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Resumen 

El potencial de los hongos de la podredumbre blanca en la biorremediación ha sido 

ampliamente estudiado para la degradación de diversos contaminantes 

xenobióticos esta degradación se puede llevar a cabo mediante algunas enzimas 

producidas por los hongos como la lignino peroxidasa, manganeso peroxidasas y 

lacasas el hongo Trametes versicolor se ha utilizado en la eliminación de diversos 

colorantes debido a su producción de lacasas esta puede llevarse a cabo por 

biosorción, absorbiendo el colorante mediante su biomasa o por degradación 

mediante sus enzimas. 

En este trabajo se evaluó la degradación del colorante azo rojo congo mediante la 

lacasa del hongo Trametes versicolor, se utilizaron los medio HIT, M17, M17 con 

CuSO4 y M24 medios estandarizados en el laboratorio, en el crecimiento en solido 

el mejor medio fue el HIT. En el crecimiento en sólido y en liquido no se utilizó el 

medio HIT. En el crecimiento en liquido se evaluó producción de biomasa, lacasas 

y degradación del colorante, se realizó un cinética en matraces de 500 ml con 300 

ml durante 16 días el colorante se utilizó a diferentes concentraciones 125, 250 y 

500 ppm de rojo congo y un control sin colorante solo el medio cada uno por 

triplicado se utilizó el agitador a 129 rpm, se obtuvo mayor biomasa en el medio M17 

con CuSO4 al día 16 se obtuvo 3.69 g/L, la producción de lacasas y la degradación 

se midieron en el espectrofotómetro en el medio M24 hubo una mayor producción 

de lacasas 20533 U/L en el día 10 de la cinética, y el mayor porcentaje de 

degradación del 80%. 
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1. INTRODUCCION  

1.1 Producción y consumo de colorantes en el mundo. 

En el mundo más de 10,000 diferentes colorantes químicos y auxiliares de tintura 

son utilizados por la industria textil, se estima que la producción mundial es 

aproximadamente de 800,000 toneladas por año según Palmieri et al., 2005. Más 

recientemente en el 2014 se estimó que la producción mundial anual de textiles 

oscila entre 60 y 70 millones de toneladas, requiriendo 9 mil millones de metros 

cúbicos de agua suficiente para llenar 3.6 millones de piscinas de tamaño olímpico 

(Delgado, 2017). 

Los principales centros geográficos de producción de colorantes textiles se 

encuentran en Europa y Asia. No obstante, otros países como Brasil y México 

también los producen (Hunger, 2003). Más de 10,000 diferentes tipos de pigmentos 

y colorantes sintéticos son utilizados en las distintas industrias como la azucarera, 

cervecera, destilería, curtido, pulpa y textil, entre otras. Las actividades de estas 

industriales liberan grandes cantidades de aguas residuales contaminadas en 

M3/TN con colorantes en unidades Hazen o escala APHA, que se utiliza para evaluar 

muestras de aceites, derivados del petróleo, así como solventes, plásticos y 

productos farmacéuticos de evaluación visual basado en los colores de los patrones 

líquidos de la solución de platino-cobalto ver Tabla 1, columna 3 (Anjaneyulu et al., 

2005 y Días, et al., 2007). 

Tabla 1. Concentración de efluentes generados por diferentes industrias (Anjaneyulu et al., 2005) 

INDUSTRIA 
CANTIDAD DE AGUA 
GENERADA (M3/TN) 

CONCENTRACIÓN DE 
COLOR (UNIDADES 

HAZEN) 

Azucarera 0.40 150-200 

Cervecería 0.25    200-300 

Destilería 12 200-300 

Curtido 28 400-500 

Pulpa y papel  175 100-600 

Textil 120 1100-1300 
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Los efluentes de la industria textil se caracterizan por fluctuaciones extremas en 

parámetros, como: demanda química de oxígeno (DQO), demanda biológica de 

oxígeno (DBO), pH, color y salinidad, algunos de los parámetros característicos de 

estos efluentes son los siguientes (Kuhad et al., 2004; Dos Santos et al., 2007). 

 Color visible (1100-4500 unidades) 

 Demanda química de oxígeno (800-1600 mg/L) 

 pH alcalino (9-11) 

 Sólidos totales (6000-7000 mg/L) 

 

1.2 Producción y consumo de colorantes en México 

La industria textil es un sector significativo para la economía mexicana, tanto en 

términos de generación de empleo como de exportaciones, se ha logrado exportar 

hasta 4.695 millones de dólares, colocándose como el quinto proveedor a nivel 

mundial, siendo el tercer productor más importante del PIB. El 60% de las 

exportaciones totales textiles del país se destinan a Estados Unidos (EE. UU.), esta 

proporción es más alta en prendas de vestir (91.8%). El segundo mercado en 

importancia son el resto de los países del Continente Americano, donde se canaliza 

el 22% de las exportaciones mexicanas de este sector (Cohen, 2018).  

La industria textil en México consta de alrededor de 20,000 empresas con un 10% 

del PIB en el sector manufacturero, el 90% de estas son PYMES que crean 

alrededor de un millón de empleos directos e indirectos (INEGI, 2020). Esta 

comprende fibras naturales y químicas, hilados y tejido, es intensiva en maquinaria 

y equipo, sin embargo, es una de las industrias que mayor consumo de agua tiene 

y genera productos xenobióticos de diferente naturaleza toxica. Las aguas 

residuales que liberan las industrias textiles ponen en riesgo la salud del sistema 

biótico del mundo, ya que al ser liberadas al medio ambiente y no ser tratadas 

adecuadamente, llevan subproductos contaminantes de colorantes parcialmente 

degradados que con frecuencia son más tóxicos que los mismos colorantes. 

(Dwivedi y Singh, 2018). Un estudio de Greenpeace International, 2012, señaló que 
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las descargas textiles contienen los compuestos xenobióticos como Ninofenol (NP), 

Bencenos Triclorados, Fosfato de Tributilo, Ésteres de ftalatos (DEHP y DiBP), 

TMMD (Surfactante), Bencenos Triclorados, que son altamente contaminantes, así 

como agentes fijadores. Además, vinagre, bicarbonato de sodio, sales minerales 

como alumbre potásico, sulfato ferroso, sulfato de cobre, cloruro de estaño, 

diferentes ácidos, emulsificantes, dispersantes y colorantes. Los colorantes 

específicamente se diseñan para ser estables y altamente resistentes a factores 

ambientales, incluso a la degradación microbiana, por lo que son difíciles de eliminar 

en las plantas de tratamiento de agua convencionales (Martínez et al., 2014).  

 

1.3 Colorantes  

En química, se nombra colorante a una sustancia que tiene la capacidad de 

absorción de distintas y concretas longitudes de onda dentro del espectro de la luz 

visible. Los colorantes se fijan a otro tipo de sustancias, otorgándoles una coloración 

estable, por lo que no suelen ser alteradas por factores como la luz, oxidantes, agua, 

entre otros (Méndez, 2013). En particular, la clasificación química de los colorantes 

orgánicos toma en cuenta su grupo cromóforo (por ejemplo, colorantes azo, 

antraquinonas, etc.). En aquellos que poseen más de un grupo cromóforo prevalece 

el más frecuentemente encontrado en los colorantes (Marcano, 2018).  

 

1.4 Contaminación por colorantes.  

Los colorantes tienen una fijación baja sobre las telas y alta en el líquido que se 

descargan, se pueden encontrar concentraciones de colorante superiores a 1,500 

mg/L (Miranda, 2022). Debido a su estructura química, más del 90% de los 

colorantes persisten después de los tratamientos convencionales con lodos 

activados, resisten la exposición solar o el ataque químico y son recalcitrantes a la 

acción de depuración con dichos tratamientos (Días et al., 2007). Se ha demostrado 

que ciertos colorantes azo pueden ser carcinogénicos y mutagénicos, además de 

que sus productos de degradación pueden resultar más tóxicos. Las aminas 

aromáticas que se generan de la ruptura del enlace azo son comúnmente conocidas 
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por su potencial carcinógeno (Chung et al., 1992, Stevens, 1993; Weisburger, 2002). 

En la fauna acuática puede causar alteraciones en su desarrollo embrionario y en 

microalgas afecta el crecimiento poblacional (Jerónimo y Zamora, 2019) 

 

1.5 Métodos para el tratamiento de aguas residuales con colorantes. 

Los sistemas de tratamiento de aguas residuales constan de dos tipos de procesos 

los fisicoquímicos y los biológicos. Los primeros son costosos y requieren de gran 

cantidad de energía, reactivos y algunos no van dirigidos a degradar colorantes, se 

utilizan productos químicos para la alteración del estado físico del agua como: 

floculación, coagulación, adsorción en carbón activado, tecnologías de membrana, 

tratamientos con ozono o radiación solar. En el segundo caso, los procesos 

biológicos son una opción biotecnológica sustentable, económicamente viable y 

respetuoso con el medio ambiente, para el tratamiento de efluentes contaminados 

(Cortázar et al., 2012, Dwivedi y Singh, 2018). Entre los métodos biológicos más 

utilizados están: la biosorción, la biodegradación aeróbica o anaeróbica y la 

producción de enzimas que catalizan la decoloración y degradación de los 

colorantes, ejemplo de estos organismos son: bacterias, algas y hongos (Cortázar 

et al., 2012).  

 

1.5.1. Tratamientos químicos. 

En el grupo de procesos químicos implementados para el tratamiento de efluentes 

contaminados con colorantes, se presentan algunas técnicas de oxidación química 

como: los procesos de ozonación, fenton, ultrasonido, fotocatálisis (ultravioleta), 

oxidantes convencionales (peróxido de hidrógeno), procesos de 

coagulación/floculación y electrocoagulación, entre otras tecnologías. La remoción 

de colorantes utilizando sistemas de ozonización puede ser favorecida por las 

condiciones acidas del medio y el uso de iones metálicos como hierro y manganeso, 

entre otras variables, no obstante, al igual que en los procesos de adsorción, existe 

una gran contribución de la naturaleza del colorante (acido, básico, reactivo, etc.) 

sobre el intervalo óptimo de operación de la tecnología. (Barrios-Ziolo et al., 2015). 
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1.5.2 Tratamientos físicos.  

La adsorción es uno de los métodos físicos más comunes para la remoción de 

colorantes, pero resulta ser una tecnología que se ve afectada por un gran número 

de factores, tales como: el área superficial del sorbete, el tamaño de partícula, el 

tipo de colorante, el pH y la temperatura, entre otros. Para seleccionar un 

adsorbente debe tener una alta afinidad, capacidad de adsorber compuestos 

diversos y presentar la posibilidad de regenerarse. El carbón activado ha resultado 

efectivo para remover colorantes catiónicos y ácidos, aunque la remoción es 

moderada para colorantes dispersos, reactivos y directos. Las características del 

agua residual, así como el tipo de colorante presente influye en la eficiencia de 

remoción. El carbón activado es relativamente costoso y hay pérdidas del 10 al 15% 

durante el proceso de activación, por lo cual debe ser regenerado (Cortázar, 2013) 

 

1.5.3 Tratamientos biológicos. 

Las de tecnologías que permiten remover colorantes textiles del agua involucran 

diversas áreas de la ciencia como biología, biotecnología, microbiología y 

bioquímica, etc. Los tratamientos biológicos son métodos efectivos para aguas 

residuales con colorantes, no dañan el medio ambiente, tiene baja producción de 

lodos y bajos costos (Jiménez, 2009). En condiciones adecuadas, los organismos 

y/o sus enzimas pueden reducir una diversidad de sustancias químicas 

recalcitrantes (Barrios-Ziolo et al., 2015). La actividad metabólica de los 

microorganismos puede ser optimizada con la adición de fuentes de carbono y 

nitrógeno, así como vitaminas y minerales las cuales pueden acelerar la asimilación 

del colorante. Los procesos biológicos implementados, evalúan la influencia de 

factores como: el modo de operación en matraz o en el reactor (batch, feedbatch o, 

Air-Lift), la temperatura del medio, el pH, agitación, la concentración inicial de 

colorante y la concentración de microorganismos, además de la presencia de 

oxígeno. Los tratamientos biológicos permiten obtener buenos porcentajes de 

remoción de color y carbono orgánico total (COT) de entre 80 y 100% en función 

de la secuencia de procesos aerobicos o anaeróbicos usados, sin embargo, 
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se realizan a bajas velocidades lo que incrementa sustancialmente los tiempos de 

tratamiento. Estas técnicas han sido muy efectivas para el tratamiento de remoción 

de colorantes en aguas residuales, tienen ventajas, ya que estos procesos no dañan 

al medio ambiente y son poco costosos (Cortázar et al., 2012). Uno de los 

organismos ampliamente utilizados son los hongos, siendo los de podredumbre 

blanca de la madera los más estudiados, entre ellos destacan Phanerochaete 

chrysosporium y Pleurotus sajorcaju, en cuanto a la remoción de colorantes, debido 

a que presentan la capacidad de degradar sustratos complejos a través de un 

sistema enzimático no específico. 

 

 

2. ANTECEDENTES 

2.1 Hongos de podredumbre blanca. 

Los hongos de la podredumbre blanca (HPB), de la madera deben su nombre a la 

capacidad que presentan de crecer sobre material con alto contenido de celulosa 

como los troncos de los árboles. Son microorganismos eucarióticos, heterotróficos, 

saprófitos; cuya pared celular está compuesta por glucanos, quitina y glicoproteínas 

(Jiménez, 2009). Entre estos se encuentran Trametes versicolor, Phanerochaete 

chrysosporium, Coriolopsis gallica, Pleurotus sajorcaju, y Pleurotus ostreatus, que 

son basidiomicetos, agaricales que se han utilizado en la degradación de 

compuestos recalcitrantes, mediante enzimas como la Lacasa, lignina peroxidasa y 

manganeso peroxidasa, asociadas con la mineralización de la lignina (Cardona et 

al., 2009). A dichas enzimas se les atribuye la capacidad de oxidar tanto los anillos 

aromáticos como algunos de los sustituyentes presentes en las unidades de este 

polímero (Barreto et al., 2014). 

 

2.2 Lacasas de hongos. 

Las lacasas son los sistemas enzimáticos más antiguos y estudiados. son 

secretadas en el medio extracelular por varios hongos durante el metabolismo 

secundario, contienen 15 a 30% de carbohidratos y tienen una masa molecular de 
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60 a 90 kDa.  La lacasa es una enzima versátil que catalizan reacciones de 

oxidación acopladas a la reducción de cuatro electrones de oxígeno molecular a 

agua de compuestos tóxicos y recalcitrantes. Se han aplicado a la 

nanobiotecnología, que es un campo de investigación en aumento y cataliza 

reacciones de transferencia de electrones sin cofactores adicionales. La 

nanobiotecnología, que es un campo de investigación en aumento y cataliza 

reacciones de transferencia de electrones sin cofactores adicionales.  

El interés industrial en la Lacasa es debido a que puede romper los anillos fenólicos 

de la lignina para degradarla, un biopolímero fenólico que forma parte de la pared 

celular de las plantas, la usan como fuente de energía para su crecimiento, actúa a 

diferentes pH entre 3.5 a 7.5 y temperaturas que varían entre 25 a 60 °C (Shraddha 

et al., 2011). Los anillos fenólicos se encuentran como estructura base de muchos 

colorantes, lo que los hace propicios para su degradación por la lacasa debido a su 

semejanza estructural con los productos liberados de la lignina y sobre compuestos 

no fenólicos relacionados con la lignina, así como contaminantes ambientales.  

Existen hongos basidiomicetos capaces de producir varios tipos de lacasas e 

isoformas entre ellos Trametes versicolor, dependiendo en el medio en que se 

cultive (Morales et al., 2015).  Recientemente se han desarrollado varias técnicas 

para la inmovilización de biomoléculas tales como micropatrones, monocapa auto 

ensambladas y técnica capa por capa que inmovilizan lacasa y preservan su 

actividad enzimática (Shraddha et al., 2011).  

 

2.3 Trametes versicolor. 

Trametes versicolor, es uno de los hongos basidiomicetos más conocidos, 

apreciados y utilizados tanto en medicina tradicional como en prácticas clínicas 

modernas principalmente en países asiáticos (Figura 1). Este hongo se encuentra 

ampliamente distribuido en todo el mundo, generalmente crece sobre árboles 

débiles o muertos y troncos secos o quemados (Lara et al., 2019, Legerská et al., 

2018; Iark et al., 2019; Saha y Mukhopadhyay, 2020).  
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Figura 1. Trametes versicolor (Gómez et al., 2019) 

2.3.1 Trametes versicolor taxonomía y descripción 

Trametes versicolor es un hongo de la podredumbre blanca, saprobio, 

basidiomiceto, lignícola ya que crece sobre madera de árboles como Dracaena 

draco (L.) L o drago y Pinus caribaea o pino caribe (Encinas & Mora 2003) desarrolla 

cuerpos fructíferos o setas (basidiomas) con sombreros imbricados, de 3 a 6 cm, 

delgados, de borde ondulado, que carecen de pie y se aplanan prontamente. La 

cara superior es aterciopelada, satinada, y presenta anillos concéntricos de varios 

colores, del pardo-negruzco al blanco, rosado, verde, azul, del marrón-rojizo al ocre, 

a veces con iridiscencias, dependiendo del grado de humedad presente en el 

ambiente (Gómez et al., 2019). 

Tabla 2. Taxonomia de Trametes versicolor 

Reino: Fungí 

División: Basidiomycota 

Clase: Agaricomycetes 

Subclase: Agaricomycetidae 

Orden: Polyporales 

Familia: Polyporaceae 

Género: Trametes 

Especie: Trametes versicolor 

-  
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Tabla 3. Medios de cultivo comerciales utilizados para el crecimiento de Trametes versicolor 

Medios de cultivo 

PDA 

TRIGO 

EMA 

SABOURAUD 

  

 

 

2.4 Aplicaciones 

En el proceso de biorremediación, los contaminantes se biotransforman a su estado 

original, lo que no tiene efectos negativos sobre el medio ambiente. Por ejemplo, 

para la biorremediación de las aguas residuales de la industria alimentaria, se han 

utilizado lacasas. Este hongo y sus enzimas es conocido por degradar compuestos 

recalcitrantes incluyendo: los bifenilos policlorados, colorantes, hidrocarburos 

aromáticos y policíclicos. (Silva & Chamba, 2013). Stoilova y colaboradores en 

2001, obtuvieron que la lacasa de Trametes versicolor que mostró ser activa en el 

rango de pH de 3.3 a 7.0, siendo más estable a pH 4.5, reteniendo más del 90% de 

su actividad entre 40 a 47 ºC. La lacasa se utiliza en la industria alimentaria, la 

industria del papel y la pulpa, la industria textil.  

 

2.5 Antecedentes directos 

En el estudio realizado por Hernández 2019, en el cual se emplearon tres colorantes 

de la industria textil y utilizados en laboratorios que son azul de coomassie, azul de 

bromofenol y rojo Congo. La remoción de estos colorantes fue llevada a cabo por 

dos lacasas de Coriolopsis gallica (mutante y silvestre) expresadas en Pichia 

pastoris (levadura). Los experimentos se realizaron en medios de cultivos con 
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CuSO4 como cofactor de la enzima, y metanol como fuente de carbono e inductor 

del vector α-fLcCg-pPICZB. Se utilizaron dos controles negativos P. pastoris con el 

vector vació y sin el vector. Los colorantes se agregaron al 0.1%. En los resultados 

se observó una degradación del colorante azul de comassie de 2.47% por la lacasa 

silvestre y 19.4% por la lacasa mutante, con el azul de bromofenol fue de 6.8% por 

la lacasa silvestre y por la mutante fue de 7%, con rojo Congo fue de 13.2% lacasa 

silvestre y 14.3% lacasa mutante.  Siendo el rojo Congo el colorante que se degrado 

en mayor porcentaje por la lacasa silvestre, por otro lado, la lacasa mutante degrado 

mejor al azul de comassie, seguido por el rojo Congo y finalmente el azul de 

Bromofenol. 

Arıca y Bayramoglu en el 2007, estudiaron la degradación de dos colorantes a base 

de bencidina, azul directo 1 (DB-1) y rojo Congo (DR-128) en solución acuosa 

utilizando la biomasa Trametes versicolor. Se tomaron en cuenta diferentes 

parámetros, como el peso molecular del colorante, la dosis de adsorbente, el pH, 

temperatura y fuerza iónica. La biosorción para ambos colorantes fue a las 6 h a pH 

6 para DB-1 y a pH 3.0 para DR-128. Se encontró que la capacidad de biosorción 

de la biomasa fue a una concentración de colorante de 800 mg/L a 01.1 y 152.3 mg 

para DB-1 y de 189.7 y 225.4 mg de colorante de biomasa para DR-128, 

respectivamente. Los modelos de isotermas de adsorción de Freundlih y Temkin se 

utilizaron para la descripción matemática del equilibrio de biosorción. Los modelos 

de Freundlich y Temkin pudieron describir el equilibrio de biosorción de DB-1 y DR-

128 en las preparaciones fúngicas nativas y tratadas térmicamente. El modelo de 

Freundlich también mostró que el colorante rojo Congo DR-128 tenía una mayor 

afinidad de adsorción que el colorante DB-1. La biosorción de colorante en las 

preparaciones de biomasa fúngica siguió el modelo cinético de segundo orden. Lo 

que sugiere que posiblemente la biomasa fúngica de Trametes versicolor adsorba 

el colorante rojo Congo. 

Forootanfar, 2012, reportaron la decoloración de seis colorantes sintéticos utilizando 

tres fuentes de lacasa fúngica de Aspergillus oryzae, Trametes versicolor y 

Paraconiothyrium variabile se utilizaron panseu-S 250 mg/L, azul de metileno 100 
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mg/L, rojo Congo 360 mg/L, azul de bromofenol 120 mg/L, azul brillante commassie 

120 mg/L, azul brillante Remazol R 600 mg/L de colorante. Entre éstas lacasas, la 

enzima de P. variabile fue la más eficiente, decoloró azul de bromofenol (100%), 

azul brillante commassie (91%), panseu-S (56%), azul brillante Remazol R (RBBR; 

47%), rojo Congo (18.5%) y azul de metileno (21.3%) después de 3h de incubación 

en presencia de hidroxibenzotriazol (HBT; 5 mM) como mediador de lacasa. 

También se observó que la eficacia de decoloración de todos los colorantes se 

mejoró aumentando la concentración de HBT de 0,1 mM a 5 mM. La lacasa de A. 

oryzae fue capaz de eliminar el 53% de azul de metileno y el 26% de RBBR después 

de 30 min de incubación en ausencia de HBT, pero la enzima no logro decolorar 

eficazmente otros colorantes, incluso en presencia de 5 mM de HBT. En el caso de 

la lacasa de Trametes versicolor, solo RBBR se decoloró (93%) en ausencia de HBT 

después de 3 h de incubación.  

Selvam en el 2012, realizó un estudio donde se utilizó el hongo Trametes versicolor 

para la decoloración tres colorantes azoicos el naranja G (50 µM), el rojo Congo (50 

µM), y negro amido 10B (25 µM). Los estudios por lotes se realizaron en un medio 

definido con pH-4.5. Cada colorante a diferentes concentraciones el naranja G, el 

rojo Congo y negro 10B de amido, se inocularon con suspensión de esporas de 

Trametes versicolor y se incubaron en un agitador rotatorio (120 rpm) a 39 °C 

durante 6 días. Después de 6 días, las muestras se extrajeron a intervalos de tiempo 

regulares y se filtraron a través de un filtro de vidrio sinterizado G3. Los resultados 

revelaron que el hongo pudo eliminar el 34.60 % del naranja G en la solución 

sintética, mientras que el 98.27 % y el 78.05 % eliminaron el rojo Congo y el negro 

amido 10B, respectivamente.  

 

2.6 Rojo Congo 

Rojo Congo, también conocido como Direct Red 128 (DR-128), es un colorante 

diazo-aniónico, también conocido como sal del ácido naftilensulfónico 3,3´-(4,4´-

bifenilenbis (azo) bis (4, amino) disódico). Se prepara por una tetra diazotación con 

bencidina y ácido naftilsulfónico. Los enlaces covalentes en la molécula le confieren 
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estabilidad, que junto con la estructura molecular compleja dificultan la 

biodegradación y fotodegradación. Este colorante afecta la solubilidad de oxígeno 

en los cuerpos de agua y su transparencia, se ha reportado como altamente tóxico 

para los seres vivos por provocar carcinogénesis daños respiratorios, alergias y 

teratogénesis o problemas durante el embarazo. Puede ser metabolizado a 

bencidina conocida por ser carcinogénica. Aunque en la actualidad el rojo Congo 

está prohibido en alimentos por ser carcinogénico, existen efluentes que lo 

contienen y provienen de la industria del teñido de plásticos, técnicas analíticas de 

laboratorio (tejidos amiloides), imprentas (papel de libros y libretas) e industria textil, 

entre otras. Fig. 2 estructura del colorante rojo Congo (Martínez, 2012).  

 

Figura 2. Estructura química del colorante Rojo Congo (Martínez, 2012) 

 

 

3. JUSTIFICACIÓN 

Los principales compuestos recalcitrantes o xenobióticos en el agua y con mayor 

impacto en el medio ambiente son los colorantes producidos por la industria textil, 

farmacéutica, cosméticas, y alimentos. Algunos de estos colorantes son tóxicos, 

cancerígenos, y de difícil degradación, causando problemas en los sistemas 

boticos. Para eliminarlos existen diferentes métodos químicos y físicos, pero 

algunos de estos métodos no suelen eliminar por completo los colorantes, son 

costosos y requieren de una cantidad de energía y reactivos elevada. Además, 

pueden generar subproductos de mayor toxicidad que el colorante original. En los 
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últimos años se han utilizado métodos biológicos con resultados positivos en 

comparación a los métodos fisicoquímicos convencionales. Entre los métodos 

biológicos se encuentra el uso de organismos como los hongos de la podredumbre 

blanca de la madera por su alta eficacia de degradar lignina. En este contexto el 

hongo Trametes versicolor posee lacasas que se han usado para la degradación de 

colorantes como: naranja G, tropaeolin O, azul reactivo 15 y negro reactivo 5 y rojo 

Congo. El rango de concentraciones de rojo Congo degradado por lacasas en estos 

tratamientos esta 0.25 a 60 ppm, las cuales son bajas ya que se considera toxico 

desde 100 ppm. Es por ello por lo que en este trabajo se determinara la capacidad 

del hongo Trametes versicolor para degradar concentraciones mayores de 100 

ppm, para usarlo como potencial agente biológico para la degradación del colorante 

rojo Congo en procesos de tratamiento de aguas contaminadas por colorantes.  
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4. HIPÓTESIS 

Las lacasas de Trametes versicolor son enzimas que pueden degradar el colorante 

rojo Congo a concentraciones arriba de 100 ppm en medios no comerciales.   

5. OBJETIVO GENERAL 

Determinar la capacidad de degradación del hongo Trametes versicolor sobre el 

colorante rojo Congo a concentraciones de 125, 250 y 500 ppm en cultivo en agar 

y en líquido.  

 

5.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS 

1. Obtención de inóculos de Trametes versicolor a partir del Agar de harina 

integral de trigo (HIT).  

2. Determinar la velocidad de crecimiento radial del hongo Trametes. versicolor 

en Agar HIT y M17 con y sin CuSO4 a concentraciones de 125, 250 y 500 

ppm de rojo Congo. 

3. Determinar crecimiento en medio líquido M17 con y sin CuSO4, además de 

medio 24 con CuSO4 a concentraciones de 125, 250 y 500 ppm de rojo 

Congo. 

4. Realizar zimogramas para determinar presencias de lacasas. 

5. Determinar la degradación del colorante a las diferentes concentraciones:  

125, 250 y 500 ppm de rojo Congo en medio líquido M17 con y sin CuSO4  
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6. METODOLOGÍA 

A continuación, se presenta un diagrama de actividades  

 

  

 

6.1 Material biológico 

La Cepa de Trametes versicolor LEFIP 1 se encuentra depositada en el cepario del 

laboratorio de LEFIP, CEIB UAEM, se adquirió de la Colección Universidad de 

Pennsylvania, USA. 

6.2 Obtención del inóculo  

Para la obtención de los inóculos fúngicos se utilizó la cepa de Trametes versicolor 

LEFIP 1, se cultivó en agar HIT en una caja de Petri durante 7 días en oscuridad a 

29 °C y se mantuvo semanalmente hasta el final de este trabajo. Una vez que 

colonizo por completo la caja de Petri, se utilizó el horadador de 1 cm para obtener 

el inoculo de la periferia del crecimiento micelial y sembrar en los respectivos 

medios.  

6.3 Cultivo en agar con el medio HIT Y M17 

A partir del inoculo previo de Trametes versicolor, se obtuvieron círculos de 1 cm 

con un horadador, estos se sembraron en cajas de Petri en medio HIT y 17, de 
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manera independiente sin CuSO4 y con CuSO4 (0.1g/L), adicionados con 125, 250 

y 500 ppm de rojo Congo y un control sin colorante cada experimento se realizó por 

triplicado.  

6.3.1 Composición del medio HIT  

Se utilizaron: 16 g/L de agar bacteriológico, 15 g/L de azúcar y 30 g/L de harina 

integral, el medio con cobre se le adiciono 0.1 g/L CuSO4 a un pH 6.5. Cada uno de 

los medios se esterilizaron en la autoclave por 20 min a 121 °C. 

6.3.2 Composición del medio M17  

El medio M17 está en proceso de patentamiento, por lo que no se describe 

puntualmente, se puede mencionar que está constituido a base de agar 

bacteriológico glucosa, levadura y sales de fosfato. Posteriormente los medios de 

cultivo se vaciaron en las cajas de Petri en la campana y cuando solidificaron, se 

sembró el hongo. Las cajas inoculadas se incubaron a 29 °C, diariamente se midió 

crecimiento radial hasta colonizar las cajas Petri por completo. 

6.4 Medios de cultivo en líquido M17 y M24 

Se utilizaron tres diferentes medios de cultivo M17, uno sin y otro con CuSO4 y el 

medio M24 con CuSO4 en matraces Erlenmeyer de 500 ml con 300 ml de medio. 

Cada uno de los medios se esterilizo en la autoclave por 20 min a 121 °C. 

6.4.1 Medio M24 

Se utilizaron 12 g/L de glucosa y 15 g/L de levadura, al medio con CuSO4 se le 

agrego 1 g/L CuSO4. Se utilizó un control sin colorante diferentes concentraciones 

de Rojo control, 125, 250 y 500 ppm cada uno por triplicado en matraces Erlenmeyer  

6.4.2 Cultivo en los Medios M17 y M24 

Se llevaron a cabo dos diferentes medios de cultivo uno sin CuSO4 y otro con CuSO4 

cada uno fue realizado en Erlenmeyer de 500 ml con 300 ml. El medio M17 y 24, 

está en proceso de patentamiento, y está constituido a base de agar bacteriológico, 

de glucosa y levadura. Se agitaron a 120 rpm (16-24 °C), (Cuevas, 2017) 
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6.5 Medición de biomasa húmeda y seca de cultivo en matraz 

Los medios líquidos se cultivaron durante un mes y posteriormente, se filtraron con 

un papel filtro Whatman No. 2 de 5 cm de diámetro, previamente pesado, en un 

embudo sobre otro matraz mediante gravedad. La biomasa filtrada se colocó en una 

estufa a 40°C para su secado, el sobrenadante se colocó en tubos falcón de 50 ml, 

se almaceno a -80°C para posterior su uso. El peso de la biomasa seca en g/L, se 

obtuvo por diferencia de peso usando la siguiente formula: 

Peso papel filtro − peso de papel flitro con biomasa seca =
diferencia de

peso (g)
x

1000 ml

300 ml
=

biomasa

g/l
  

                                                                                                          

6.6 Medición de actividad de lacasas 

La actividad enzimática de lacasa se determinó en los extractos crudos midiendo el 

cambio de absorbancia a una longitud de onda de 468 nm, usando como sustrato 

2,6-dimetoxifenol (2,6-DMP) a una concentración de 2 mM en buffer de acetatos a 

pH 4.5, incubados a 40°C (Telléz -Telléz et al., 2005). 

6.7. Determinación espectrofotométrica de concentración de Rojo Congo  

Para obtener la curva estándar y determinar la degradación de rojo Congo se 

empleó un espectrofotómetro SPECTRAmax PLUS 384, de la marca Molecular 

Devices. Primero se trazó la curva estándar de concentración de colorante en ppm 

vs. absorbancia a 491 nm, en placas de Elisa con 200 µL de muestra por pozo para 

determinar hasta que concentración se tiene una línea recta y cuando se satura. 

Las concentraciones utilizadas de rojo Congo fueron 62.5, 93.75, 125, 250 y 500 

ppm, se determinó probar concentraciones más bajas que las mencionadas 

inicialmente en el trabajo, se realizó otra curva estándar ahora. El resultado de la 

absorbancia de las muestras de los extractos de cada cultivo se transforma a 

concentración de rojo Congo en ppm usando dicha curva estándar, utilizan la parte 

lineal de la curva.  

6.8 Zimogramas 
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Se llevaron a cabo mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 10%, 

utilizando SDS en los buffers. Se cargaron 13 μL de muestra y 5 μL de buffer de 

carga por pozo. El gel se corrió a 100 V durante 50 min. un buffer pH 4.5 incubados 

a 40°C (véase en el anexo). 

6.9 Análisis estadísticos  

El error estadístico, porcentaje de degradación y cinética de crecimiento se 

procesaron en el software GraphPad 

7. Resultados 

 7.1 Obtención de los inóculos  

Trames versicolor es un hongo que crece bien en agar HIT en cajas de 8 cm con 25 

ml de agar HIT a 37 °C, con micelio abundante y algodonoso de color blanco. Se 

mantiene libre de contaminaciones hasta dos meses a 15 °C  

 

 

Figura 3. Inoculo de Trametes versicolor en agar Hit en cajas de Petri y en la colección de hongos 

en frascos de gerber. 

 

7.2 Cultivo en agares HIT y 17 con 125, 250 y 500 ppm 

Debido a que Trametes versicolor a concentraciones arriba de 2000 y 2500 ppm, 

presento problemas de crecimiento y debido a que la detección del colorante en el 

espectrofotómetro a concentraciones arriba de 500 ppm se sale de la recta, se 
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decidió realizar de nuevo los experimentos, pero ahora a concentraciones más baja. 

Se usaron cajas de Petri de vidrio de 9 cm de diámetro para el cultivo del hongo en 

agar. 

7.2.1. Velocidad de Crecimiento radial en caja de Petri en agar HIT con rojo 

Congo y con CuSO4 

En el control agar HIT sin CuSO4 y rojo Congo, el micelio colonizó la caja de Petri 

por completo al día cinco con una velocidad de crecimiento radial de 0.9 cm/día. A 

concentraciones de 125, 250 y 500 ppm colonizó la caja de Petri al día seis, con 

una velocidad de crecimiento de 0.75 cm/día (Figura 4).  

 

Figura 4. Crecimiento del hongo Trametes versicolor en cajas Petri en medio HIT sin CuSO4 a 

diferentes concentraciones de rojo Congo. 

 

7.2.2 Velocidad de Crecimiento radial en caja de Petri en agar HIT con rojo 

Congo y CuSO4 

En agar HIT el control con CuSO4 y sin rojo Congo, el micelio cubre la caja de Petri 

en cinco días a una velocidad radial de crecimiento de 0.9 cm/día, a 125 y 250 ppm 

colonizaron la caja Petri al día seis con una velocidad de crecimiento radial de 0.75 

cm/día y 500 ppm colonizo la caja Petri al día siete, con una velocidad de 

crecimiento de 0.64 cm/día (Figura 5). 
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Figura 5. Crecimiento del hongo Trametes versicolor en cajas Petri en medio HIT con CuSO4. a 
diferentes concentraciones de rojo Congo. 

 

7.2.3 Velocidad de Crecimiento radial en caja de Petri en agar medio M17 con 

rojo Congo sin CuSO4 

En el control agar medio M17 es decir sin CuSO4 y rojo Congo, el micelio colonizó 

la caja de Petri por completo al día siete con una velocidad de crecimiento radial de 

0.64 cm/día, 125 ppm colonizo la caja Petri igual que el control. A concentraciones 

de 250 y 500 ppm colonizó la caja de Petri al día ocho, con una velocidad de 

crecimiento de 0.56 cm/día (Figura 6). 
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Figura 6. Crecimiento del hongo Trametes versicolor en cajas Petri en medio M17 sin CuSO4 a 

diferentes concentraciones de rojo Congo. 

 

7.2.4 Velocidad de Crecimiento radial en caja de Petri en agar medio M17, 

rojo Congo y con CuSO4 

En el control agar 17 con CuSO4 y sin rojo Congo, el micelio cubre la caja de Petri 

en seis días a una velocidad radial de crecimiento de 0.75 cm/día, 125 ppm colonizo 

la caja igual que el control al día seis. Con 250 ppm de rojo Congo, el micelio 

colonizó la caja de Petri al día siete, con una velocidad de crecimiento radial de 0.64 

cm/día y 500 ppm colonizo la caja Petri al día ocho, con una velocidad de 

crecimiento de 0.56 cm/día (Figura 9). 
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Figura 7. Crecimiento del hongo Trametes versicolor en cajas Petri en medio M17 con CuSO4 a 

diferentes concentraciones de rojo Congo. 

 

7.5 Cultivo en liquido en medio M17 con rojo Congo sin y sin CuSO4 

En la figura 10 se observa la producción de biomasa, se comenzó a medir a partir 

del día 4, posteriormente se sacaron los matraces cada 2 días hasta el día 16, Como 

se puede observar el control produjo más biomasa excepto en los días 8 y 10 donde 

la mayor producción de biomasa se obtuvo 125 ppm de rojo Congo, el mayor 

incremento fue al día 8. Se realizó la prueba de Tukey donde su obtuvo el valor de 

P=0.4973 esto quiere decir que no hay diferencias significativas entre la producción 

de biomasa.  
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Figura 8. Cinética de biomasa del medio M17 adicionado con CuSO4. 

 

El control en ausencia de rojo Congo tuvo mayor producción de biomasa en 

comparación con el medio de cultivo a una concentración de rojo Congo de 500 

ppm, al día 4 no se presentó el menor crecimiento, es decir dicha concentración 

resulto ser inhibitoria. El crecimiento al día 4 fue similar en el control, a 125 ppm y a 

250 y 500 ppm del colorante en los días posteriores fue más bajo en comparación 

con el control y la concentración de 125 ppm. En general el control obtuvo un 

crecimiento mucho mayor que las concentraciones del colorante de 125, 250 y 500 

ppm excepto para los días 8 y 10 donde la concentración de 125 ppm obtuvo mayor 

crecimiento que el control. Al día 12, 14 y 16 hubo mayor producción de biomasa 

fue en el control seguido de 125, 250 y 500 ppm, figura 10.   

En la figura 11, se muestra el crecimiento del hongo en medio M17 sin CuSO4, se 

observa claramente que el mayor crecimiento es en el control y que el efecto del 

cobre y de la presencia de rojo Congo disminuye la producción de biomasa a medida 

que aumenta la concentración de rojo Congo. Además, para esclarecer este efecto 

en comparación con los resultados obtenidos en medio M17 sin la presencia de 

CuSO4 se realizó la prueba estadística de Tukey donde su obtuvo el valor de 
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P=0.3749 esto quiere decir que no hay diferencias significativas entre los 

tratamientos.  

 

 

Figura 9. Cinética de producción de biomasa en el medio M17 

 

 

7.6 Lacasas 

En la figura 12, se observa que el mejor medio para la producción de lacasas fue el 

medio M24 con CuSO4 alcanzando una mayor producción de lacasas de alrededor 

de 50,000 U/L al día 8, en comparación con el medio 17 con sulfato de CuSO4, 

donde alcanzó su máximo de actividad de lacasas al día 10 de alrededor de 20,000 

U/L y en el medio M17 la producción fue la más baja de 10,000 U/L en comparación 

con las otras condiciones. Se realizó la prueba de Tukey donde se obtuvo el valor 

de P=0.0097 resultado que sugiere que los medios que tuvieron una diferencia 

significativa fueron el M24 y el M17 con cobre.  
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Figura 10.  Producción de lacasas en los medio M17, M24 y M17 con CuSO4 

 

7.7 Degradación del colorante 

En el medio M17 con 125 ppm de rojo Congo, se alcanzó una degradación de un 

90% del colorante al día 16, seguida por un 44% de degradación para la 

concentración de 250 ppm en el mismo día y finalmente un 6% para la concentración 

500 ppm al mismo día (figura 13). En el medio M17 con CuSO4, al día 17 se obtuvo 

una degradación de un 70% en 125 ppm, un 62% en 250 ppm y un 48% en 500 ppm 

(figura 14). En el medio 24 con CuSO4, al día 16 se degrado un 85% para 125 ppm, 

un 86% para 250 ppm y un 77% para 500 ppm (figura 15). Se realizó la prueba de 

Tukey donde su obtuvo el valor de P=<0.0001 esto indica que si hay diferencias 

significativas en la degradación del colorante a las diferentes concentraciones  de 

rojo Congo de este para el medio M17, el medio M17 con sulfato de cobre el valor 

de P=0.0164 donde los que tuvieron diferencias significativa fueron las 

concentraciones de 125 con 500 ppm y 250 con 500 ppm respectivamente, para el 

medio M24 el valor de P=0.0006 donde las concentraciones que tuvieron diferencias 

significativa fueron las concentraciones de  125 con 500 ppm y 250 con 500 ppm 

respectivamente, Es decir que a concentraciones más bajas se observó una 

degradación mayor del colorante que a concentraciones arriba de 250 ppm. 
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Figura 11. Degradación del colorante en el medio M17 

Figura 12. Degradación del colorante medio M17 adicionado con CuSO4 

Figura 13. Degradación decolorante medio M24 con CuSO4 
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7.8 Zimogramas  

Se muestra el patrón de zimografía de los medios M17, M17 con CuSO4 y M24 con 

CuSO4 evaluados a pH 4.5. En el medio M17 se observó 1 banda con actividad de 

lacasa reveladas con 2,6 DMP obtenidas en los sobrenadantes obtenidos en los 

días 4 y 8, siendo la más intensa la del día 4 (figura 16). En el medio M17 adicionado 

con CuSO4 se observó 1 banda en las muestras de los sobrenadantes de los días 

4, 6, y 8, nuevamente siendo más intensa la del día 4 (figura 17). En el medio M24 

con CuSO4 figura 18 se observó 1 banda al día 4 y al día 10 dos bandas siendo una 

más intensa que la otra. En el día 16 también se observaron 2 bandas mucho más 

tenues que en los otros días. El peso de las lacasas es de aproximadament55-60 

kDa. En los zimogramas de los extractos de algunos días no presentan bandas lo 

que puede deberse a que las muestras se concentraron suficientemente o en 

realidad no presentan actividad de lacasa a dicho pH, 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura14. Zimograma de lacasas pH 4.5 del medio M17 
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Figura15. Zimograma de lacasa pH 4.5 del medio M17 adicionado con CuSO4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8.Discusión  

 

La mayor velocidad de crecimiento radial de Trametes versicolor fue en agar medio 

HIT sin cobre. Este medio también fue reportado por Urdapilleta et al., 2011 como 

el mejor para el crecimiento de dos cepas de Trametes versicolor una cepa nativa 

del estado de Morelos (HEMIM-9) y una cepa comercial procedente de Estados 

Figura16. Zimograma de lacasa pH 4.5 del medio M24 con CuSO4 
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Unidos (HEMIM-60), en dicho trabajo se utilizaron medios como: EMA, HIT Y PDA 

siendo el medio HIT el mejor porque se obtuvo un crecimiento más rápido para 

ambas cepas, lo que concuerda con los resultados de éste trabajo.  

En el cultivo líquido se observó la biosorción del colorante rojo Congo en la biomasa 

este resultado concuerda con lo reportado por Bayramoğlu et al., 2007 quienes 

utilizando la biomasa de Trametes versicolor y lograron la eliminación de los 

colorantes azul directo y rojo Congo los colorantes se utilizaron a una concentración 

de 800 mg/L, sin embargo, en este trabajo no se determinó el colorante rojo Congo 

bioadsorbido en la biomasa 

9. Conclusiones  

 

 El mejor medio en agar de los cuatro utilizados para el crecimiento en solido 

de Trametes versicolor fue el medio HIT sin cobre. En agar en caja de Petri 

de los cuatro medios utilizados se pudo observar que con forme aumentaba 

la concentración del colorante rojo Congo el crecimiento del hongo se volvió 

más lento. Lo que sugiere que el sulfato de cobre tiene un efecto benéfico y 

permite a Trametes versicolor crecer mejor en medio M17. 

 De los 3 medios utilizados para cultivo liquido el mejor para la producción de 

biomasa fue el medio 17 adicionado con sulfato de cobre, donde se obtuvo 

mayor porcentaje de degradación el máximo de 80% fue en el medio M24 

con CuSO4, este también obtuvo mayor producción de lacasas 
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11. Anexo 

Zimogramas 

 

Buffer Lower (Separador) 4X  

 Tris 18.17 g, disolver en 50 mL de agua destilada  

 SDS 20 %: 2 mL (para 20 %: 10 g de SDS en 50 mL en agua)  

 Aforar a 100 mL y ajustar el pH 8.8  

Buffer Upper (concentrador) 4X  

 Tris 6.06 g, disolver en 50 mL de agua destilada  

 SDS 20%: 2 mL (para 20 %: 10 g de SDS en 50 mL en agua)  

 Aforar a 100 mL y ajustar el pH 6.8  

Solución de acrilamida  

 Acrilamida 30%: 49.5 g  

 Bis-acrilamida 0.8%: 1.32 g  

 Aforar a 165 mL con agua destilada  

APS 10%  

 Persulfato de amonio: 0.1 g en 1 mL de agua destilada 

Buffer de corrida TANK, 10X.  

 Tris 15.2 g  

 Glicina 7.21 g  

 SDS 20%: 25 mL  

 Aforar a 500 mL de agua destilada a pH 8  

Buffer de carga 2x, 12 mL.  

 Upper Buffer 4X: 9.36 mL  

 Glicerol 20%: 2.4 mL  

 Azul de bromofenol 0.2%: 0.024 g  

 SDS 20%: 240 µL 
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Figura17: Crecimiento de Trametes versicolor en liquido en los diferentes medios sin 

colorante(control) 

 

Figura 18: Crecimiento de Trametes versicolor en liquido del medio M17 a las diferentes 
concentraciones del colorante 
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Figure 19. Crecimiento de Trametes versicolor en caja de Petri en el medio HIT 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20. Crecimiento de Trametes versicolor en caja de Petri en el medio 
M17 
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