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RESUMEN

Se determiné la capacidad de las cepas
miceliales UACHMMm-302 de Mycena metuloidifera,
UACHMPs-428 de Pholiota spumosa y la cepa control
Trametes versicolor para crecer sobre agar extracto
tinta (AET) con y sin suplemento de NaNO, o glucosa.
Ademas de decolorar y usar las fracciones finas de un
extracto liquido (FL) y biodegradar constituyentes de
la fraccion solida (FS) ambas obtenidas desde papel
de diario de desecho reciclado. A las FS luego de ser
incubadas a 23 °C por 3 meses se les evalué el drea
colonizada por los micelios y los porcentajes de celu-
losa y lignina segun la norma TAPPL

Por su parte Cada 7 dias en alicuotas de 100
mL de la FL se determiné la decoloracion leyendo la
Abs en el rango de 340 a 580 nm, la degradacion de
los aziicares totales determinado por el método del
dcido p-aminobenzoico, proteinas por el método de
Buiret, nitratos y fosforo fotales por el método modifi-
cado de Anderson & Ingram y el indice de crecimiento
fiingico. La mayoria de las cepas colonizaron un 100%
los AET, el menor porcentaje lo presenté UACHMPs-

28 (76%8) en AET con NaNO,

Todas las cepas colonizaron un 100% la FS in-
dependiente de los fratamiento aplicados. La cepa
fingica UACHMPs-428 se perfilo como la mejor para
degradar la lignina de la fraccion sélida obfenida de
papel de desecho y los aziicares, fosforo y proteinas
fotales de la fraccion liquida obtenida del papel de
desecho. Ademas presenta la mejor capacidad para
decolorar la fraccion liquida y un moderado indice de
crecimiento.

ABSTRACT

The ability of the mycelial strains UACHMMm-
302 of Mycena metuloidifera, UACHMPs-428 of.
Pholiota spumosa and the control strains Trametes
versicolor was assessed to grow on agar ink extract
(AIE) with and without supplement of NaNO , or glucose.
Besides, to discolor and to use the fine fractions of a
liquid extract (LF) and to biodegradate elements of the
solid fraction (SF) both obtained from newspaper of
recycled remainder. The SF, after being incubated at
23°C for 3 months, the area colonized by the mycelial
was evaluated and the percentage of cellulose and
lignin was determined according o TAPPI standard.

On the other hand, discolouration was deter-
mined every 7 days in 100ml aliquots of the LF by
reading the Abs in the 340 to 580 nm range, degra-
dation of total sugars was established by the p-amino-
benzoic method, proteins by Buiret method while total
nitrates and phosphorus by means of the modified
Anderson & Ingram method together with the index of
fungal growth. Most of strains colonized 100% of AIE.,
the smallest percentage was shown by UACHMPs-428
(76%) in AIE with NaNO ..

All strains colonized 100% the SF independent
of the teatment applied. The fungal strain UACHMPs-
428 was the best to degrade the lignin of the solid
fraction obtained from the remainder paper and sugars
and also phosphorus and total proteins of the liquid
fraction obtained from the remainder paper. In addition,
it shows the best ability to discolor the liquid fraction
and a moderate index of growth.
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INTRODUCCION

Solo a finales del siglo XVIII se generaliz6 en
Europa y los Estados Unidos la produccién a escala in-
dustrial de papel, apareciendo las primeras manifestacio-
nes de contaminacion provenientes de la elaboracion de
la celulosa y sus productos. En Chile, la industria del pa-
pel es relativamente nueva y la elaboracién de celulosa
data solo desde 1938,

Entre el sector papelero y el medio ambiente se
sefialan aspectos positivos, como el uso alternativo de
residuos agroindustriales (paja de trigo) y de papeles re-
ciclados como materia prima para la elaboracion de pa-
pel, ademas, muchos productos que ofrece hoy esta in-
dustria son reciclables o biodegradables. Entre los aspec-
tos negativos estan el alto consumo de energia, agua y
una considerable descarga de residuos solidos, liquidos
y gaseosos provenientes de los diferentes tratamientos a
que es sometida la materia prima (Vélez, 1990 en
Ferguson 1994). Con el afan de disminuir la contamina-
cién generada por los residuos que son evacuados a los
ecosistemas terrestres y acuaticos, se ha planteado y re-
currido como alternativa al aprovechamiento del papel de
desecho y al uso de microorganismos para su degrada-
cion (Kirk et al., 1993). El uso de papel de desecho redu-
ce a lo menos en un 74% la contaminacion atmosférica,
un 36% del agua y un 64% de la energia usada en la pro-
duccién de papel (Alid, 1984 en Ferguson 1994). No obs-
tante y a pesar de los beneficios, los procesos industria-
les conducentes principalmente al destintado de este tipo
de papeles, son muy complejos y requicren de multiples
etapas. Por esta razon se buscan nuevos procesos
microbiolégicos que sean mas simples y sobre todo no
contaminantes.

Entre los microorganismos que se han utilizado
en algunas etapas de producciéon de papel y para tratar
desechos resultante de la actividad papelera, destacan al-
gunos hongos, tales como: Aspergillus sydowii, Chae-
tomium spp., Trichoderma spp.. y principalmente los
Aphyllophorales como Trametes versicolor y Phanero-
chaete chrysosporium, debido a su facil obtencion de sus
cepas miceliales y buen crecimiento. Pero la utilizacion
de estos hongos en lo que respecta a su uso en el
biopulpaje y destintado, no son los adecuados, pues
metabolizan principalmente la celulosa y muestran una
pobre capacidad para degradar la tinta de los papeles de
desecho. Para subsanar lo anterior se ha recurrido a la
obtencién de cepas mutantes principalmente de 7.
versicolor y P. chrysosporium, sin embargo, estas cepas
presentan un crecimiento limitado (Pommier ef al.. 1987)
y las enzimas obtenidas son poco estables (Martinez,
1992). Los resultados de estos trabajos, han sentado las
bases para buscar otros hongos que presenten cualidades

naturales para destintar el papel de desecho y presenten
una baja o nula actividad celulolitica.

Un grupo de hongos poco explorado correspon-
den a los Agaricales, estos hongos son comunes en los
bosques nativos del sur de Chile y varios de ellos desa-
rrollan sus basidiocarpos en tocones, troncos y ramas de
arboles muertos (Valenzuela, 1993; Lazo, 2001), y en los
estudios realizados de sus respectivas cepas miceliales
se ha determinado que son capaces de producir enzimas
lignoliticas (Garnica, 1995: Valenzuela, 1997). Conside-
rando los antecedentes presentados se ha planteado de-
terminar la capacidad que poseen las cepas miceliales
UACHMMn-302 y UACHMPs-428 obtenidas respecti-
vamente desde basidocarpos de Mycena metuloidifera
Sing., y Pholiota spumosa (Fr.) Sing., para destintar y
degradar fracciones finas de papel de diario de desecho.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo experimental contemplo6 la realizacion
de tres ensayos distintos que se describen a continuacion:

1. Primer ensayo: cultivo de cepas miceliales en
agares extracto tinta (AET)

Con la tinta usada en la impresion off-set del
papel se prepararon tres tipos de agares (AET) al 1.5%:
el primer tipo de AET contenia solo tinta, al segundo
ademas de tinta se le adiciond glucosa al 0.5% Yy al terce-
ro ademas de tinta se le adicioné NaNO, al 0.5%. Los
agares fueron esterilizados en un autoclave (110 °C, 0.5
at) por 20 miny luego repartidos en placas Petri de 9 cm
de diam. Discos de 0.7 cm de didm de agar con micelio
de la cepas miceliales a ensayar UACHMMm-302 de
Mpycena metuloidifera Sing.; UACHMPs-428 de
Pholiota spumosa (Fr.) Sing.; y de la cepa control de
Trametes versicolor (L.: Fr.) Pilat, adquirida del
Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS) de Baarn
Holanda, fueron sembrados individualmente y por tripli-
cado en las placas que contenian cada tipo de AET, las
placas sembradas se incubaron a 23 °C por un mes. Al
cabo de este tiempo se evalud el diametro alcanzado por
las colonias en los distintos AET.

2. Segundo ensayo: degradacién fingica de los cons-
tituyentes del substrato sélido obtenido de papel de
desecho

Partidas de papel de diario de desecho reciclado
(37.5 g) de las paginas de los avisos clasificados del dia-
rio el Mercurio se mezclaron con 1350 mL de agua des-
tilada. La mezcla obtenida se molié en una licuadora has-
ta obtener un homogenizado que se separo por filtracion
a través de un filtro de gasa triple, obteniéndose asi, un
substrato sélido (que se ocup6 en el presente ensayo) y
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un substrato liquido (filtrado) que fue usado en el tercer
ensayo. En cada matraz de 250 mL (30 en total) se depo-
sitaron 50 g de substrato so6lido, los matraces contenien-
do el substrato se dividieron en dos set. A cada una de los
matraces del primer set (15 en total)) se les agregé 0.5%
de NaNO, y los del segundo set (15 en total) no sufricron
tratamiento. Luego ambos set de matraces se esteriliza-
ron en autoclave (110 °C, 0.5 atm) por 20 min. Tras 24
horas de reposo fueron inoculados asépticamente v en
forma individual con las cepas miceliales en estudio y
control. La inoculacidn consistié en depositar cuatro
discos de 1.5 cm? de agar con micelio de la cepa micelial
correspondiente sobre y bajo el substrato contenido en
los matraces. Cada cepa micelial en estudio y control se
inocularon por quintuplicado y por set. Los matraces ino-
culados se incubaron a 23°C por 3 meses, al cabo del cual
se evalud el drea colonizada por los micelios y los por-
centajes de celulosa y lignina dcido-soluble de los
substratos segun las normas TAPPI (1988). Para deter-
minar la celulosa y lignina 4cido-soluble se deposito el
contenido total de cada matraz y de cada set en forma
individual en sacos de papel filtro de 12 x 8 cm, que pos-
teriormente fueron sometidos a marchas analiticas. Tam-
bién fueron sometidas a marcha analitica muestras con-
trol negativo (10 en total). sacos de papel filtro conte-
niendo substrato sélido sin inoculacion fungica, pero que
fue triturado, filtrado v esterilizado.

3. Tercer ensayo: determinacion de la decoloracién
de substrato liquido y degradacion de algunos cons-
tituyentes de la fraccion liquida.

En cada matraz de 250 mL (140 en total) se de-
positaron 100 mL del substrato liquido obtenido como
se sefialo en el punto 2 (que contiene tinta y fracciones
finas de papel) y se separaron en dos set A cada uno de
los matraces del primer set (60 en total), se les agrego
0.5% de NaNO,, mientras que los matraces del segundo
(60 en total) no sufrieron tratamiento. Los matraces de
ambos set se esterilizaron en autoclave (110 °C, 0.5 atm)
por 20 min., tras lo cual fueron inoculados en forma in-
dependiente con cada una de las cepas miceliales en es-
tudio y control (20 matraces en total por cada cepa para
cada set). La inoculacion se hizo colocando en el conte-
nido del matraz respectivo cuatro disco de 0.7 cm de didm.
de agar con micelio de la cepa en estudio o control. Una
vez inoculados los matraces se incubaron en un agitador
termoregulado a 23 °C, 125 rpm por 24 hrs/dia, por 21
dias. Al dia 0, 7, 14 y 21 de incubacidn se retiraron 35
matraces de la cepa flingica respectiva y control por cada
set y se realizaron evaluaciones mediante métodos
espectrofotocolorimétricos para determinar la capacidad
que poseian las cepas para decolorar el sustrato liquido.
Los azucares, proteinas, fésforo y nitratos totales del

substrato liquido y determinar el crecimiento de las ce-
pas. También fueron sometidas a evaluacién muestras
control negativo (20 matraces en total), conteniendo
substrato liquido esterilizado pero sin inoculacion
flngica.

a) Decoloracion del residuo liquido: la de-
terminacion de la capacidad que poseen las cepas para
decolorar el residuo liquido, se realiz6 por triplicado to-
mando asépticamente de cada matraz 5 mL de liquido que
se leyeron en el rango de longitud de onda de 340 a 580
nm en un espectrofotémetro Shimadzu uv Mini 1240, de-
terminandose la absorbancia (Abs) del residuo liquido de
acuerdo a cada longitud de onda leida y como blanco se
uso agua destilada. Los resultados fueron graficados,
obteniéndose asi el espectro de absorcién correspondien-
te.

b) Determinacion de aziicares totales: se uti-
liz6 el método del acido p-aminobenzoico. Para deter-
minar la concentracion de aziicares totales en las mues-
tras, se procedié a extraer asépticamente de cada matraz
1mL de muestra, que se depositaron independientemente
en tubos, a cada tubo se le agregaron 2 mL de los reactivos
acido p-aminobenzoico - dcido acético glacial y acido
fosforico - acido acético glacial, luego los tubos se tapa-
ron y calentaron a 100 °C en un bafio Maria, tras lo cual
se determino la Abs a 360 nm en el espectrofotometro.

¢) Determinacion de proteinas totales: la de-
terminacion de proteinas se realizé por el método de
Buiret. Para determinar la concentracion de proteinas en
el residuo liquido se procedid a extraer por triplicado de
cada set de matarces 1 mL de muestra, que se deposita-
ron independientemente en cubetas y se le agregaron 4
mL de reactivo de Buiret, se dejo desarrollar el color por
30 min. Luego se ley6 la Abs de cada muestra a 540 nm
en el espectrofotometro.

d) Determinacion de nitratos: se determino
por el método modificado de Anderson & Ingram. Para
determinar la concentracion de nitratos en el residuo li-
quido se procedié a extraer asépticamente por triplicado
de cada set de matraces 0.25 mL de muestra, que se de-
positaron independientemente en tubos; a cada tubo se le
agregaron 0.5 mL del reactivo Acido salicilico - 4cido
sulfiirico y tras esperar 30 min, se le agregaron 5 mL de
hidréxido de sodio en agua destilada, se homogeneizaron
las muestras y se esper6 1 hr hasta el total desarrollo del
color. Se determiné la Abs a 410 nm en el espectrofo-
tometro.

¢) Determinaciéon de fésforo total: la deter-
minacion de fosforo total se realizé por el método modi-
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ficado de Anderson & Ingram. Para determinar esta con-
centracion en las muestras de cada set de matraces por
triplicado, se extrajo | mL de muestra, que fueron trata-
das en forma individual. Las muestras se depositaron en
tubos y se les adicionaron 4 mL de acido ascorbico en
agua destilada mas 3 mL del reactivo constituido por
molibdato de amonio tetrahidratado, tartrato de sodio y
potasio tetrahidratado, acido sulfurico y agua destilada;
se mezclaron bien y se dejo desarrollar el color por 1 hr.,
al término de ese tiempo se determiné la Abs a 880 nm
en el espectrofotometro.

f) Determinacion del indice de crecimiento:
para evaluar el crecimiento de las cepas en el sustrato
liquido obtenido de papel se determino la masa micelial
(peso fresco y peso seco) esto se realizé al principio y
final del ensayo. Para determinar el peso fresco y seco
inicial (PFI y PSI), se extrajo de placas de cultivos que
contenian las cepas miceliales en estudio masificadas,
discos de 0.7 cm de diam de agar con micelio y se pesa-
ron, obteniéndose el PFI. Una vez pesados los discos se
secaron en una estufa a 60°C hasta peso constante y se
volvieron a pesar, obteniéndose el PSI. A los PFI y PSI
obtenidos se les resto el peso del agar. Tanto el PFI como
el PSI se multiplicaron por cuatro, ya que cuatro discos
de agar con micelio de cada cepa fueron sembrados indi-
vidualmente en cada una de los matraces de cada set. Los
PFI y PSI obtenidos se dividieron para obtener el indice
de “masa celular inicial” (MCI). Al término del experi-
mento (21 dias), el substrato liquido de cada botella se
filtro a través de papel filtro quedando el micelio reteni-
do en ellos, el conjunto papel mas micelio se peséd
obteniéndose el peso fresco final (PFF), tras restar el peso
del papel filtro. A continuacion los papeles filtros conte-
niendo los micelios se secaron a 60° C hasta peso cons-
tante, obteniéndose el peso seco final (PSF), tras restar
el peso del papel filtro. Los valores obtenidos de PFF y
PSF se dividieron para obtener el indice de “masa celular
final” (MCF). Posteriormente el indice de MCF se divi-
dié por el indice de MCI para obtener el “indice de creci-
miento” (IC).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1, se indican los porcentajes prome-
dios del area colonizada por las cepas ensayadas
UACHMMm-302, UACHMPs-428 y control de T.
versicolor sobre agares extracto tinta (AET) a distintos
periodos de incubacién. En la Tabla 1, se observa que a
los 7 dias de incubacion de los distintos agares sembra-
dos con las cepas flingicas en estudio y el control, el
mayor porcentaje de area colonizada (100%) se registro
con la cepa UACHMMm-302 cultivada en AET al 1.5 %

90

Tabla 1. Area colonizada por las cepas miceliales en
agares extracto tinta (AET).

Area colonizada (%o)
Cepamicelial - Tratamiento 7ds | 14ds | 21ds
Trametes versicolor AET al 1.5% 91 100 | 100
UACHMMm-302  AET al 1.5% 100 100 100
UACHMPs428 AET al 1.5% 53 g7 100
T. versicolor AET + NaMNQ, 0.5% 3 100 100
UACHMMImM-302 AET + NaNQy 0.5% [ 81 93
UACHMPs-428 AET + NaNQ, 0.5% 31 53 76
T. versicolor AET + D-glucosa 0.5% | 81 100 | 100
UACHMMm-302  AET +D-glucosa0.5% | 76 100 100
UACHMPs-428 AET +D-glucosa 0.5% | 58 100 | 100

y el menor porcentaje de area colonizada (31%) se de-
termino con la cepa UACHMPs-428 al cultivarla en AET
suplementado con NaNO,. También se observa que a los
21 dias la mayoria de las cepas miceliales registraron un
100% de colonizacion en los distintos agares, solo pre-
sentan porcentajes inferiores al 100% las cepas
UACHMMm-302 (93%) y UACHMPs-428 (76%) cul-
tivadas en AET suplementado con NaNO, al 0.5%. De
acuerdo a estos resultados la fuente de carbono adiciona-
da al AET al parecer no tendria mayor incidencia en la
capacidad colonizadora, pero si la fuente de nitrégeno,
pues las cepas UACHMMm-302 y UACHMPs-428 mos-
traron una menor colonizacion del substrato. Efectos se-
mejantes han sido descritos por Mikes et al.(1994), en
el hongo Pleurotus ostreatus, sefialando que las fuentes
de nitrégeno como la urea, amonio, nitratos y algunos
aminodcidos tienen un efecto represor o derepresor de
enzimas como la glutamato sintetasa, glutamina sintetasa,
NAD-glutamatodeshidrogenasa o sobre algunas permea-
sas para ciertos aminodacidos, lo que a la postre incide en
la sintesis de proteinas por parte del hongo, repercutien-
do en su crecimiento. Por su parte Saddler (1993), indica
que al agregar una fuente extra de nitrégeno a un substrato
ligno-celulésico o de otra naturaleza, esta puede incidir
en la hidrolisis o conversion de ciertos constituyentes
del substrato, los cuales a lo largo del tiempo incrementan
en concentracion y se hacen toxicos o actiian como inhibi-
dores enzimaticos, impidiendo la hidrélisis de otros cons-
tituyentes mas complejos del substrato, que pudieran ser
utilizados para el crecimiento de los microorganismos
como fuente de carbono y energia.

En la Tabla 2, se indican el porcentaje del 4rea
colonizada por las cepas fiingicas en estudio y la cepa
control sobre el substrato sélido, obtenido de papel de
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diario de desecho sin y con adicién de NaNO,. También
se muestran los porcentajes de celulosa y lignina del
substrato sélido obtenido de papel de diario de desecho
luego de los tres meses de haber sido tratado con las
cepas fungicas.

En la Tabla 2, se observa que independiente del
tratamiento a que fue sometido el substrato sélido y de la
cepa fiingica ensayada, al cabo de los 3 meses en todos se
determino un 100% de colonizacion. En lo que respecta
al porcentaje de celulosa, al comparar el substrato sélido
control (75.5% de celulosa) versus el substrato sélido
sin adicion de NaNO,, se determino que en el solido tra-
tado con la cepa T. versicolor hubo una disminucion sig-
nificativa de la celulosa de 74.5% a 64.1%. Al realizar la
misma comparacion pero versus el sélido. adicionado de

Tabla 2. Area de colonizacion y biodegradacion
fingica de celulosa y lignina del substrato sélido
obtenido de papel de diario de desecho.

Canirol y cepa Tratamienfo | Area | Celulosa| Lignim

miodia | e o) @ | @
Control Substrato slido sin tratar o 754 | 224
T. versicoior Substrato silido SnNaNG, | 100 64.1 223
UACHMMm302 | Sustratosdido SnNaNO, | 100 | 750 | 207
UACHMPs428 | Substrato silidoSnNaNG, | 100 744 185
T versicolor | Subsirato Slidocon NaNG, | 100 | 665 | 224
UACHMM3(2 | Subsirato silidoon NaNQ; | 100 | 637 | 240
UACHMPs428 | Subsirato silidocon NaNG; | 100 740 19.8

NaNO,, se determin6 una disminucion significativa de la
celulosa en el solido tratado con la cepa T. versicolor (de
74.5% a 66.5%) y en el tratado con la cepa UACHMMm-
302 (de 74.5% a 63.7%). Referente al porcentaje de
lignina, la mayor disminucion de este constituyente se
determino en el substrato sélido sin NaNO, tratado con
la cepa UACHMPs-428 (18.5%).

Segtin Breen & Singleton (1999); Buswell ef al.,
(1991) y Somasundaram et al. (1992), una caracteristica
relevante de los microorganismos empleados en los pro-
cesos biol6gicos de la fabricacion del papel (donde se
usa pasta o papel de desecho reciclado), es que degradan
principalmente la lignina y en menor proporcion la celu-
losa del substrato usado. Los hongos mas utilizados en
estudios o programas pilotos de biopulpaje, tratamiento
de aguas residuales, efluentes de papeleras y blanqueo de
pulpa o pasta para fabricacion de papeles son T. versicolor,
P. chrysosporiumy Pleurotus spp., (Behrendt Blanchette.,
1997; Brumer ef al., 1999; Chandra et al., 1999; limori
et al, 1998; Martinez ef al., 1996). De las cepas ensaya-

das, satisfacen lo indicado por los autores antes citados
la UACHMPs-428 cultivada en el substrato con y sin
adicién de NaNO, y la cepa UACHMMm-302 cultivada
en el substrato sin adicién NaNO, pues los porcentajes
de lignina del substrato empleado para su cultivo dismi-
nuyeron en comparacion con el control. Esto se deberia
a que las cepas utilizarian para su crecimiento primero
las azticares simples y nutrientes solubles del substrato y
luego como fuente alternativa la lignina. En estudios se-
mejantes Boominathan et al. (1992), tras cultivar hon-
gos de pudricion blanca como Pleurotus pulmonarius y
P. chrysosporium, determinaron que la concentracion de
celulosa no fue afectada pero si las concentraciones de
lignina y hemicelulosa en los residuos lignocelulosicos
empleados (pasta de papel, paja de trigo y papel de dese-
cho). Por el contrario, en el presente estudio la cepa con-
trol (cultivada en el substrato sin adicién de NaNO,) y la
cepa UACHMMm-302 (cultivada en el substrato con adi-
cion de NaNO,) mostraron una tendencia a disminuir los
porcentajes de celulosa y una mantencion o incremento
en la proporcién de lignina respectivamente. Lo anterior
indicaria que estas cepas utilizarian para su crecimiento
en un comienzo las azucares simples y otros nutrientes
solubles del substrato, al igual como la cepa UACHMPs-
428, pero al agregar una fuente extra de nitrégeno como
sefiala Saddler (1993), esta podria actuar como represor
o inhibidor de las enzimas relacionadas con la degrada-
cién de la lignina. Ademas Kaal er a/. (1995), indican que
tras cultivar en un medio de cultivo limitante en nitrége-
no hongos de pudricion blanca (P. chrysosporium y
Bjerkandera spp.) se produjo una detectable actividad
de la enzima ligninaperoxidasa (LiP) en los medios ino-
culados con estos hongos. Al agregar al medio de cultivo
peptona como fuente de nitrégeno se reprimié o aumen-
t6 la actividad de la enzima LiP, lo cual dependié basica-
mente del pH del medio de cultivo. En cepas de
Lentinula edodes y Pleurotus ostreatus, la actividad de
las enzimas lignoliticas fue estimulada al suplementar el
medio de cultivo con NH,-N, siempre que el pH fuera
7.3. Los autores antes citados concluyen que varios hon-
gos de pudricion blanca producen una alta actividad de las
enzimas lignoliticas de acuerdo a la fuente de nitrégeno
utilizada y el pH del medio de cultivo.

En las Figuras 1 a la 4 se muestran los graficos
de decoloracion del substrato liquido de papel sin y con
adicion de NaNO, e inoculado independientemente con
la cepa UACHMPs-428 y la cepa control (T. versicolor),
tras ser leido entre el rango de longitud de onda 340-580
nm. Sélo se presentan los graficos de la cepa UACHMPs-
428, pues fue la que registré una mayor decoloracion del
substrato.

En primer lugar hay que indicar que independien-

91



Decoloracidn de papel de diario con cepas fiingicas de Agaricales -

Eduardo valenzuela et al.,

Tabla 3. Azicares, fésforo, nitratos y proteinas totales determinados en el substrato liquido obtenido de
papel de diario de desecho e indice de crecimiento de las cepas fiingicas ensayadas

Azucares total | Fasforo total ~ Nitrato total | Proteinas | I.C

Sl _ eml) | egmi) | eml) | mgml) |

| Odia | 21dias | Odia | 2ldias | Odia | 2ldias | Odia ‘| 21dias | 21dias
Trametes versicolor * 292 31.0 1.30 0.78 8.2 7.38 1.6 078812158
UACHMMm-302 * 292 29.2 1.30 1.07 8.2 7.05 1.6 1.07 1.01
UACHMPs-428 * 292 251 1.30 0.19 8.2 4.26 1.6 0.19 1.61
Trametes versicolor** 292 28.3 1.30 0.40 19.220 10.808 1.6 0.9 1.64
UACHMMm-302 ** 29.2 29.2 1.30 0.14 19.220 16.870 1.6 1.01 1.24
UACHMPs-428 ** 29.2 21.0 1.30 0.00 19.220 16.682 1.6 0.27 1.08

* = Substrato liquido sin NaNO, e inoculado con Ia cepa fiingica respectiva.** = Substrato liquido adicionado de
NaNO, al 0.5% e inoculado con la cepa fiingica réspectiva. I C = indice de crecimiento de las cepas fungicas.

te del tratamiento a que fue sometido el substrato liqui-
do, la cepa micelial ensayada y la longitud de onda leida,
a partir del séptimo dia se determin6 un decremento de la
Abs. Al comparar las variaciones de la Abs del substrato
liquido sin adicién de NaNO, e inoculado con la cepa con-
trol (Fig. 1), con el substrato tratado con las cepas flingicas
en ensayo se determiné que, independiente a la longitud
de onda utilizada y el tiempo de lectura (dias) las meno-
res variaciones de la Abs se registraron en el substrato
inoculado con la cepa UACHMMm-302 (grafico no mos-
trado) y el mayor decremento de la Abs se determino en
el substrato inoculado con la cepa y UACHMPs-428 (Fig.
2). En lo que respecta a la decoloracién del substrato li-
quido adicionado con NaNO, se determiné que indepen-
diente de la longitud de onda utilizada para la lectura y el
tiempo (dias) el menor y mayor decremento de la Abs, se
determiné en el substrato inoculado con la cepa la cepa
control (T. versicolor) y la cepa UACHMPs-428 res-
pectivamente (Fig. 3 y 4). Por tltimo, si se comparan los
graficos de decoloracion del substrato liquido con y sin
adicion de NaNO, al término del ensayo (21 dias), leidos
por ejemplo a una longitud de onda de 340 nm, se obser-
va que en el substrato adicionado con NaNO, e inocula-
do con la cepa UACHMPs-428 (Fig. 4), se registro el
mayor decremento de Abs (0.284 nm), por su parte el
menor decremento de ésta se registré en el substrato sin
adicion de NaNO, e inoculado con la cepa UACHMMm-
302 (grafico no mostrado) con un valor de 0.760 nm.

En la Tabla 3, se muestran los promedios de las
mediciones de los azucares, fosforo, nitratos y proteinas
totales del substrato liquido sometido a los diversos tra-
tamientos. Ademas, se sefiala el indice de crecimiento
(IC) de las cepas fiingicas ensayadas. Se observa ademas
que a los 21 dias de incubacién, las menores concentra-
ciones de azticares totales se determinaron en el substrato
liquido no adicionado (25.1 pg/mL) y adicionado (21.0
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ug/mL) con NaNO, al 0.5% y que fueron tratados con la
cepa UACHMPs-428. En lo que respecta a la concentra-
cién de fosforo total, se determiné que independiente del
tratamiento a que fue sometido el substrato liquido y la
cepa fangica ensayada, el fosforo total disminuyo y nue-
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Figura 1. Decoloracion de substrato liquido sin
NaNO, e inoculada con la cepa T.versicolor.
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Figura 2. Decoloracién de substrato liquido sin
NaNO, e inoculada con la cepa UACHMPs-428.
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Figura 3. Decoloraciéon de substrato liquido con
NaNO, e inoculada con T. versicolor.
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Figura 4. Decoloracién de substrato liquido con
NaNO, e inoculada con UACHMPs-428

vamente en los substratos liquidos tratados con la cepa
UACHMPs-428 se registraron las menores concentra-
ciones de fosforo total. Referente a la concentracion de
nitratos totales, independiente del tratamiento a que fue
sometido el substrato liquido y la cepa flingica ensayada,
los nitratos totales disminuyeron, determinandose la ma-
yor disminucién de 8.2 a 4.26pg/mL en el substrato li-
quido sin adicion de NaNO, e inoculado con la cepa
UACHMPs-428. Con respecto a las proteinas totales, se
determiné que independiente del tratamiento a que fue
sometido el substrato liquido y la cepa fiingica ensayada
la concentracién de proteinas disminuyeron, la menor
concentracion de proteinas (0.19 mg/mL) se determino
en el liquido sin adicién de NaNO, e inoculado con la
cepa UACHMPs-428. Por tiltimo, el mayor indice de cre-
cimiento (2.53) lo registro la cepa control T. versicolor
cultivada en el substrato liquido sin adicién de NaNO.,.

En estudios semejantes Millar er al.(1994), han
utilizado los hongos T.versicolory P.chrysosporium para
decolorar y biodegradar residuos orgénicos de alto y bajo
peso molecular (HMW) de los efluentes generados de la
fabricacién de papel, sefialando que hubo una reduccion

del color del efluente, degradacion de HMW y de com-
puestos alogenados tras el tratamiento con los hongos
sefialados. Por su parte, Garg et al.(1999), han estudiado
la capacidad de T.versicolor para degradar los constitu-
yentes de efluentes generados en el pulpaje Kraft, indi-
cando que T.versicolor fue capaz de remover sobre el 50%
del azucar presente en el efluente, también detectaron una
alta concentracion de la enzima lacasa implicada en la
degradacion de lignina, pero lo mas importante fue que el
hongo presentd una alta capacidad para polimerizar
lignosulfonatos, lo que indicaria que esta cepa degradaria
lignina, pero al mismo tiempo podria ir repolimerizandola,
por lo tanto la concentracién de lignina en el efluente se
mantendria constante o podrian aumentar. Garg et al.
(1999), sefialan que en la decoloracion de efluentes tra-
tados con T. versicolor, se logran mejores resultados cuan-
do el efluente es suplementados con una fuente de carbo-
no y nitrégeno a la vez. Asi una maxima decoloracién
(34%) fue observada al tercer dia en efluentes suplemen-
tados con 1% (w/v) glucosa y 0.2% (w/v) de urea, sin
embargo, una menor reduccioén del color (24%) fue ob-
servada en el efluente suplementado sélo con glucosa al
1.5% (w/v). Ademas Cummings & Stewart (1994), sefia-
lan que la capacidad de los microorganismos para biode-
gradar los constituyentes de papel periddico se ve mer-
mada por: (1) moléculas de alto peso molecular como la
lignina que actia como capa protectora de otras molécu-
las carbonadas impidiendo la acci6n enzimatica, (2) la tinta
usada en la impresion del papel también reduce la tasa de
solubilizacién de la celulosa y otros azicares, aunque la
tinta no es directamente tdxica para los microorganismos,
su mecanismo de accion es cubrir las fibras de celulosa y
prevenir la adhesion de los microorganismos o sus
enzimas al substrato, (3) la temperatura debe ser la opti-
ma para el desarrollo de los microorganismo empleados
y para que sus enzimas actuen.

Por 1ltimo, en el presente trabajo el tercer en-
sayo fue complementado mediante la determinacion del
indice de crecimiento (IC) de las cepas cultivadas en el
substrato liquido. Como se ha indicado en parrafos ante-
riores las fuentes de nitrégeno y carbono pueden tener
un efecto positivo o negativo en el desarrollo de los hon-
gos, pues a veces suplen la carencia de nitrégeno del
medio de cultivo o los requerimientos por parte de los
microorganismos, aspecto que podria haber acaecido con
la cepa UACHMn-302. Otras veces las fuentes nitro-
genadas suplementarias pueden unirse a constituyentes
del medio de cultivo e impedir la accién de algunas
enzimas o facilitar la degradacion de algtin constituyente
del medio cuyos productos son toxicos para algunos
microorganismos, estas podrian ser las razones por las
cuales la cepa UACHMPs-428 y control, al ser cultiva-
das en el substrato liquido adicionado de NaNO, dismi-
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nuyeron su indice de crecimiento.

CONCLUSIONES

La cepa fiingica UACHMPs-428 obtenida desde
Pholiota spumosa, se perfilé como la mejor, tanto para
degradar la lignina de la fraccion s6lida obtenida de papel
de desecho y los azucares, fosforo y proteinas totales de
la fraccion liquida obtenida del papel de desecho . Ade-
mas presenta la mejor capacidad para decolorar la frac-
cién liquida y un moderado indice de crecimiento. Los
resultados también muestran que los mejores tratamien-
tos de la fraccion sélida y liquida se obtuvieron en los
tratamientos sin la adiciéon de una fuente de nitrégeno,
como el NaNO,, empleado en algunos ensayos de la pre-
sente investigacion.
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