecimiento en
consorcio cambid los niveles de produccion de veratril alcohol oxidasa, lacasas,
tirosinasa y NADH-DCIP reductasa. Mediante analisis de GC-MS, se demostrd que el
consorcio degrad6 al Scarlet RR mediante una ruta metabolica diferente a la de los
monocultivos. Se debe enfatizar que Brevibacillus laterosporus MTCC 2298 es una
bacteria empleada principalmente para el control bioldgico de insectos, nematodos,
moluscos y plantas patégenas (Ruiu, 2013) y no precisamente para la degradacion de
colorantes, sin embargo, su interaccion con Galactomyces geotrichum MTCC 1360
resulto conveniente para el tratamiento de colorantes. En los consorcios disefiados, se
conoce la manera en que cada miembro del consorcio trasforma al colorante; es asi
como el consorcio bacteriano NAR-2 conformado por Citrobacter freundii Al,
Enterococcus casseliflavus C1 y Enterobacter cloacae 117 degrado al colorante rojo
4cido 27 (0.1 gl™"). Se exploré el destino de los metabolitos generados, encontrando que
el rojo acido 27 sufre un proceso de aminacion, en segundo lugar, una desulfonacion
durante una etapa de biodegradacion microaerofilica, seguido de una azo reduccion
(etapa de decoloracion que duro 2 h). Posteriormente bajo condiciones aerobias ocurre
la mineralizaciéon (etapa que duro 48 h). Los autores propusieron una ruta metabolica,
basados en la deteccion de los compuestos benzoil-CoA, protocatecuate, silicilato,

gentisato, catecol, acido cindmico y 2 oxopentenoato (Chan ef al., 2012).

Es aqui donde se hizo necesario realizar un seguimiento de compuestos aromaticos
derivados de la decoloracion. El primer elemento en cuestion fue prever cudles son esas
posibles moléculas que se generan después de la decoloracion de AR27 y en seguida
realizar un seguimiento a través de alguna prueba analitica. El siguiente apartado

comenta estos detalles.
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4.7. Compuestos aromaticos totales

Derivado de una revision bibliografica exhaustiva, se obtuvieron 6 referencias de
articulos cientificos que describen algunos de los compuestos generados de AR27 a
través de degradacion. De esta revision resultaron 15 compuestos que podrian ser
analizados en las muestras que contienen al AR27 decolorado a través del 7. versicolor
o mediante el consorcio. De los compuestos propuestos se obtuvieron caracteristicas
fisicoquimicas reportadas en literatura y de utilidad para la cromatografia de gases, tales
como el punto de ebullicién, el peso molecular, la solubilidad en agua y datos

relacionados con toxicidad.

A continuacion, se fueron descartando los compuestos que no resultaron toxicos, no
quedaron fuera de la eleccion aquellos de los que no se tuvieran datos de toxicidad.
Finalmente se eligieron los que estaban disponibles en el laboratorio de grupo de

trabajo.

La lista final de los compuestos elegidos fue la siguiente: naftaleno, benceno, tolueno,
acido benzoico, catecol y anilina. Los primeros resultados que se presentan en esta

seccion se refieren a la obtencidn de las curvas estandar en el GC-FID.

Se realizaron curva estandar con los compuestos CAT de manera que se pudo calcular la

ecuacion de la linea recta, estos datos se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 18. Ecuaciones de las lineas rectas de las curvas de calibracion para los CAT

Compuesto Ecuacion R? RetTei:nTil(}))r? ((11:1:in) Desvest (min)
Benceno Y=331.1x-11.38 0.999 1.5007 0.003
Anilina Y=3823x-94.89 0.999 4.0696 0.0171
Naftaleno Y=3168x-38.27 0.998 8.1762 0.0138
Acido Benzoico Y=1813x-145.9 0.998 8.8826 0.315
Catecol Y=1937x-137.5 0.997 8.8986 0.0424

Y representa el area bajo la curva, mientras que x representa la concentracion del analito.

Las ecuaciones de la Tabla 17 se obtuvieron al graficar la concentracion del compuesto

contra el valor de la sefial que se convirtid6 en sefiales medidas en nA, los cuales
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representan el area bajo la curva (Figura 40). Ademas, se presenta en tiempo de

retencion tipico y constante para todas las concentraciones estudiadas del benceno.

Figura 42. Linea de calibracion para benceno en GC-FID

Figura 43. Cromatograma que muestra los tiempos de retencion de los compuestos
aromaticos estudiados como posibles metabolitos en la degradacion de AR27 .
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Basados en el tiempo de retencion las sefiales van apareciendo en el cromatograma de la
siguiente manera: la primera sefal corresponde al metanol, que es la fase movil de la

muestra analizada, en seguida con un tiempo de retenciéon de 1.5001 min sale el
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benceno, seguido de anilina con 4.057 min, a los 8.166 min sale el naftaleno, pocos
segundos después con 8.254 min se puede ver la senal del acido benzoico y finalmente

con 8.867 min se aprecia la sefial del catecol.

Estos ultimos tres compuestos conforme su concentracion aumenta, se traslapan las
sefales sin la posibilidad de diferenciar la presencia de ellos. No obstante, para las
concentraciones que se esperaba encontrar, el método del GC-FID con las
caracteristicas sugeridas es adecuado. En la Figura 41 se puede observar lo antes

comentado.

El analisis de las muestras problema se realizd sin poder encontrar alguno de los

compuestos sugeridos.

Tabla 19. Extraccion de datos del GC-FID vy su respectivo equivalente en gl™! de
acuerdo con las graficas estandar.

Muestra Compuesto /area bajo la curva Concentracién (gl™")
T. versicolor alas 57 h Anilina/ 94.625; Catecol/13.4201
Con base en la curva estandar las
T. versicolor alas 66 h Catecol/13.4307 ) )
concentraciones son indetectables
T. versicolor alas 75 h (1-2) Catecol/13.5205
Para anilina 6.52 x 10", mientras
. que para catecol con base en la
T. versicolor alas 75 h (2-2) Anilina/ 97.385; Catecol/13.8604
curva estandar las concentraciones
son indetectables
Con base en la curva estandar las
T. versicolor a las 93.5 h (1-2) Anilina/ 93.9177; Catecol/11.603 . .
concentraciones son indetectables
Con base en la curva estandar las
T. versicolor a las 93.5 h (2-2) Catecol/12.8853 . .
concentraciones son indetectables

Las concentraciones a las cuales se presentan son indetectables para las concentraciones
estudiadas en el método propuesto. Ademas de que no reflejan ninguna tendencia sobre

los compuestos aromaticos sugeridos.

En la Figura 42 se aprecian las sefiales generadas al analizar las muestras de 57, 66, 75
y 93.5 h de bioreaccion. Es importante resaltar que la metodologia para separar los
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compuestos propuestos de una muestra blanco fue realizada, y las sefiales de los CAT
aparecieron en concentraciones menores, el porcentaje de recuperacion fue de entre 70 y
100% para los compuestos estudiados. Lo anterior garantiza la separacion de los

compuestos sugeridos de una muestra de agua.

Figura 44. Cronogramas para muestras de 7. versicolor con AR27 a diferentes tiempos
del bioproceso (circulos azules, tiempo en horas).

La cromatografia de gases ha sido empleada para detectar compuestos derivados de la
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decoloracion o degradacion de colorantes azoicos (Moscipan et al. 2016). Como
ejemplo Plum et al. 2003 describieron un método simple de analisis directo de 21
aminas aromaticas usando pirolisis cromatografia de gases acoplada a masas. El método
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descrito no necesitd de una preparacion inicial de la muestra. Un estudio semejante lo
realizaron Rehorek y Plum, (2007) para detectar aromaticos sulfonados. Cabe destacar
que la mejor propuesta para determinar derivados de colorantes azoicos implica el uso
de una columna capilar no polar. El aspecto anterior se puede corroborar en el trabajo
realizado por Skarping y Renman, (1983) quienes probaron la GC con columna capilar
combinada con un detector de selectivo de nitrogeno (detector termoidnico especifico,
TSD) para analizar trazas derivatizados de aminas aromaticas. El método usado en este

trabajo es factible para la determinacion de los CAT.

Para las muestras de consorcio, tampoco hubo sefales de los CAT sugeridos (datos no
mostrados). Las muestras analizadas fueron del medio de cultivo fresco, filtrado para
eliminar la biomasa microbiana. Las muestras que no fueron estudiadas fueron la
biomasa fungica y la del consorcio, en la que posiblemente los CAT podrian estar
asociados. Un Mayor esfuerzo sera necesario realizar para evaluar otros compuestos o
las células de hongo y bacterias para dar seguimiento a los CAT. El seguimiento de los
aromaticos no pudo ser concluido por lo tanto para las siguientes etapas del estudio se

excluy6 de los anélisis.

La necesidad por detectar aminas aromaticas o aromaticos sulfonados en efluentes
textiles es porque algunos de esos compuestos presentan propiedades toxicas. Uno de
los criterios para clasificar un colorante como perjudicial para los humanos es su
capacidad para romperse reductivamente, y en consecuencia formar aminas aromaticas
cuando estdn en contacto con sudor, saliva o jugos gastricos. Algunos de esos
compuestos son carcinogénicos y pueden acumularse en la cadena alimenticia, por
ejemplo, los bifenilaminas tales como bencidina y 4-bifenilamina (Drumond et al.,
2011). El compuesto 2,3-dimetil-4-aminobenceno tiene relacion con céncer de vejiga
urinaria de empleados de la industria manufacturera de colorantes (Drumond et al.,
2011). El compuesto N,N-dimethyl-4-aminoazobenzene tiene efecto
hepatocarcinogenicos (Drumond et al., 2011). En 1954 fue la causa de tumores de
vejiga observados en trabajadores de la industria de colorantes el 2-naftilamina
(Drumond et al, 2011). Bencidina, 4-aminbifenil, monoacetilbencidina y
acetilaminobifenil fueron positivos para la prueba en Salmonella/microsoma en

presencia de S9 (Cergiglia et al., 1986), en (Drumond et al., 2011).
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De acuerdo a la legislaciéon de la Comunidad Europea del 17 de Julio de 1994, la
aplicacion de los azo colorantes en textiles esta restringida a aquellos colorantes que no
pueden, bajo ninguna circunstancia, ser convertidos a cualquiera de los siguientes
productos: 4-aminodifenil; 4-amino-2,3-dimetilazobenceno (o0-aminoazo-tolueno); 4-
aminofenileter (4-4'-oxidianilina); 4-aminofeniltioeter (4,4 -tiodianilina); bencidina;
bis-(-4-aminofenil)-metano (4,4 -diaminodifenilme-tano); 4-cloroanilina (p-
cloroanilina); 4-cloro-2-metilanilina (4-cloro-o-toluidina); 2,4-diaminotoleno (2,4-
toluilenediamina); 3,3'-diclorobencidina dihidroclorida; 3,3'-dimetoxibencidina (o-
dianisidina); 3,3 -dimetilbencidina (o-toluidina); 3,3 -dimetil-4,4"-diaminofenilmetano;
2-metoxi-5-metilanilina (p-kresidina); 4-metoxi-1,3-fenilelediamina sulfato hidratado
(2,4-diaminoanisol); 4,4 -metilen-bis (2-cloroanilina); 2-metil-5-nitroanilina (2-amino-

4-nitrotoleuno); 2-naftilamina; o-toluidina; 2,4,5-trimetinanilina (Drumond et al., 2011).

Las nitroanilinas son aminas aromadticas que son comunmente generadas durante la
biodegradacion de azo colorantes bajo condiciones anaerdbicas, formadas por una
ruptura reductiva de los azo enlaces por la accion de los microorganismos presentes en

aguas residuales (Khalid et al. 2009 reportado en Drumond et al., 2011).

Se debe poner especial atencion en la eliminacion de esta clase de contaminantes,
ademads de que un aprueba de toxicidad es necesaria para corroborar la disminucioén de

la misma.
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4.8. Modelos matematicos

Los parametros que se encuentran en las ecuaciones de leyes de velocidad fueron
obtenidos para todos los elementos que se consideraron en el consorcio. El analisis de

los resultados se presenta relacionado con el tipo de cultivo estudiado.

Para los cultivos bacterianos los parametros calculados con base en los resultados
experimentales, describen el crecimiento microbiano a razén del consumo de sustrato en
presencia o ausencia del colorante AR27 (Tabla 19). Los valores obtenidos fueron
0.014 y 0.003 h! sin y con AR27, respectivamente y con valores de Ks de 3.778 gl’!
para el cultivo sin AR27 y 3.836 gl'! para el cultivo bacteriano con AR27. Estos
parametros obtenidos a través de la linealizacion de la ecuacion de Monod mostraron
una correlacion de 0.99 y 0.95, respectivamente. Ademads, los pardmetros de m y Yy
para cultivos sin y con AR27, que describen caracteristicas sobre el consumo de
glucosa, fueron de 0.117 y 0.081 h'! para m y para Yx fueron de 0.250 y 0.410, con
valores de 1> de 0.985 y 0.987, respectivamente. En general la correlacion entre los
datos experimentales y la ecuacion linealizada fueron aceptables por encontrarse por
arriba de 0.95 en el valor de r?, el cual es un valor adecuado para experimentos

semejantes reportados en la literatura (Thao et al., 2004; Juang y Tsai, 20006).

Los sistemas de ecuaciones diferenciales se evaluaron con base en los valores iniciales
incluidos en la siguiente tabla.

Tabla 20. Condiciones iniciales en la solucion de los modelos matematicos.

Variable Condicion inicial
Biomasa bacteriana 0.004 gl!
Biomasa fungica 0.025 gl’!
Glucosa 4.000 gl'!
AR27 200.000 mg]!
Actividad lacasa 0.000
Tiempo inicial 0.000
Tiempo final 250.000 h
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La solucion del sistema de ecuaciones diferenciales se presenta de dos maneras, en
primer lugar, con las figuras generadas con parametros obtenidos de la linealizacion y
en segundo lugar con el ajuste manual de los parametros para que los modelos

matematicos coincidan en mayor medida con los datos experimentales.

Figura 45. Datos experimentales en comparacion con modelos matematicos para el
sistema de Pseudomonas putida sin AR27, con parametros: a) obtenidos por métodos
algebraicos de linealizacion y b) ajustados en la solucion del modelo. MATLAB.
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Los parametros obtenidos por linealizacion, alimentados en el modelo matematico,
generan lineas que no coinciden con los datos experimentales. Para mostrar la
complejidad del ajuste, se realizaron cambios aleatorios “a mano” de los valores de los
parametros. Se logro hacer coincidir el perfil de crecimiento de biomasa bacteriana pero
no el del consumo de sustrato. El problema consistio en evaluar n veces cada pardmetro
de las ecuaciones diferenciales, y buscar que la diferencia entre los modelos
matematicos y los valores experimentales sea la minima. Para esta actividad se uso el
lenguaje de programacion de Python, por ser mas sofisticado y versatil (ademas de ser
semejante a la programacion en MATLAB) en el cual se construy6 un algoritmo que

realiz6 las siguientes tareas:

1.- Ingresar datos experimentales. Python integra valores directamente de hojas de
calculo de Excel guardadas con extension .CSV que genera valores numéricos

delimitados por comas.

2.- Resolver el modelo matematico considerando cualquier valor inicial de los
parametros, los cuales fueron los generados a través de la parametrizacion algebraica.
Se generd una funcién del método de Runge-Kutta debido al uso frecuente en las
subrutinas del algoritmo. En método se modificé de acuerdo al nlimero de ecuaciones

diferenciales que se deben resolver en el sistema.

3.- Calcular el error entre modelo y datos a través de la suma de cuadrados. Se
generaron dos subrutinas, la primera consistio en buscaron los datos del modelo
matematico que sean equivalentes al obtenido experimentalmente, esta accion se realizo
a través de la interpolacion de valores. En segundo lugar, se calcularon las diferencias

cuadraticas de los valores que tuvieran concordancia con el mismo tiempo.

4.- Generar un optimizador que vaya cambiando los valores de los pardmetros
aleatoriamente un numero n de veces suficientemente elevado, hasta que encuentre el

valor menor de error cuadratico y sea el que se use al final en la solucién del modelo.
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5.- Graficar los datos experimentales y del modelo. Se generaron los puntos
experimentales contra los obtenidos por el modelo asi como su comparacion. Los
errores de cada experimento se indican en cada ciclo de optimizacion, finalmente la
suma de los errores de cada linea representa la correlacion global del modelo

matematico.

Nuevamente para el modelo matematico referente al crecimiento y consumo de sustrato

de P. putida sin AR27 los resultados se presentan en las siguientes figuras.

Figura 46. Datos experimentales en comparacion con modelos matematicos para el
sistema de Pseudomonas putida sin AR27, con parametros optimizados con Python.
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El error global paso de 71.24 a 13.78, recordando que se trata de la diferencia de la
suma de cuadrados, es decir se disminuy6 80% el error total.
En valor del error cuadratico en funcidon del nimero de ciclos de calculo se presenta en

la Figura 45. .

Figura 47. Evolucion del error para cada ecuacion y para el valor global en el sistema de
ecuaciones diferenciales para Pseudomonas putida sin AR27.

En la Figura 45 se muestra un andlisis del error total generado por el algoritmo que
optimiza los parametros cinéticos de las ecuaciones modelo. Se puede observar que el
error tiene variaciones ascendentes y descendentes, aunque converge hacia un valor
promedio, que representa el minimo error cuadratico en la solucion. Una vez que el
programa realiza n (los cuales el usuario puede definir) ciclos los célculos, el programa
obtiene los pardmetros que generan el menor valor del error total y genera un grafico.
En la Figura 45 se puede observar una tendencia en la que a mayor nimero de ciclos de
calculo es menor el error total.

A mayor nimero de ecuaciones diferenciales que resolver, es mayor el nimero de
errores que se suman y en consecuencia al sistema le toma mas tiempo y recursos

resolver el algoritmo.
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Tabla 21. Parametros cinéticos en monocultivos y consorcios de 7. versicolor y P. putida.

Parametros Mmax K r’ Vx m Vp r’ a B r’ Vmax | Kwme r’
P. putida sin AR27 0.014% | 3.776* | 0.991 | 0.250° | 0.117* NA 0.985 NA NA NA NA | NA NA
P. putida con AR27 0.003° | 3.836* | 0.954 | 0.410° | 0.081? NA 0.987 NA NA NA NA NA NA

T. versicolor sin AR27 | 0.005° | 3.831* | 0.974 | 0.225" | 0.083* | 182.186" | 0.949 | 664.292° | 8.544* | 0.976

T. versicolor con AR27 | 0.002° | 3.937* | 0.991 | 0.883* | 0.030* | 872.530 | 0.998 | 106.649¢ | 0.731* | 0.908 | 0.070* | 1.589* | 0.858

Consorcio sin AR27 | 0.012%° | 5.105* | 0.967 | 0.862* | 0.022* | 5761.453* | 0.993 | 1466.771% | 30.772* | 0.943

Consorcio con AR27 | 0.049* | 3.879* | 0.979 | 0.349° | 0.033% | 202.679° | 0.997 | 981.268° | 0.756* | 0.949 | 0.032* | 1.003* | 0.907

Tabla 22. Pardmetros cinéticos en monocultivos de P. putida.

Parametros max K, ¥x m Error Error total

total-ajuste | Sin ajuste
P. putida sin AR27 | 1.0719 | 2.7958 | 1.8477 | 0.0873 13.5868 71.2473

P. putida con AR27 | 0.3620 | 3.6831 | 0.5454 | 0.9273 7.2003 10.2420.
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Al alimentar los parametros iniciales (experimentales) al algoritmo se garantiza que la
solucion este alrededor de esos datos. En otras palabras, el algoritmo es preciso y la
exactitud esta definida por los datos experimentales.

Para el resto de los experimentos: Cultivos de

Es importante resaltar que el AR27 implico limitaciones para el crecimiento bacteriano,
porque no es un sustrato que haya consumido, ademas de que parece afectar el consumo de
glucosa (por lo tanto el crecimiento) como principal fuente de carbono. Al respecto se ha
reportado que P. putida puede degradar compuestos aromaticos en forma preferencial por
encima de carbohidratos y acidos grasos (Basu ef al. 2006), sin embargo, dichos sustratos
estan restringidos a la afinidad que tengan con el centro activo de las enzimas que la
bacteria utiliza para su degradacion (Abuhamed et al., 2004). En este sentido se puede
concluir que bajo las condiciones estudiadas la presencia del AR27 representa una
condicién negativa para las bacterias, aunado a que el medio de cultivo tanto en su
composicion como en el valor del pH no fueron las 6ptimas. El reporte de Kalyani et al.,
(2007) demostr6é que para P. putida existe la posibilidad de degradar compuestos azoicos
tales como el rojo BLI, solo bajo condiciones anaerdbicas o en presencia de otros
microorganismos. Se ha reportado que el consorcio de 4. ochraceus NCIM-1146 con
Pseudomonas sp. SUK1 fue capaz de degradar el colorante Rubine GFL de un efluente
textil en un sistema aerobico (Lade et al., 2012). En el trabajo de Thao et al, (2013) se
reportd la degradacion de naranja de metilo en condiciones estaticas y de agitacion con
células suspendidas e inmovilizadas. La tendencia de gradacion fue semejante bajo
condiciones estaticas y anaerdbicas, aunque no hubo remocion bajo condiciones aerdbicas.
Las condiciones optimas de decoloracion fueron: pH de 7 y temperaturas de 33-35 °C para
biodegradacion suspendida anoxica. Las cinéticas de degradacion fueron una Vmax de 0.75
mgg 'l y una Km de 283 gl!, no fueron evaluadas las cinéticas de crecimiento microbiano.
En cambio, Lv et al., (2015) reportaron la degradacion de éteres de difenilo polibromados,
compuestos recalcitrantes presentes en efluentes textiles, en las que se estudio el
crecimiento microbiano empleando el modelo de Monod. Los parametros obtenidos fueron
pumax y Ks para los cuales se reportaron rangos de 15.74 a 31.69 mgl™! y 0.0843 y 0.1311

dias™!. Estos valores representan la velocidad y afinidad con los diferentes sustratos, en
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general fueron buenos sustratos y en consecuencia fueron degradados. Los parametros
obtenidos para los cultivos microbianos estan dentro de los rangos reportados en literatura.

Se ha reportado un valor de velocidad méxima de crecimiento bacteriano igual a 0.20 h!
con una Ks de 4.86 mgl™! para P. putida cuando consume glucosa como unica fuente de
carbono (Oliveira et al., 2009). Otro estudio la biodegradacionde benceno, tolueno y fenol a
traves de cinéticas de crecimiento de P. putida F1 usando el modelo de Andrews. Las
velocidades méaximas especificas para benceno, tolueno y fenol fueron de 0.335-0.73, 0.42-
0.86 y 0.051-0.569 h™!, respectivamente, y los valores de Ks para benceno, tolueno y fenol,
fueron de 0.12 a 3.36, 3.98-13.8 y 5.27-32 mgl’!, respectivamente (Abuhamed et al., 2004).
Las velocidades de crecimiento reportadas en el presente trabajo fueron bajas en
comparacion con los datos en literatura, quiza porque el medio de cultivo estd disefiado
para hongos y no para bacterias. Las velocidades de crecimiento bacteriano no fueron

calculadas en los consorcios porque la biomasa esta mezclada con la del hongo.

El ajuste de los parametros fue realizado y los errores totales obtenidos antes y después de

la optimizacion se reportan en la Tabla 21.

Tabla 23. Parametros cinéticos en monocultivos y consorcios de 7. versicolor.

Error Error
Parametros Wmax Ks ¥x m Yo a B Vmax | KM total
total-
ajuste | Sin ajuste
Tversicolor | h001 | 02232 | 0.1000 | 0.5469 | 0.0246 | 04251 | 00440 | NA | NA | 3.5688 22031 x
sin AR27 10
I versicolor 15 1 2037 | 0883 | 030 | 0930 | 20649 | 0131 | ®07 | 105 | gausas | 8.5302x10"
con AR27 0 89 6 )
. 8.7855x10°
Consorciosin |\ 1 105 | o862 | 022 | 0553 | 20771 | 0112 | NA | Na | 143921 |°
AR27 8
Consorcio con 0.130 | 0.52 | 20.8332 4.1467 x
R 00220 | 02100 | 0.1250 | 0.2000 | 0.0986 | 0.2900 | 0.3440 | o0 o Tots

En general los resultados muestran una tendencia a la disminucion del error una vez que se
ejecuta la optimizacion (Tabla 22). Por cada optimizacion el algoritmo realiza
aproximadamente 10, 000, 000 céalculos. No hay que perder en mente que los datos iniciales

son generan mejoras progresivas en el ajuste del modelo. Es decir, los valores de los
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parametros obtenidos en n ciclos de calculo pueden utilizarse m veces hasta obtener un
sistema cada vez mas Optimo. Aqui se presentan los ajustes que realizan 100 ciclos por 3
subalimentaciones al programa de alimentacion. El sistema puede mejorarse aun mas. Los
parametros, aunque son diferentes a los que se generaron a partir de la linealizacion
algebraica, concuerdan con la siguiente descripcion de los sistemas. Un proceso de
optimizacion semejante para la produccion de lacasas y el disefio utilizando T. versicolor

fue reportado por Tavares et al., (2006).

En el caso de los cultivos fungicos la presencia del AR27 no afecto significativamente
(p>0.05) la pmax de los monocultivos y de los consorcios, sin embargo, el cultivo del
consorcio con AR27 presentd la mayor (p<0.05) pmax €n comparacion con los monocultivos
de la bacteria y el hongo con y sin AR27. La constante de saturacion Ks para ninguno de los
experimentos tuvo diferencia significativa (p>0.05) (Tabla 20). El rendimiento de Yx fue
mayor (p<0.05) para los cultivos de 7. versicolor con AR27 (0.883 gl'!) y menor (p<0.05)
para P. putida sin AR27 (0.250 gl'!). No hubo diferencia (p>0.05) en los rendimientos m
para ninguno de los experimentos. El mayor (p<0.05) rendimiento Y, (5761.4) se obtuvo
con el consorcio sin AR27 en comparacion con 7. versicolor y el consorcio con AR27 y T.
versicolor con AR27. Los valores de a para la produccion de actividad lacasa asociada al
crecimiento fueron diferentes significativamente (p<0.05) en los experimentos de
monocultivos y consorcios con y sin AR27, siendo el consorcio sin AR27 con el que se
obtuvo el mayor (p<0.05) valor (1466.771). Los valores de B para la produccion de
actividad lacasa no asociada al crecimiento no mostro diferencia significativa (p>0.05) en
ninguno de los experimentos evaluados. Finalmente se presentan en la Tabla 21 las
evidencias de que los valores de Vmax y Km propios de la decoloracion de AR27 no son
diferentes (p>0.05) significativamente.

Los parametros cinéticos de crecimiento, rendimientos, produccion de actividad lacasa y
decoloracion, describieron el comportamiento del consorcio con mayor detalle. La pmax y
Yx del consorcio con AR27 fueron los mayores, sugiriendo que los microorganismos crecen
en condiciones favorables cuando hay compuestos derivados de la decoloracion,
permitiendo el crecimiento de bacterias y de hongos con restricciones menores a las

encontradas con los monocultivos. De esta manera el 7. versicolor evita el contacto con
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compuestos toxicos derivados de la decoloracion, mientras que P. putida los consume sin
tener una supresion de su crecimiento debido a la presencia del AR27, porque este ultimo
se va descomponiendo paulatinamente. Notese que el consorcio sin AR27 tiene menor pimax
y Yx, pero Y, mayor que la del consorcio con AR27, es posible que la menor actividad
lacasa detectada sea resultado de que las enzimas estan participando en la decoloracion del
AR27 o de la trasformacion de otros compuestos procedentes del crecimiento en consorcio,
y por lo mismo no son detectadas por el método espectrofotométrico utilizado. En general
todos los parametros obtenidos pueden emplearse en un esquema de modelacion

matematica.

Los parametros estimados mediante las ecuaciones cinéticas permitieron una amplia
descripcion de los fendmenos relacionados con el crecimiento del consorcio de T.
versicolor y P. putida, asi como la produccion de actividad lacasa. En general la velocidad
maxima de crecimiento del hongo y de la bacteria disminuy6 en presencia del colorante
AR27. Considerando que el consocio con AR27 tiene una velocidad maxima de
crecimiento semejante a la de los monocultivos con y sin AR27, se puede decir que el
colorante AR27 afect6 principalmente el crecimiento de la bacteria y no el del hongo. Lo
anterior se confirma en los monocultivos de P. putida a pH de 4.5, en donde la presencia
del colorante AR27, disminuye 2.56 veces la velocidad méaxima de crecimiento de la
bacteria. Otro efecto de la presencia del colorante en los cultivos estudiados fue la
disminucién de la constante K, la cual tuvo menor valor en el consorcio con AR27. Debido
a que la biomasa cuantificada en el experimento del consorcio con AR27 es una mezcla de
masa bacteriana y fungica, es probable que la afinidad se haya visto afectada en P. putida

con glucosa.

Las velocidades de crecimiento del hongo en los monocultivos y en los consorcios fueron
bajas, en comparacion con los reportados para 7. versicolor con sacarosa como fuente de
carbono (TiSma et al., 2010). Los parametros cinéticos estimados fueron: tmaxglucosa = 0.14h"
L KS glucosa = 8.06 g dm™, pmaxfructosa = 0.37 h' y KS fructosa= 5408 g dm™.En cambio, las
velocidades de crecimiento calculadas en el presente estudio, fueron semejantes a las que
reportaron (Thiruchelvam y Ramsay, 2007) en sus estudios sobre el crecimiento de

Trametes versicolor ATCC 20869 en glucosa, para la producciéon de lacasas a través de un
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reactor agitado con barra magnetica. En la produccion de 1385 Ul'de actividad lacasa,

hubo una velocidad méaxima especifica de de 0.039h™!.

La produccion de la actividad lacasa se encontr6 asociada al crecimiento. Los pardmetros o
y B de los consorcios con y sin AR27, dan evidencia de lo anterior, cabe mencionar que la
biomasa cuantificada de los consorcios contiene bacterias de P. putida mismas que se
incluyen al momento de determinar biomasa seca total, por lo que de cierto modo las
bacterias contribuyen a que la produccion de lacasas este asociada al crecimiento del 7.
versicolor. Caso contrario con lo que reportd (Saat ef al., 2013) quienes a través del modelo
de Luedeking-Piret obtuvieron valores de a y B negativos, que indicaron que la produccion
de la enzimas podria ser no asociada al crecimiento, al evualuarse en dos tipos de matraces
con y sin deflectores. Los valores de o y B para una agitaciéon de 170 rpm a 25°C fueron -
9.133 Ug! y 12.817 Ug'dias! con deflectores y -9.235 Ug' y 9.690 Ug'ldias™! sin

deflectores.

Finalmente, el modelo basado en las ecuaciones de Michaelis-Menten fue desarrollado para
simular la decoloracion de los colorantes Reactivo Negro 5 (RB5), Reactivo Azul 114
(RB114), Reactivo Amarillo 15 (RY15), Reactivo Rojo 239 (RR239) y Reactivo Rojo 180
(RR180) mediante lacasas comerciales (Cristovao et al., 2009). Los valores para Vmax
fueron de 3.46 a 20 mgg 'min™! mientras que para Km fueron de 3.13 hasta 650 mgl!. Estos
valores son elevados en comparacion con los reportados en el presente trabajo, porque
Cristévao et al, (2009) evalian una concentracion fija de lacasas, mientras que en el
presente estudio, esa concentracion varia debido a que se estan produciendo al mismo
tiempo en que estdn decolorando. En general, el conjunto de parametros obtenidos en el
presente estudio se pueden utilizar para optimizar su valor, generan certidumbre en la
descripcion del sistema 7. versicolor/ P. putida e proporcionan informacion relevante para

el disefio del sistema que podria incluirlos en el tratamiento de aguas residuales.

DISENO DE UN CONSORCIO BIOLOGICO MULTI-ESPECIE PARA LA
DEGRADACION DE R0OJO ACIDO 27

Pagina 1 5 2



Doctorado en Ciencias Ambientales: José Roberto Gonzalez Reyes

DISENO DE UN CONSORCIO BIOLOGICO MULTI-ESPECIE PARA LA
DEGRADACION DE R0JO ACIDO 27

Pagina 1 5 3



Doctorado en Ciencias Ambientales: José Roberto Gonzalez Reyes

Derivado de los dos objetivos del presente estudio y con base en los resultados se ha
llegado a las siguientes conclusiones particulares:

5.1. Del objetivo particular 1:

o Pseudomonas putida tuvo limitado crecimiento en el medio de cultivo
evaluado debido a condiciones abioticas como el pH y a la presencia del
colorante AR27, esto sugiere que el colorante no pudo ser usado como
fuente de carbono por la bacteria.

o La presencia de Pseudomonas putida en el consorcio favorece el crecimiento
de Trametes versicolor y la produccion de actividad lacasa. La méxima
actividad lacasa encontrada en este estudio estd dentro de los valores
reportador para la produccion de actividad lacasa con hongos inducidos con
compuestos quimicos.

o La presencia del Trametes versicolor favorece el desarrollo de Pseudomonas
putida bajo las condiciones de cultivo estudiadas, las cuales son favorables
para el hongo pero no para las bacterias. Las bacterias en crecimiento con el
consorcio pueden abatir las desventajas impuestas por las caracteristicas del
medio de cultivo debido a la presencia del micelio de Trametes versicolor en
cual parece proveerle de un soporte sobre el cual pueden crecer.

o La actividad lacasa producida por el consorcio es suficiente para disminuir la
concentracion de AR27 de 0.2 a un valor de 0.001 glI'' en maximo tres dias
de cultivo.

o La degradacion de AR27 genera compuestos aromadticos diferentes a
benceno, anilina, acido benzoico, catecol y naftaleno.

5.2. Del objetivo particular 2:

o Se propuso un modelo matematico estructurado determinista con las
ecuaciones de Monod, Luedekin-Piret y Michaelis-Menten que describen el
crecimiento, consumo de sustrato, generacion de actividad lacasa y
decoloracion del AR27 del consorcio 7. versicolor y P. putida.
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o Los parametros cinéticos del modelo matematico, obtenidos mediante el
método algebraico, fueron de utilidad para la descripcion del modelo tedrico
propuesto.

o La optimizacién de los pardmetros cinéticos a través del algoritmo propuesto
en lenguaje Python redujo el error de correlacion entre datos experimentales
y datos del modelo.

o Los parametros obtenidos del modelo matemadtico son una buena base de
informacion que puede ser utilizada en el disefio de un sistema que replique
el consorcio aqui estudiado.

e Este es el primer estudio cinético reportado en la literatura sobre el consorcio
conformado por Pseudomonas putida y Trametes versicolor en la decoloracion de
AR27.

5.3. Recomendaciones

El seguimiento a este estudio requiere de precisiones para evitar controversia en la
experimentacion.

1. El consorcio crece y se mantiene tanto en cultivos liquidos como en cultivos solidos, la
siguiente etapa de estudio podria referirse a disefiar la configuracion mediante la cual se
pueda utilizar la mezcla de microorganismos sin la necesidad de emplear los medios de
cultivo en donde crecen. Los estudios sobre encapsulacion de microorganismos en
alginato de sodio son una buena opcion.

2. El consorcio demostré un aumento sustancial en la produccion de la actividad lacasa,
seria conveniente identificar si el aumento en la actividad lacasa se deba al aumento en
la cantidad de las lacasas o a la produccion de isoformas de lacasas.

3. La interaccion entre Pseudomonas putida y Trametes versicolor genera condiciones
para que Pseudomonas putida produzcan sustancias que estimulan la produccion de
actividad lacasa por Trametes versicolor, en este sentido seria adecuado analizar qué
tipo de sustancias son las estan provocando este estimulo en el hongo.
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6.4. Anexos 1: codigos de programacion

Codigo 1. Algoritmo para la solucioén de un sistema de ecuaciones diferenciales mediante el
método de Runge-Kutta de cuarto orden.

o°

PROGRAMA PARA RESOLVER UN SISTEMA DE ECUACIONES DIFERENCIALES

A TRAVES DEL UN METODO NUMERICO BASADO EN LA TEORIA DE RUNGE KUTTA DE
CUARTO ORDEN

EL MODELO MATEMATICO REPRESENTA EL CRECIMIENTO DE DOS MICROORGANISMOS,
LA PRODUCCION DE

$ UNA ENZIMA Y LA DECOLORACION DE UN COMPUESTO CONTAMINANTE

o° oo

oe

IMPIA EL WORKSPACE
IMPIA EL COMMAND WINDOW

clear %
clc %

[

$DECLARCION DE LAS CONDICIONES INICIALES
biomasa = 0.1;

sustrato = 4;

producto=0;

colorante=200;

tiempoinicial=0;

tiempofinal = 200;

SELECCION DE TAMANO DE PASO

dx = 1;

n = (tiempofinal-tiempoinicial) /dx;

% INICIALIZACION DE LAS VARIABLES DEPENDIENTES E INDEPENDIENTES
x(1l) = tiempoinicial;

vl (1) = biomasa;

y2 (l)=sustrato;

y3(1l)=producto;

y4 (1)=colorante;

$DECLARACION DE LAS CONSTANTES DEL MODELO MATEMATICO
mmax=0.1;

ks=2.1;

yredx=1/0.2;

alfa=2;

beta=10;

vmax=20;

km=0.13;

% DESIGNACION DEL SISTEMA DE ECUACIONES DIFERENCIALES
edo=inline (' ((mmax*y2)/ (ks+y2))*yl');

edol=inline ('- (yredx* (((mmax*y2)/ (ks+y2))*yl) *y2)"');
edo2=inline (' (alfa* ( (mmax*y2)/ (ks+y2))*yl)+beta*yl"');
edo3=inline ('- ((km+y4)/ (vmax*y4))"');

—

% SOLUCION DEL METODO DE RUNGE KUTTA CUARTO ORDEN
for i = 1:n
X (1+1)=x (i) +dx;

kll=edo(yl(i),y2(1i),mmax, ks);
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k12=edol(y1(i),y2(i),yredx,mmax,ks);

k13=edo2(yl(i),y2(1i),mmax, ks,alfa,beta);
k1l4=edo3(y4 (i) ,vmax, km) ;

yk21 (1)=y1l(i)+0.5*k1l1*dx;

yk22 (1)=y2 (1)+0.5*k12*dx;

vk24 (1)=y4 (1)+0.5*k14*dx;

k21=edo (yk21 (1),vk22 (i), mmax, ks) ;
k22=edol (yk21 (1) ,yk22 (i), yredx,mmax, ks) ;
k23=edo2 (yk21(i),yk22 (i), mmax,ks,alfa,beta);
k24=edo3 (yk24 (1) ,vmax, km) ;
yk31(1)=y1l(1i)+0.5*k21*dx;

vk32 (1)=y2(1)+0.5*k22*dx;

vk34 (1)=y4 (1) +0.5*k24*dx;

k31=edo (

k32=edol (yk31(i),yk32 (i), yredx,mmax, ks) ;

k33=edo2 (yk31

Yy
yk31(1),vk32 (i), mmax, ks) ;
(

(

k34=edo3 (yk34

(1)
(i), vmax, km) ;

yk4l (1)=yl (1) +k31*dx;

yk42 (1)=y2 (1) +k32*dx;

vk44d (1)=y4 (1) +k34*dx;

k4l=edo (yk41l (i),vk42 (i), mmax, ks) ;
k42=edol (yk41l (i) ,yk42 (i), yredx,mmax, ks) ;

— —

k43=edo?2 (yk41(i),yk42 (i), mmax,ks,alfa,beta);
k44=edo3 (yk4d4 (i) ,vmax, km) ;
1(i+1) = y1l(i) + 1/6*((k11+2*k21+2*k31+k41)
2(i+1) = y2(i) + 1/6* ((k1l2+2*k22+2*k32+k42)
3(i+1) = y3(i) + 1/6* ((k13+2*k23+2*k33+k43)
4 (i+1) = y4 (i) + 1/6* ((k14+2*k24+2*k34+k44)
end

% GENERACION DE GRAFICAS

figure
subplot(2,2,1), plot(x,vyl)
xlabel ('tiempo (min) ') ;

ylabel ('biomasa (g/L)

subplot (2,2,2), plot(x,vy2)

xlabel ('tiempo (min) ') ;

ylabel ('glucosa (g/L)");

subplot (2,2,3), plot(x,y3)

xlabel ('tiempo (min) ') ;

ylabel ('actividad lacasa (U/L)");
subplot (2,2,4), plot(x,v4)

xlabel ('tiempo (min) ') ;

ylabel ('decoloracidén (mg/L)

axis ([0, tiempofinal,-1,colorante]);
figure (gcf)

% FIN DEL PROGRAMA
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Codigo 2. Algoritmo para la solucién de un sistema de ecuaciones diferenciales mediante el
método de Runge-Kutta de cuarto orden con funciones para generar comparacion de datos
experimentales con modelos y la optimizacion de los pardmetros.

Solucidén a sistema de ecuaciones diferenciales para P. putida sin AR27
# In[25]:

# Se importan los datos de un archivo cvs con los valores
experimentales

import matplotlib.pyplot as plt

import numpy as np

import pandas as pd

df = pd.read csv("datos.csv")

print (df)

# In[26]:

#Generacidén de datos a partir de los valores experimentales
t = df["tiempo"]
b = df["biomasa"]
s = df["glucosa"]

plt.plot(t, b, "o", color="red")
plt.plot(t, s, "o", color="blue")

plt.show()

# In[27]:

# Grafica de los errores obtenidos a partir de la desviaciBA®n esténdar
de los datos experimentales

e = df["error"]

el = df["error.1"]

plt.errorbar(t, b, yerr=e, elinewidth=1, linestyle="")
plt.errorbar(t, s, yerr=el, elinewidth=1, linestyle="")

plt.savefig("error.png")

# In[28]:

# Se importan librerias de utilidad para las operaciones que se
realizan en el algoritmo
import matplotlib.pyplot as plt
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import numpy as np

# En la soluciBA®n numérica es importante realizar cambios internos
respecto a las ecuaciones diferenciales que van a resolverse, ademas
de indicar los valores iniciales.

# In[29]:

# DefinciA®n de una funciBA®n que resuelve a través de Runge-Kutta de
4to orden un sistema de ecuaciones diferenciales

# de primer orden (sistema bacteriano que contempla el crecimiento y
el consumo de sustrato)

# La funciA3n recibe los parédmetros del sistema de ecuaciones y
resuelve bajo condiciones iniciales
def model 1 (mmax, ks, m, yredx):

biomasa = 0.004

sustrato = 4.

tiempoinicial = 0.

tiempofinal = 24.

#ELECCIA“N DE TAMAA‘O DE PASO
dx = 0.5
n = int((tiempofinal - tiempoinicial) / dx)

#INICIALIZACIA“YN DE LAS VARIABLES DEPENDIENTES E INDEPENDIENTES
# AsignaciA®n de ceros en el vector correspondiente

X = np.zeros(n + 1)
vyl = np.zeros(n + 1)
y2 = np.zeros(n + 1)

# AsignaciA®n de los valores iniciales en la posiciA®n inicial del
vector

x[0] = tiempoinicial
y1[0] = biomasa
y2[0] = sustrato

#DESIGNACIA“N DEL SISTEMA DE ECUACIONES DIFERENCIALES

edo = lambda yl , y2 : ((mmax * y2 ) / (ks + y2 ))
edol = lambda yl , y2 : -(yredx * (((mmax * y2 ) / (ks + y2_ ))) +
m * yl )

#SOLUCIAYN DEL METODO DE RUNGE KUTTA CUARTO ORDEN
yk21 = np.zeros(n)

yk22 = np.zeros(n)
yk31l = np.zeros(n)
yk32 = np.zeros(n)
vk4l = np.zeros(n)

)

vk42 = np.zeros(n
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for i in range (0, n):
x[1 + 1] = x[1] + dx

# Calculo de los valores de K para la solucidn numérica
kll = edo(yl[i], y2[i])
k12 = edol(yl[i], y2[i])

k1l * dx

yk21[i] = yl[i]
i k12 * dx

yk22[i]

I
N
-
+ +
o O

k21 = edo(yk21[1i], yk22[i])

k22 = edol (yk21[i], vk22[i])
yk31[i] = y1[i] + 0.5 * k21 * dx
vk32[i] = y2[i] + 0.5 * k22 * dx

k31 = edo(yk31[i], yk32[i])
k32 = edol (yk31[i], vk32[i])

yk41[i] = yl1[i] + k31 * dx
vk42[i] = y2[i] + k32 * dx

k4l = edo(yk41[i], vk42[i])
k42 edol (yk41[i], yk42[i])

# Calculo del valor de paso adelante de la funciA3n

yl[i + 1] = y1[i] + (1. / 6.) * ((k11 + 2 * k21 + 2 * k31 +
k41)) * dx

y2[i + 11 = y2[i] + (1. / 6.) * ((kl2 + 2 * k22 + 2 * k32 +
k42)) * dx

return (x, v1, v2)

# Se define la funciA3n "mse’ la cual calcula el error cuadratico
entre los datos experimentales °(xe, ye) vy los datos generados por el
modelo ~ (xm, ym) . Este apartado del algoritmo no requiere de
adecuaciones incluso si el sistema de ecuaciones diferenciales cambia.

# In[30]:

def mse(xe, ye, xm, ym):
# Buscamos los Indices ‘a° y "b’ méds cercanos tal que "x[a] <= s

<= x[b]"
def f(s):
a =20
b =1
m = len (xm) o0)
for i in range(l, m): O~
if xm[i] < s: i
a=1i-1 2
b =i &b
(a9

# InterpolacildA3n

DISENO DE UN CONSORCIO BIOLOGICO MULTI-ESPECIE PARA LA
DEGRADACION DE R0JO ACIDO 27



Doctorado en Ciencias Ambientales: José Roberto Gonzalez Reyes

return (ym[b] + ym[a]) / 2.
# yp - ym interpolada

yp = [f(s) for s in xe]

n = len(ye)

# Calcula el error entre “ye vy “yp

s2 = sum([(ye[i] - ypl[i]) ** 2 for i in range(n)])
ds = (s2 / (n - 1)) ** 0.5

return s2

# En la siguiente etapa del algoritmo se incluyen las instrucciones
para el optimizador de los parémetros. Esta funcilA®n recibe los
pardmetros de acuerdo a los modelos matemdticos evaluados.

# cada ecuacidén requiere de un error, en este caso son dos las
ecuaciones diferenciales a evaluar, por lo que son dos los errores a
calcular.

# In[31]:

import random

def model 1 optimizador (mmax0, ks0, mO, yredx0, best g):
mmax = mmax0

ks = ksO
yredx = yredx0
m = m0

# Se calculan los datos del modelo
x, yl, y2 = model 1 (mmax, ks, m, yredx)

# Se calculan los errores experimentales contra los del modelo
eb = mse(t, b, x, yl)
es mse (t, s, x, y2)

# Los mejores x, yl, y2 para 1000 ciclos de optimizaciA3n

best eb = eb

best es = es

best x = x

best yl = yl

best y2 y2

# la funciA®n perturbador aumenta o disminuye los valores de las
variables que se alimenten, en relacilA®n a un valor mA;ximo

# un valor mA-nimo y un tamalA+to de paso

def perturbar(p, low, high, k=0.005):

p=p + (2 * random.random() - 1) * (k + random.random() *
0.05)
if p <= low:
p = low
elif p >= high:
p = high

return p
# Se realizan 1000 calculos iterativos para la optimizaciA®n de los
parrAimetros
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for i in range(1000) :
immax = perturbar (mmax, 0.001, 1.)
iks = perturbar(ks, 0.001, 4.)
im = perturbar(m, 0.001, 1.)
iyredx = perturbar (yredx, 0.001, 2.)

x, yl, y2 = model 1 (immax, iks, im, iyredx)

eb = mse(t, b, x, yl)
es mse(t, s, x, y2)

if (es + eb) < best g:

best yl =yl

best y2 = y2

mmax = immax

ks = iks

m = im

yredx = iyredx

if es < best es:
best es = es

if eb < best eb:
best eb = eb

best g = best es + best eb

print ("error s = {}".format (es))
print ("error b = {}".format (eb))
print ("error = {}".format (es + eb))
print ("mmax = {}".format (mmax))
print ("ks = {}".format (ks))

print ("m = {}".format (m))

print ("yredx = {}".format (yredx))
print ("-" * 80)

return (best g, x, yl, y2, mmax, ks, m, yredx)
# In[32]:

#DECLARACIA“™N DE LAS CONSTANTES DEL MODELO MATEMA[ITICO

# En este apartado se alimentan los datos principales sobre
parl;i;metros

error = 4.796520375705327

mmax = 0.2998127557239845

ks = 3.008549856120551

m = 0.044061741251006085

yredx = 1.532187329677956

#x, yl, y2 = model 1 (mmax, ks, m, yredx)

best g = 10el00
best x = None

best yl = None
best y2 = None
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best mmax = mmax
best ks = ks
best m = m

best yredx = yredx

#nimero de ciclos en los cuales obtendrd los mejores parametros (si
por cada ciclo se optimiza usando 1000 valores, en realidad
# Utiliza 10000 cdlculos iterativos)
for i in range(10):
ibest g, x, yl, y2, mmax, ks, m, yredx = model 1 optimizador (mmax,
ks, m, yredx, best g)
if ibest g < best g:
best g = ibest g
best x = x
best yl =yl
best y2 = y2
best mmax = mmax
best ks = ks
best m = m
best yredx = yredx

X = best x

yl = best yl

y2 = best y2

mmax = best mmax
ks = best ks

m = best m

yredx = best yredx

print ("* =" * 40)

print ("error = {}".format (best g))
print ("mmax = {}".format (mmax))
print ("ks = {}".format (ks))
print("m = {}".format (m))

print ("yredx = {}".format (yredx))

pl = plt.plot(x, yl, color="red")
ple = plt.plot(t, b, "o", color="red")
p2 = plt.plot(x, y2, color="blue")
p2e = plt.plot(t, s, "o", color="blue")

plt.errorbar(t, b, yerr=e, elinewidth=2, color="red", linestyle="")
plt.errorbar(t, s, yerr=el, elinewidth=2, color="blue", linestyle="")

plt.title("Bacterias sin AR27")

plt.xlabel ("tiempo (h)")

plt.ylabel ("Sustrato (gl-1) | Biomasa (gl-1)")

plt.legend((pl1[0], p2[0]), ('Modelo Biomasa', 'Modelo Sustrato'),
loc=0)

plt.savefig("model 1")
#Fin del algoritmo
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6.5. Anexos 2: publicaciones

6.5.1. Publicaciones relacionadas con la presente tesis

1. Revista Iberoamericana de Ciencias www.reibci.org ISSN 2334-2501

Consorcios biologicos disenados para la
produccion de lacasas y eliminacidn de
colorantes

Roberto Gonzalez', Roberto Villagomez', Alfredo Madariaga?®, Javier Castro' y Cesar Gonzalez'*
Area Académica de Quimica, Instituto de Ciencias Basicas e Ingenieria, Universidad Auténoma del estado de
Hidalgo, Ciudad del conocimiento, carretera Tulancingo-Pachuca Km 4.5, Col. Carboneras, Mineral de la
Reforma, Hidalgo, C.P. 42184, México.!

Instituto de Ciencias Agropecuarias, Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo, Rancho universitario Av.
Universitaria Km 1, Ex. Hda. Aquetzalpa AP 32, Tulancingo, Hidalgo, C.P. 43600, México.?

Autor de correspondencia: ccr_gonzalez@yahoo.com

Abstract— Biological consortiums designed for the production of laccases and the treatment with dyes are
analyzed in this review. To avoid low yields in discoloration and laccase production, a frequent problem in
monocultures during the treatment of textile effluents, consortium systems are suggested. Reports in literature
provide evidence about of consortiums advantages in decolorization of a wide range of toxic dyes and in
enzymatic production, however there are few reports related to the design of consortiums that consider the
coupling of the degradation properties and the interspecific relationships between organisms. The consortia
designed could innovate the treatments available for textile effluents.

Keyword— designed consortium, textile effluents, biological induction, azo dyes, decoloration,
degradation.

Resumen— Los consorcios bioldgicos disefiados para la produccion de lacasas y el tratamiento con
colorantes se analizan en esta revision. Para evitar los bajos rendimientos en la decoloracién y la produccion
de lacasas, un problema frecuente en monocultivos durante el tratamiento de efluentes textiles, se sugieren
sistemas en consorcio. Los reportes en literatura dan evidencia de las ventajas de los consorcios en la
decoloracion de una amplia gama de colorantes toxicos y en la produccion enzimatica, sin embargo son
escasos los reportes relacionados con el disefio de consorcios que consideren el acoplamiento de las
propiedades degradativas y las relaciones interespecificas entre los organismos. Los consorcios disefiados
podrian innovar los tratamientos disponibles para efluentes textiles.

Palabras claves— consorcios, efluentes textiles, simbiosis, decoloracion, degradacion
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2. Enviado a la Journal of Environmental Science and Health, Part A, con

correcciones mayors.

Articulo (enviado): Gonzélez, R.*; Villagobmez, R.; Madariaga, A.; Castro, J.; Gonzalez,
C. Increase in laccase activity in a Trametes versicolor and Pseudomonas putida
consortium during acid red 27 decolorization. JESHA. 2018. 0053.

Fin...
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