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RESUMEN

Los colorantes trifenilmetanos y azoico pueden ocasionar deterioro ambiental
cuando son vertidos en aguay suelo; en la naturaleza existen ciertos tipos de hongos
que tienen la capacidad de decolorar a estos colorantes por su actividad metabdlica,
por lo tanto, el presente trabajo tuvo como objetivo demostrar la biorremediacion en
estos colorantes a partir de hongos aislados de suelo y restos vegetales.

De los hongos aislados se seleccionaron a los que tuvieron capacidad
decolorativa en los colorantes verde de malaquita, cristal violeta, safranina y fucsina
a una concentracion de 50 ppm, y luego se identificaron utilizando claves
taxondmicas. La evaluacion se realiz6 en estos colorantes en las concentraciones de
50, 100, 200 y 1000 ppm de manera cualitativa (medio sélido) y cuantitativa (medio
liquido) para determinar el porcentaje de decoloracion; asimismo, se realizd el
bioensayo en las semillas de Lactuca sativa L. “lechuga” para determinar el
porcentaje de germinacion.

Se identificaron 10 cepas con capacidad decolorativa, A. niger, A. alternata,
P. chrysogenum, A. nidulans, Hialofomiceto, Nigrospora sp., Oideodendron sp., P.
expansum y A. flavus (1 y 2), los que tuvieron mejores resultados fueron
Hialofomiceto y A. alternata en verde de malaquita, Hialofomiceto y A. alternata en
cristal violeta, Nigrospora sp. y P. expansum en safranina y en fucsina P.
chrysogenum y A. alternata, estos mismos tuvieron la capacidad de decolorar los 4
colorantes antes mencionados; asimismo, se evidencié germinacion en las semillas
de lechuga en los 4 colorantes tratados por P. chrysogenum.

Se concluye que los hongos aislados tienen capacidad decolorativa y que P.

chrysogenum fue el que dio mejores resultados.

Palabras claves: Hongos, trifenilmetanos, azoico y biorremediacion.



Abstract

Triphenylmethane and azo dyes can cause environmental problems when they
are poured into water and soil; In nature there are certain types of fungi that have the
ability to discolor these dyes by their metabolic activity, therefore, the present work
aimed to demonstrate bioremediation in these dyes from fungi isolated from soil and

plant debris.

Of the isolated fungi, those with decolorative capacity in the malachite green,
violet crystal, safranine and fuchsin dyes at a concentration of 50 ppm were selected,
and then identified using taxonomic keys. The evaluation was carried out on these
dyes in the concentrations of 50, 100, 200 and 1000 ppm qualitatively (solid medium)
and quantitative (liquid medium) to determine the percentage of discoloration; also,
the bioassay was carried out on the seeds of Lactuca sativa L. "lettuce" to determine

the germination percentage.

Ten strains with decolorative capacity were identified, A. niger, A. alternata, P.
chrysogenum, A. nidulans, Hyalofomycete, Nigrospora sp., Oideodendron sp., P.
expansum and A. flavus (1 and 2), which had best results were Hyalofomycete and
A. alternata in malachite green, Hyalofomycete and A. alternata in violet crystal,
Nigrospora sp. and P. expansum in safranine and in fuchsin P. chrysogenum and A.
alternata, these had the ability to discolor the 4 dyes mentioned above; Likewise,

germination in lettuce seeds was evident in the 4 dyes treated by P. chrysogenum.

It is concluded that the isolated fungi have decolorative capacity and that P.

chrysogenum was the one that gave the best results.

Keywords: Fungi, triphenylmethane, azoic and bioremediation.



l. INTRODUCCION

Los hongos son microorganismos eucariéticos, heterétrofos y cosmopolitas,
gue pueden desarrollarse en los sustratos méas variados, la mayoria viven libres en
el suelo o en el agua y su nutricion la efectian mediante la secrecion de exoenzimas
donde digieren la materia organica; dentro de sus principales funciones en la
naturaleza se encuentra la degradacion de materia organica y de esa manera
obtienen su energia por fermentacién de materiales organicos solubles presentes en
estos ambientes!. Los hongos poseen la capacidad de degradar compuestos
aromaticos complejos mediante su metabolismo natural, es por eso, que estan siendo
usados en la degradacién de diversos compuestos xenobidticos, incluyendo los
colorantes sintéticos utilizados en la industria®. Algunas especies de bacterias y
hongos han sido reportadas por su capacidad de remover colorantes; se puede lograr
la eliminacién del color mediante la bioabsorcién usando células de hongos®*°. En
algunos casos, el mecanismo de decoloracién implica un proceso de degradacion
enzimatica®’, algunos microorganismos han desarrollado sistemas enzimaticos para
la decoloraciéon de colorantes azoicos®; como es el caso de los hongos que tienen la
capacidad de reducir los colorantes azoicos mediante la formacion de sus enzimas,
tales como las peroxidasas y fenol oxidasas.

Las enzimas extracelulares como las lacasas y peroxidasas generalmente se
producen por hongos cuya funcion natural es de degradar la lignina, el uso de lacasas
y peroxidasas para la degradacion de compuestos xenobibticos resulta muy
prometedor®.

Mas de diez mil diferentes tipos de pigmentos y colorantes sintéticos son
usados en diferentes industrias como la textil, papelera, cosmética y farmacéutica,
entre otras®. Algunos de los colorantes se pueden clasificar segiin su composicion

guimica como son los azos y trifenilmetanos.



Los colorantes trifenilmetanos son sintéticos, de color brillante, de alta
resistencia y relativamente baratos'% dentro de ellos se encuentran los colorantes;
verde de malaquita (diaminotrifeniimetano N-metilado) usado ampliamente en la
industria textil, como fungicida y antiséptico en cultivos de peces?!; también se ha
demostrado su alta toxicidad para bacterias y células de mamiferos??, cristal violeta
(N, N, N', N, N ", N" hexametilpararosanilina) es usado ampliamente en medicina
humana, veterinaria y como un tinte biolégico y textil*?, asi también este colorante es
responsable del crecimiento de tumores en algunos peces!?; el colorante artificial
fucsina béasica es usado para tefiir el nucleo celular y en el diagnéstico de
tuberculosis, se sospecha que provoca cancer y es toxico para los organismos
acuaticos®.

Los colorantes azoicos se caracterizan porque parte de la molécula que
proporciona la caracteristica de color (grupo croméforo) es el grupo azo, el cual
consta de dos atomos de nitrégeno unidos por un doble enlace (N — N = N-) y estos
a su vez estan unidos a grupos alifaticos o aromaticos, dentro de ellos se encuentra
safranina; usado cominmente para tefiir tejidos bioldgicos, sirve para la identificacién
de procesos degenerativos como la osteoartritis y se ha reportado que este tipo de
colorante puede ser cancerigeno al ser ingerido por los mamiferos y toxico para
algunas cepas bacterianas!®’,

En la actualidad el incremento en el nimero de industrias textiles ha causado
gran impacto a nivel ambiental, ya que a partir de los procesos que llevan a cabo las
empresas generan residuos quimicos en altas concentraciones ocasionando
contaminacion en cuerpos de agua, suelo, aire y causando efectos adversos en la
naturaleza y en el ser humano'®. Incluso en concentraciones muy pequefias (menos
de 1 ppm para algunos colorantes) la presencia de colorantes es altamente visible

en el agua®; alterando el paisajismo ya que con su presencia disminuye la



penetracion de luz solar retardando la fotosintesis e inhibiendo el crecimiento de la
biota acuatica como también interfiriendo con la solubilidad de gases?*®.

Anualmente se producen aproximadamente 1 millon de toneladas de
colorantes inorgénicos, donde las industrias textiles utiliza la mitad de estos,
provocando contaminacibn ambiental siendo eso un problema silencioso y
perturbador a nivel mundial?®. Hoy en dia existen diversas estrategias para minimizar
los efectos negativos de este tipo de compuestos contaminantes; se pueden nombrar
procesos fisicos y quimicos como la adsorcion, floculacion, oxidacion, reduccion, etc.;
estos métodos han mostrado ser efectivos, pero son poco rentables
econémicamente?!; es por eso que se ha buscado un proceso bioldgico ya que puede
ser una solucién barata y una opcion para el tratamiento de efluentes contaminados.

Debido al problema de contaminacién que generan los colorantes industriales
cuando son vertidos al medio ambiente ocasionando impacto ambiental y dafio a la
salud publica se ha buscado una alternativa bioldgica para este problema, por lo
tanto; el presente estudio tuvo como objetivo demostrar que los hongos aislados de
suelo y restos vegetales tienen la capacidad de biorremediar a los colorantes

trifenilmetanos y azoico.



Il ANTECEDENTES

A nivel internacional:

Falcén et al. (1995) @2, en Espafia, determinaron que de 44 hongos aislados
de suelo ferrallitico y fersiallitico, Penicillium chrysogenum, Fusarium
oxysporum, Pestalotia oxyanthi y Fusarium solani tuvieron capacidad

decolorativa sobre el colorante polimérico Poly R-478.

Ali et al. (2009) @®, en Pakistan, demostraron que Aspergillus flavus y Alternaria
solani fueron capaces de decolorar el colorante verde de malaquita en la
concentracion de 50 uM con un porcentaje de 97,43% y 96,91% respectivamente
en 6 dias. En el estudio espectral de A. flavus el pico original desaparecié por
completo y aparecio otro pico nuevo a 387 nm lo gue demuestra que el mecanismo
de decoloracion fue por biodegradacién, mientras que en A. solani se registr6 352,
617 y 618 nm donde se puede deducir que el mecanismo de decoloracion fue por

biodegradacién y biosorcion.

Cardona et al. (2009) @4, en Colombia, evaluaron la capacidad decolorativa de
los hongos P. chrysosporium y P. sordida sobre lo colorantes industriales rojo
erionil, azul terasil, rojo cibacrén y turqueza erionil; donde mostraron halos de
decoloracién en las placas Petri a una velocidad entre 2 y 2.5 cm. d'. En medio
liquido el porcentaje de decoloraciéon de la mezcla de los colorantes fue un 86%

para P. chrysosporium y 82% para P. sordida.



Lalitha et al. (2011) @, en la India, lograron aislar el hongo Aspergillus flavus a
partir de una muestra de agua recolectada en la bahia de Bengala, que fue capaz
de lograr una reduccién de 80% a 90% en los colorantes sintéticos como el cristal
violeta, verde de malaquita, azul de metileno y safranina a una concentracion de

100 ppm en un periodo de 3 a 7 dias.

Chanaga et al. (2012) @, en Colombia, pudieron confirmar mediante pruebas
moleculares RAPD que las cepas que estudiaron tienen caracteristicas que los
hacen potenciales biodegradadores de colorantes industriales tales como el
género Leptophaerulina, encontraron que esta cepa LNV6 presentd una alta
actividad de enzimas ligninoliticas. Las especies LVN49 y LVN72 pertenecientes
al género Trichoderma se registraron como decoloradoras de tintes industriales.
Por otra parte, el aislamiento LVN93 se identific6 morfol6gicamente como A. niger,
por ultimo, determinaron que los hongos mencionados tienen potencial para su
utilizacion como agentes de biorremediacion de efluentes de industrias textiles del
Valle de Aburra y de cuerpos de agua contaminados con tintes industriales de

diferente naturaleza quimica.

Salas et al. (2012) @V, en Bolivia, evaluaron la capacidad decolorativa de los
hongos C. polizona, Pycnoporus sp. y Penicillium sp. sobre el colorante BLAK-5 a
diferentes concentraciones (50, 100, 200 y 1000 ppm). Evidenciaron que la cepa
C. polizona mostré un 100% de decoloracion a una concentraciéon de 50 ppm;
Pycnoporus sp. y Penicillium sp., mostraron un 75 % de decoloracién a una
concentracion de 50 ppm; mientras que a una concentracion de 100 ppm

obtuvieron un 50% de decoloracién.



e llyas y Rehman. (2013) @9, en Pakistan, demostraron que Aspergillus niger y
Nigrospora sp fueron capaces de decolorar el colorante azoico rojo Synozol HF-
6BN en metabolitos, y que estos metabolitos degradados por los hongos no son
téxicos para la microflora beneficiosa para el suelo ni para el crecimiento de la
planta Vigna radiata. Determinaron que A. niger y Nigrospora sp., tuvieron un
porcentaje de decoloracion de 88% y 96% respectivamente en el colorante azoico
después de 24 dias de incubacion; y que no hubo ninguna zona de inhibicion de
crecimiento de la microflora en las placas de agar y el crecimiento de la planta

Vigna radiata en presencia de la muestra extraida del tinte fue satisfactoria.

e Kuhar et al. (2013) @®, en Argentina, lograron identificar a los hongos aislados del
bosque andino patagdnico que fueron Agaricus bitorquis (cepa F011), Armillaria
sp. (FO012), Phellinus andino-patagonicus (F013), Fistulina antarctica (F014),
Gymnopilus spectabilis (FO15) y un hongo de familia de las bolbitiaceas (F016);
de los cuales bolbitiacea, A. bitorquis, G. spectabilis y la cepa G. applanatum
obtuvieron decoloracién al menos en uno de los colorantes verde de malaquita y
cristal violeta. Observaron al hongo Agaricus bitorquis con un halo de decoloracién
en cristal violeta mucho mayor que el de su crecimiento, también evidenciaron en
su aislamiento una altisima capacidad de degradacion en ambos colorantes
trifenilmetanos, reflejandose una rapida decoloracion en la placa luego de 5 dias
de crecimiento; ademas exhibe una mayor actividad en la enzima lacasa que los
demas aislamientos (68.7 mUEg-1 sin VM y 52,6 mUEg-1 con VM), mientras que
en el aislamiento del hongo de la familia bolbitiaceas mostro actividad lacasa ( 7,7

mUEg-1 sin VM y 10,9 mUEg-1 con VM).



e Shahid et al. (2013) @9, en la India, aislaron 56 hongos de suelo, de los cuales
seleccionaron 3 de ellos (A. niger, F oxysporum y T. lignorum) después de un
analisis exhaustivo de biodegradacion de los tintes textiles (rojo congo, cristal
violeta y azul de metileno). En medio liquido y bajo condiciones estacionarias el
porcentaje de degradacion que demostraron los hongos Aspergillus niger fue
74.07% en el rojo congo, 33.82% en el cristal violeta y 22.44% en azul de metileno;
Fusarium oxysporum 78.9% en el rojo congo, 53.4% en cristal violeta y 48.5% en
azul de metileno, mientras que en Trichoderma lignorum fue 35.25% en rojo

congo, 92.7% en cristal violeta y 48.3% en azul de metileno.

e Rani et al. (2014) @9, en la India, evaluaron la biodegradacién del colorante verde
malaquita, nigrosin y fucsina basica, aislando hongos de sitios de efluentes
contaminados con colorantes que fueron Aspergillus niger y Phanerochaete
chrysosporium, utilizando el método de recubrimiento de tubo y medios liquidos
incubandose bajo agitacién y condiciones estacionarias. En medio liquido bajo
agitacion A. niger mostré un 81.85% de decoloracion en el colorante fucsina
basica, 77.47% en nigrosin, 72.77% en verde malaquita y por la mezcla de
colorantes un 33.08%, mientras que el hongo P. chrysosporium mostr6 un 90.15%
de decoloracién el colorante nigrosin, 89.8% en fucsina basica, 83.25% en verde
malaquita y por la mezcla de colorantes un 68.4%. A través del bioensayo de
germinacion de las semillas de trigo después de 4 dias de incubacion los
colorantes no tratados inhibieron la germinacion de las semillas, mientras que en

los colorantes tratados después de 48h se observd germinacion en las semillas.



e Rojas y Hormaza. (2016) ©Y, en Colombia, evaluaron la capacidad de
biodegradacién del colorante azul brillante utilizando hongos de la podredumbre
blanca como P. osteatrus, P. pulmonaris y T. versicolor. Observaron desaparicién
total del colorante con las tres cepas flungicas presentando halos de decoloracién
a una concentracién de 100 ppm suplementado con glucosa, en cambio en el
medio sin glucosa se observé crecimiento del hongo sin percepcion visual de
decoloracion. Mediante la fermentacion en estado soélido T. versicolor mostré una
diferencia significativa con un promedio de 53%; los 2 hongos del género
Pleurotus sp. mantuvieron promedios semejantes y valores de decoloraciéon

superiores al 80%.

e Ali et al. (2016) ©?, en Egipto, aislaron a Aspergillus niger a partir de una solucién
de tinte residual para determinar su capacidad de decolorar el colorante cristal
violeta, en donde obtuvieron que A. niger logr6 un porcentaje de degradacion de
84.6% a una concentracién de 40 ppm; sin embargo, a 50 ppm el crecimiento

fungico de A. niger se inhibi6 fuertemente después de 10 dias de incubacion.

e Kivanc y Dogruer. (2017) 3, en Turquia, demostraron que los microorganismos
Fusarium sp, Penicillium expansum, P. citreo-viride, Aspergillus flavipes,
Trichoderma harzianum y Paecilomyces variotii aislados de la corriente de Porsuk
fueron capaces de decolorar los colorantes Xiron naranja RHD (FW) y escarlata
tobactive P2R (Kimsa) provenidos del suelo y aguas residuales de una fabrica

textil, produciendo zonas claras alrededor de sus colonias en las placas con agar.



e Srinu et al. (2017) ®4, en la India, aislaron 2 cepas de Aspergillus fumigatus y
Aspergillus tamari alrededor de los efluentes de las industrias textiles; los cuales
tuvieron la capacidad de decoloraciéon en los colorantes Azul remazol brillante-R
(RBBR), Azul brillante-R (BBR) y Azul 4cido-25 (AB-25). A. fumigatus mostré un
porcentaje de decoloracion maximo con AB-25 (86.3%) y un porcentaje minimo
con RBBR (64.7%); mientras que A. tamari mostroé un porcentaje de decoloraciéon

maximo con RBBR (78.3%) y un porcentaje minimo con BBR (46.3%).

e Ranjitha et al. (2018) ©, en la India, evaluaron la efectividad de degradacién y
decoloracién que tiene Aspergillus niger frente a los colorantes verde de
malaquita, nigrosin y fucsina basica en medio liquido bajo condiciones estéticas.
La decoloracién mas alta se observo en fucsina basica con un 80.15%, siguiéndole
nigrosin con un 57.47%, verde de malaquita con 52.34% y por ultimo la mezcla de

los tres colorantes con un 30.66%.



II. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales.
3.1.1. Material bioldgico:
El material biolégico esta constituido por muestras aisladas de suelo y
restos vegetales procedentes de los campos experimentales de la
Facultad de Ciencias Biolégicas, UNICA. (Ver anexo, Figura. 06 — Ay

B).

3.1.2. Colorantes:

Los colorantes trifenilmetanos que se utilizaron fueron el cristal violeta
(CH2sH30CIN3), de peso molecular de 407.99 g/mol, verde de malaquita
(Cs2Hs4N4012), de peso molecular 927.02 g/mol y fucsina basica
(C20H20CIN3), de peso molecular 337.85 g/mol; y el colorante azoico que

se utilizo fue la safranina (C20H19CIN4), de peso molecular 350.84 g/mol.

3.2. Métodos

3.2.1. Toma de muestra
Con la ayuda de una pala de mano se tomé una porcién de suelo cerca
de las raices y restos vegetales, aproximadamente 250 g por separado
y se colocé en una bolsa ziploc (Ver anexo, Figura. 07). Las muestras
fueron trasladadas al laboratorio y procesadas en el menor tiempo
posible.

3.2.2. Procesamiento de la muestra.
3.2.2.1. Aislamientos de hongos ambientales.
Se pesaron 10 g de las muestras de suelo y restos vegetales las cuales

fueron colocadas en frascos conteniendo 90 mL de SSF 0,85%

10



3.2.3.

obteniéndose una dilucién 10 luego se homogenizaron dejandose en
reposo por 30 minutos y se procedié a realizar diluciones hasta la
dilucién 102, De las respectivas diluciones se sembraron por superficie
0,1 mL en placas petri con PDA mas antibiético y se llevo a incubar a
temperatura ambiente por 3 a 5 dias. Las colonias de hongos que se
aislaron eran diferentes macroscopicamente, se sembraron por puntura
en placas con agar papa dextrosa y se llevaron a incubar a temperatura
ambiente por 3 a 5 dias, para mantener su viabilidad se subcultivaron
periddicamente en tubos inclinados con agar papa dextrosa a 4°C (Ver

anexo, Figura. 07).

Seleccién de hongos aislados de suelo y restos vegetales con

capacidad decolorativa en los colorantes trifenilmetanos y azoico.

Una vez aislados los hongos ambientales se evaluaron en placas con
agar PDA, adicionando los colorantes trifenilmetanos y azoico (verde de
malaquita, cristal violeta, fucsina basica y safranina respectivamente) a
una concentracion de 50 ppm. Para evaluar este ensayo con ayuda de
un sacabocado se tomd6 1 disco de 1 cm de didmetro del borde del
crecimiento de los hongos aislados y con pinzas estériles se colocaron
en placas con agar PDA mas los colorantes en evaluacion, luego se
llevé a incubar a temperatura ambiente durante 14 dias. Este ensayo se
realizd6 para seleccionar solo a los hongos que tuvieron capacidad
decolorativa (Ver anexo, Figura. 08). Posteriormente se realizaron
experimentos similares cultivandose en placas Petri sobre medios

conteniendo los colorantes individuales (cristal violeta, verde de
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malaquita, fucsina bésica y safranina) a diferentes concentraciones

50,100, 200 y 1000 ppm.

3.2.4. Ildentificacién de las cepas de hongos ambientales con capacidad

decolorativa.

3.2.4.1. Observacién macroscopica.

Se observaron las caracteristicas macroscopicas como, forma, tamafio,
color en el lado adverso y reverso, pigmentacion, textura, aspecto,

superficie, etc. (Ver anexo, Figura. 09)

3.2.4.2. Observacion microscopica -Técnica de microcultivo.

Se empled la técnica de microcultivo para una mejor identificacion
microscopica en las colonias. La metodologia empleada de la técnica
de microcultivo se describe a continuacion3:

En una caja Petri se coloc6 una varilla de vidrio en forma de V y sobre
esta un porta objetos con un cubre objetos encima, se esterilizo el
material y se prepard una caja Petri con medio selectivo (agar papa
dextrosa) aproximadamente 5 mm de espesor, el medio se cortd en
cubos de 10 mm con un bisturi estéril, luego se colocd una pequefa
porcion del hongo en el centro del cubo y se coloco en el cubre objetos,
posteriormente se le coloc6 algodon humedo estéril en la placa Petri,
teniendo cuidado de no mojar el cultivo, se incub6 durante 5 dias a T°
ambiente. Pasando los 5 dias, se retir6 el cubreobjeto y se coloc6 en un
portaobjeto limpio en el que previamente se habia depositado azul de
lactofenol y se hicieron observaciones al microscopio utilizando el

objetivo 40X. Luego se realizd el reconocimiento de estructura fangica
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3.2.5.

como: hifas, micelio, conidi6éforos, esporangiéforos, macroconidias,
microconidias y esporas. Se utilizaron las claves de identificacion para
el reconocimiento de género o especie de las colonias®’% (Ver anexo,

Figura. 09).
3.2.4.3. Confirmacién de las cepas.

La confirmacién de las cepas se realizé con la ayuda del Instituto

Nacional de Salud (INS). (Ver anexo 03.)

Determinacién cualitativa de la decoloracion en los colorantes

trifenilmetanos y azoico.
3.2.5.1. Determinacién de los grados de decoloracién.

Los hongos que fueron previamente sembradas en agar PDA e
incubados a T° ambiente por 5 dias, ayuda de un sacabocado se tomé
un disco de micelio de 1 cm de diamétro el cual se coloco en la placa
Petri que contenia agar PDA suplementado con los colorantes verde de
malaquita, cristal violeta, safranina y fucsina en las concentraciones 50,
100, 200 y 1000 ppm, luego se llevé a incubar a T° ambiente por 14 dias
(Ver anexo, Figura. 10), en el cual se observé los grados de

decoloracién segun la siguiente tabla de acuerdo a Salas y col. 2012.

Decoloracién cualitativa para observar los grados de decoloracion?:.

*Presentd crecimiento de micelios superficial.
++++: 100% de placa decolorada.

+++-: 75% de placa decolorada.

++--: 50% de placa decolorada.

+---: 25% de placa decolorada.

----: 0% de placa decolorada.
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3.2.6. Determinacion cuantitativa de la decoloracién en los colorantes

trifenilmetanos y azoico.
3.2.6.1 Determinacion del porcentaje de decoloracion.

Los hongos que fueron previamente sembrados en agar PDA e
incubados a T° ambiente por 5 dias, con ayuda de un sacabocado se
tomo6 4 discos de 1 cm de diametro, los cuales fueron colocados en
frascos conteniendo 100 mL de caldo papa dextrosa suplementado con
los diferentes colorantes ensayados a las concentraciones de 50, 100,

200y 1000 ppm, luego se llevaron a incubar por 14 dias a T° ambiente?*.

Luego del periodo de incubacion se tomé 100 mL de las muestras
ensayadas y se filtr6 con papel de filtro®; se colocé 5 mL de muestra
filtrada en tubos de ensayo y se centrifugd a 4000 rpm por 10 min. Para
determinar la decoloracion en el tratamiento de los colorantes verde de
malaquita, cristal violeta, fucsina béasica y safranina se leyd la
absorbancia de las muestras en un espectrofotometro
Spectrophotometer UNICO Model 2100 a una longitud de onda de 620
nm, 590 nm, 550 nm y 530 nm respectivamente (Ver anexo, Figura. 11).
Como blanco de lectura se utiliz6 el medio de cultivo caldo de papa

dextrosa (24g/l) sin colorante?..

La férmula que se emple6 para determinar el porcentaje de decoloracion

en medio liquido es:

Pdd (%)= _A=A) 100
A
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Dénde:

Pdd (%) es el porcentaje de decoloracién, A es el valor de absorbancia
y los subindices i y f son el tiempo inicial y final del tratamiento

respectivamente?*,

Para determinar la decoloracion tanto de manera cualitativa como
cuantitativa en cada ensayo se realizé por duplicado; y con su control

respectivo.

3.2.7. Bioensayo de germinacién en semillas de Lactuca sativa L. var great

lakes 659.

Para realizar el bioensayo de la germinacion de semilla se utilizé
semillas de lechuga Lactuca sativa L. var great lakes 659, las cuales se
desinfectaron usando solucién al 0.5% de hipoclorito de sodio durante
50 s, luego se lavaron 6 a 7 veces con agua destilada estéril para

eliminar los residuos de hipoclorito®® (Ver anexo, Figura. 12).

Luego se colocaron 10 semillas en las placas Petri que contenian papel
de filtro Whatman N°2 de 90 mm de diametro saturado con 4 o 5 ml del
medio con colorante tratado, por otro lado, se prepararon placas control
una con colorante no tratado y otra con agua de cafio estéril; las semillas
se colocaron dejando espacio para permitir la germinacion. Luego las
placas se colocaron en bolsas plasticas para evitar la pérdida de
humedad y se llevaron a incubar a T° ambiente durante 120 horas por

duplicado® (Ver anexo, Figura. 12).

La féormula que se emple6 para determinar el porcentaje de germinacién

de las semillas es:
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NSG
PG (%)= —— x100
Nsr

Dénde:

PG (%) es el porcentaje de germinacién, Nsc es el nUmero de semillas

germinadas, Nst es el nimero total de semillas sembradas*:.
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IV. RESULTADOS

Se aisl6 un total de 24 cepas de hongos ambientales en los campos experimentales
de la facultad de Ciencias Bioldgicas en la Universidad Nacional San Luis Gonzaga;

14 fueron de las muestras de suelo y 10 fueron de las muestras de restos vegetales.

m SUELO
M RESTOS VEGETALES

Figura. 01. Numero de cepas aisladas de suelo y restos vegetales, Abril, 2018.
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Para probar que las 24 cepas aisladas podian decolorar alguno de los colorantes, se

realizaron ensayos de decoloracién utilizando agar papa dextrosa mas colorantes

cristal violeta, verde de malaquita, fucsina y safranina a una concentracion de 50 ppm

en placas Petri (Anexo, Tabla. 12), donde se seleccionaron a 10 cepas de hongos

gue tuvieron la capacidad de decolorar en alguno de los colorantes. En la tabla. 01,

se muestra la decoloracion de las cepas S-C01, RV-C03, RV-C06, S-C07, RV-C08,

RV-C12, S-C13, S-C14, S-C23 y S-C24 al menos en alguno de los colorantes

trifenilmetanos y azoico, siendo estas las que se seleccionaron para los estudios

superiores.

Tabla. 01. Seleccion de hongos aislados de suelo y restos vegetales con capacidad

decolorativa a una concentracién de 50 ppm.

Colorantes a la concentraciéon de 50 ppm

CEPAS Colorantes trifenilmetanos Colorante azoico
Verde de malaquita Cristal violeta Fucsina Safranina

S-Co1 X X - X
RV-C03 X X X X
RV-C06 X X X X
S-C0o7 X X - X
RV-C08 - - - X
RV-C12 X X - X
S-C13 - - - X
S-Cl14 X X - X
S-C23 X X - X
S-C24 X X - X

Nota:

X :Presentd decoloracion

- :No presentd decoloracion

S :Suelo

RV : Restos vegetales

C :Numero de cepas
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Se identificaron 6 géneros de hongos; (Penicillium, Aspergillus, Alternaria,
Nigrospora, Hialofomiceto y Oideodendron); y 10 especies (P. chrysogenum, P.
expansum, A. niger, A. nidulans, A. flavus 1, A. flavus 2, A. alternata, Nigrospora sp.,
Hialofomiceto y Oideodendron sp. con capacidad decolorativa, de los cuales 6 fueron

aislados de suelo (S) y 4 de restos vegetales (RV).

Tabla. 02. Géneros y especies de hongos aislados e identificados de suelo y restos

vegetales con capacidad decolorativa frente a los colorantes trifenilmetanos y azoico.

GENEROS CODIGO DE
AISLAMIENTO ESPECIES

S-CO01 A. niger

S-C07 A. nidulans
Aspergillus

S-C23 A. flavus 1

S-C24 A. flavus 2

RV-C06 P. chrysogenum
Penicillium

S-C13 P. expansum
Alternaria RV-C03 A. alternata
Nigrospora RV-C08 Nigrospora sp.
Hialofomiceto RV-C12 Hialofomiceto
Oidiodendron S-Cl14 Oidiodendron sp.
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MACROSCOPICO

ADVERSO REVERSO MICROSCOPICO

o € //‘
St 8 Pre §o 77

Figura. 02. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de hongos del género
Aspergillus con capacidad decolorativa. A. A. niger; B. A. nidulans; C. A. flavus 1; D.
A. flavus 2.
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MACROSCOPICO

ADVERSO REVERSO MICROSCOPICO

Figura.03. Caracteristicas macroscopicas y microscépicas de hongos del género
Penicillium con capacidad decolorativa. E. Penicillium chrysogenum; F. Penicillium

expansum.
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MACROSCOPICO

ADVERSO

REVERSO

MICROSCOPICO

Figura. 04. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas del género Alternaria,

Nigrospora, Hialofomiceto y Oideodendron con capacidad decolorativa. G. A.

alternata; H. Nigrospora sp. |. Hialofomiceto; J. Oideodendron sp.
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De las 8 cepas de hongos que se sembraron en el colorante verde de malaquita en
medio sélido, la cepa Hialofomiceto mostr6 mayor decoloracién obteniendo una
decoloracién del 100% en la concentracion 50 y 100 ppm; y 75% a la concentracion
de 200 ppm, finalmente a 1000 ppm solo se observé crecimiento fungico superficial
mas no decoloracién; mientras A. alternata y Oideodendron sp., mostraron una
decoloracién de 75% a la concentracion de 50 ppm; una decoloracién de 25% a 100
ppm, y finalmente a 200 y 1000 ppm solo se solo se observé crecimiento fangico

superficial (Ver anexo, Figura. 13).

Tabla 03. Decoloracién cualitativa del colorante verde de malaquita a diferentes

concentraciones por las cepas seleccionadas.

Concentracién del colorante Verde de malaquita

Cepa fungica

50[ppm] 100 [ppm] 200 [ppm] 1000 [ppm]
A. niger - *oee — L
A. alternata +++- - *____ *____
P. chrysogenum ++4- * L— * o
A. nidulans +++- - L — *
Hialofomiceto ++++ 4+ - * .
Oidiodendron sp. - +omn L * o
A. flavus 1 ++-- f— L —
A. flavus 2 ++-- f— L —

Fuente: Salas y col., 2012

Nota:

*Presentd crecimiento de micelios superficial.
++++: 100% de placa decolorada.

+++-: 75% de placa decolorada.

++--: 50% de placa decolorada.

+---: 25% de placa decolorada.

----: 0% de placa decolorada.
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En el colorante verde de malaquita en medio liquido, se observo un mayor porcentaje
de decoloracién en la concentracién de 50 ppm con un 97.73% en A. niger, a 100
ppm A. alternata obtuvo un 93.90%; y a 200 ppm Hialofomiceto obtuvo un 25.65% de

decoloracioén (Ver anexo, Figura. 18).

Tabla. 04. Promedio de los porcentajes de decoloracion cuantitativa del colorante

verde de malaquita en caldo papa dextrosa por hongos aislados de suelo y restos

vegetales.
Diferentes concentraciones del colorante verde de
Cepa fungica malaquita en ppm

50 100 200

A. niger 97.73% — —

A. alternata 95.30% 93.90% —

P. chrysogenum 93.26% — —

A. niger 92.56% — —
Hialofomiceto 96% 35.42% 25.66%

Oideodendron sp. 86.13% 67% —

A. flavus 1 78.13% — —

A. flavus 2 95.07% — —
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En el colorante cristal violeta en medio sdlido la cepa Hialofomiceto mostré6 mayor
decoloracién; evidenciando una decoloracion de 75% en las concentraciones 50 y
100 ppm, en 200 un 25% de decoloracién y a 1000 ppm no se evidencié decoloracién,
pero si crecimiento fungico. Por otro lado, Penicillium chrysogenum mostré un 75%
de decoloracion en la concentracion de 50 ppm, 25% de decoloracion en 100 ppm; y
finalmente en 200 y 1000 ppm solo se observd crecimiento fungico superficial mas

no decoloracién (Ver anexo, Figura. 14).

Tabla. 05. Decoloracion cualitativa del colorante cristal violeta a diferentes

concentraciones por las cepas seleccionadas.

Concentracion del colorante Cristal Violeta

Cepa fungica

50[ppm] 100 [ppm] 200 [ppm] 1000 [ppm]
A. niger - - — L
A. alternata +4-- * L *
P. chrysogenum +++- — L— * o
A. nidulans +--- * L *
Hialofomiceto - - - *
Oideodendron sp. +om- * o — *___
A. flavus 1 +4-- — L — L
A. flavus 2 +-mn — L — L

Fuente: Salas y col., 2012

Nota:

*Presento crecimiento de micelios superficial.
++++: 100% de placa decolorada.

+++-: 75% de placa decolorada.

++--: 50% de placa decolorada.

+---: 25% de placa decolorada.

----: 0% de placa decolorada.
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En el colorante cristal violeta en medio liquido, se observé un porcentaje mayor de
decoloracién en la concentracién de 50 ppm con un 96.16% por A. alternata, a 100
ppm P. chrysogenum obtuvo un 93.96% de decoloracién y a 200 ppm la cepa
Hialofomiceto obtuvo un porcentaje de decoloracion de 0.13% (Ver anexo, Figura

19).

Tabla. 06. Promedio de los porcentajes de decoloracion del colorante cristal violeta

por hongos aislados de suelo y restos vegetales.

Diferentes concentraciones del colorante cristal violeta

Cepa fungica en ppm
50 100 200
A. niger 92.32% — —
A. alternata 96.16% — —
P. chrysogenum 94.09% 93.96%
A. nidulans 94.80% — —
Hialofomiceto 65.93% 53.35% 0.13%
Oideodendron sp. 64.76% — —
A. flavus 1 93.98% — —
A. flavus 2 95.64% — —
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En el colorante safranina en medio solido a una concentracion de 50 ppm A. alternata
y A. nidulans mostraron mayor decoloracion con un 75% de decoloracion, A. niger,
P. chrysogenum, Nigrospora sp., A. flavus 1 y A. flavus 2 mostraron un 50% de
decoloracién y finalmente Hialofomiceto, P. expansum y Oideodendron sp., sélo
mostraron un 25% de decoloracion. En la concentracion de 100 ppm todas las cepas
estudiadas, excepto A. alternata y Oideodendron sp., mostraron un 25% de
decoloracién; solo Nigrospora sp. mostr6 un 25% de decoloracion en la
concentracion de 200 ppm, mientras que en la concentracion de 1000 ppm ninguna
cepa mostré decoloracién significativa en dicho colorante (Ver anexo, Figura. 15y
16).

Tabla. 07. Decoloraciéon cualitativa del colorante safranina a diferentes
concentraciones por las cepas seleccionadas.

Concentracion del colorante Safranina

Cepa fungica

50[ppm] 100 [ppm] 200 [ppm] 1000 [ppm]
A. niger +4-- +omn * o *
A. alternata +t+- * - *
P. chrysogenum +-- — L— * o
A. nidulans +++- - L * o
Nigrospora sp. +-- — Fa— * o
Hialofomiceto +-- - - *____
P. expansum +--- +--- — *
Oidiodendron sp. +--- e * o *
A. flavus 1 +4-- — * o *
A. flavus 2 +4-- — * o *

Fuente: Salasy col., 2012

Nota:

*Presentd crecimiento de micelios superficial.
++++: 100% de placa decolorada.

+++-: 75% de placa decolorada.

++--: 50% de placa decolorada.

+---1 25% de placa decolorada.

----: 0% de placa decolorada.
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En el colorante safranina en medio liquido, se observé un mayor porcentaje de
decoloracién en la concentracion de 50 ppm con un 100% por Oideodendron sp., en
la concentracién 100 ppm P. expansum obtuvo un 90.12%; y en la concentracion 200

ppm Nigrospora sp. obtuvo un 51.80% (Ver anexo, Figura. 20).

Tabla. 08. Promedio de los porcentajes de decoloracion cuantitativa del colorante

safranina por hongos aislados de suelo y restos vegetales.

Diferentes concentraciones del colorante safranina

Cepa fungica en ppm

50 100 200

A. niger 88.20% 60.21% —

A. alternata 99.44% — —

P. chrysogenum 85.48% 80% —
A. nidulans 52.08% 14.66% 10.21%
Nigrospora sp. 85.62% 66.90% 51.80%

Hialofomiceto 86.18% 68.58% —

P. expansum 90.63% 90.12% —

Oideodendron sp. 100% — —

A. flavus 1 59% 34.06% —

A. flavus 2 64.11% 61.94% —
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Las cepas A. alternata y P. chrysogenum tuvieron la capacidad de degradar el
colorante fucsina superando el 25% de degradacion en las concentraciones de 50 y
100 ppm, mientras que en las concentraciones de 200 y 1000 ppm no presentaron
decoloracion significativa, pero si crecimiento fungico superficialmente (Ver anexo,

Figura 17).

Tabla. 09. Decoloracién del colorante fucsina a diferentes concentraciones por las

cepas seleccionadas.

o Concentracion del colorante Fucsina basica
Cepafungica

50[ppm] 100 [ppm] 200 [ppm] 1000 [ppm]
A. alternata +4-- 4o *____ *____
P. chrysogenum +--- +-- L — * o

Fuente: Salas y col., 2012

Nota:

*Presentd crecimiento de micelios superficial.
++++: 100% de placa decolorada.

+++-: 75% de placa decolorada.

++--: 50% de placa decolorada.

+---1 25% de placa decolorada.

----: 0% de placa decolorada
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En medio liquido la cepa que tuvo mayor tasa de porcentaje de decoloracion en el
colorante fucsina fue A. alternata con un 90.48% y 74.49% en las concentraciones

50 y 100 ppm respectivamente (Ver anexo, Figura. 21).

Tabla. 10. Promedio de los porcentajes de decoloracion cuantitativa del colorante

fucsina por hongos aislados de suelo y restos vegetales.

Diferentes concentraciones del colorante fucsina

Cepa flngica en ppm
50 100

A. alternata 90.48% 74.49%

P. chrysogenum 83.78% 70.68%
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Se realizé la prueba estadistica no paramétrica Kruskal — Wallis con el programa
SPSS v23 para las absorbancias obtenidas a los 14 dias de incubacion. Este analisis
se realiz6 con la finalidad de observar la existencia o no de diferencias significativas
entre los porcentajes de decoloracion en los colorantes verde malaquita, cristal
violeta y safranina, encontrandose que no existe diferencia estadisticamente
significativa entre los porcentajes, por lo que la significancia dio como resultado >0,05

(Ver Anexo 02).
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Figura. 05. Germinacion en semillas de Lactuca sativa L. var. great lakes. 659 en los colorantes tratados por P. chrysogenum a 50 ppm.
A. Germinacion de semillas en verde de malaquita; B. Germinacion de semillas en cristal violeta; C. Germinacion de semillas en fucsina

y D. Germinacion de semillas en agua de cafio estéril (control blanco). 1. Colorante no tratado (control) y 2. Colorante tratado.
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Tabla. 11. Porcentaje promedio de la germinacion de las semillas de Lactuca sativa L. var. great lakes 659 en los colorantes

trifenilmetanos y azoico tratado por las cepas fangicas.

Colorantes en las concentraciones de 50 y 100 ppm

Cepa fingica Colorantes trifenilmetanos Colorante azoico
Verde de malaquita Cristal violeta Fucsina Safranina
50 [ppm] 100 [ppm] 50 [ppm] 100 [ppm] 50 [ppm] 100 [ppm] 50 [ppm] 100 [ppm]
A. niger 50% — 0% - - - 35% 35%
A. alternata 0% 0% 0% - 90% 90% 40% -
P. chrysogenum 95% — 75% 30% 90% 90% 10% 10%
A. nidulans 0% - 0% - - - 0% 0%
Nigrospora sp. — — — - - - 5% 0%
Hialofomiceto 70% 0% 45% 30% — — 0% 0%
P. expansum - - - - - - 70% 60%
Oideodendron sp. 50% 0% 0% - - - 20% -
A. flavus 1 0% - 15% — — - 0% 0%
A. flavus 2 0% - 0% - - - 5% 0%
CONTROL + (colorante 5% 0% 85% 30% 30% 0% 25% 0%
sin inocular)
CONTROL - (agua de 100%

caino estéril)

Leyenda: - : No se sembro semillas.
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V. DISCUSION

En la actualidad, uno de los problemas mas frecuentes que se va
incrementando es la contaminacion de suelo y agua causando gran impacto
ambiental a nivel mundial debido a la consecuencia de la actividad humana y
procesos productivos, uno de ellos son las grandes industrias textiles que vierten sus
residuos de colorantes en cuerpos de agua y/o suelo. En el estudio se aislaron 14
cepas de hongos de la muestra de suelo y 10 de restos vegetales (Fig. 01); similar a
lo encontrado por Jozami et al. (2016), que registraron 13 géneros flngicos aislados

a partir de hojas descompuestas de S. argentinensis y P. prionitis, en Argentina®?.

Al realizarse el ensayo de las 24 cepas de hongos aisladas en los colorantes
trifenilmetanos y azoico a 50 ppm (Tabla. 12), se logré seleccionar 10 hongos con
capacidad decolorativa en los diferentes colorantes estudiados: verde de malaquita,
cristal violeta, fucsina y safranina, mostrando mejor decoloracion en el colorante
azoico (safranina); asi como menor decoloracion en el colorante trifeniimetano
(fucsina) (Tabla. 01). Algunos de los hongos que crecen en el suelo y restos vegetales
han desarrollado un sistema enzimatico Unico y no especifico que funciona en el
ambiente extracelular, esta capacidad se ha aprovechado para desarrollar sistemas
biolégicos direccionados a tratar contaminantes de alta estabilidad, como los

colorantes sintéticos textiles?6:43:44,

En el estudio se logré identificar 6 géneros y 10 especies de hongos, de los
cuales 6 fueron aislados de suelo y 4 de restos vegetales (Tabla. 02); mediante la
técnica de microcultivo® y utilizando las claves de identificacion descritas por Barnett
y Hunter (1972), Joseph (1963) y Piontelli y Toro (1994); asimismo, el Instituto
Nacional de Salud - INS confirmé la identificacion de las especies de hongos (Ver

Anexo 03).
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Los géneros de hongos con capacidad decolorativa en los colorantes
trifenilmetanos (verde de malaquita, cristal violeta, fucsina) y azoico (safranina) que
se identificaron fueron: Penicillium (Fig. 03), Aspergillus (Fig. 02), Alternaria,
Nigrospora, Hialofomiceto y Oideodendron (Fig. 04); similar a lo mencionado por
Lalitha et al. (2011); Shaid et all. (2013); Rani et al. (2014) y Ranjhita et al. (2018),
ellos demostraron que el género Aspergillus tuvo capacidad de degradacion en los
colorantes cristal violeta, verde malaquita, safranina y fucsina2°3035; Ali et al. (2009)
demostraron que el género Alternaria tuvo capacidad de decoloracién y degradaciéon
en el colorante verde malaquita?®, similar a lo encontrado en el estudio. Por otro lado,
el género Nigrospora presentd decoloracion en el colorante safranina; asimismo, llyas
y Rehman en el 2013 reportaron que este género tiene capacidad de decolorar y
desintoxicar el colorante rojo Synodol HF-6BN?’; esto pudo deberse a que ambos

colorantes pertenecen al grupo de colorantes azoicos.

Al evaluar los hongos identificados que tuvieron capacidad decolorativa frente
a los colorantes trifenilmetanos y azoico tanto cualitativa y cuantitativa; en el colorante
verde de malaquita, la cepa que mostré mayor decoloracién cualitativa (Tabla. 03)
fue Hialofomiceto con un porcentaje de 100% a una concentracion de 50 y 100 ppm,
y un 75% en 200 ppm; las cepas A. alternata y Oideodendron sp. mostraron una
decoloracién de 75% en 50 ppm; y a 100 ppm una decoloracion de 50% y 25%
respectivamente; por otro lado; la cepa P. chrysogenum presenté una decoloracion
cualitativa de 75% en la concentracion de 50 ppm. En cuanto al porcentajes de
decoloracién cuantitativa (Tabla. 04) la mas alta se observé en A. niger con un
97.73% a una concentracion de 50 ppm mas no a 100 ppm; difiriendo con Rani et al.
2014 que observaron una decoloracién de 50.37% a una concentracion de 100
ppm*°, esto se debe posiblemente a que A. niger podria ser otra variedad. En caso
de A. alternata se evidencié un porcentaje de decoloracion de 93.90% en la
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concentracion 100 ppm mas no se tiene reporte sobre esta especie, sin embargo, Al
et al. (2009) evidenciaron un porcentaje de 96.91% en A. solani a una concentracion

de 50 MGZ.

En el colorante cristal violeta la decoloracién cualitativa (Tabla. 05) mas alta
se observé en Hialofomiceto con un 75% de decoloracion a 50 y 100 ppm, un 25%
de decoloracién en 200 ppm y a 1000 ppm no se evidencié decoloracion; mientras
que, P. chrysogenum mostré un 75% y 25% de decoloracién en 50 y 100 ppm
respectivamente. En la decoloracion cuantitativa (Tabla. 06) A. alternata evidencio un
96.16% de decoloracion en la concentracién de 50 ppm, siendo esta la que mejor
degradg; por otro lado, en A. niger se observé un 92.32% de decoloracién a 50 ppm
difiriendo con Ali et al. (2016) que no observaron decoloracién a esta concentracion,
esto puede deberse posiblemente a que el A. niger fue otra variedad a lo identificado
en el estudio. P. chrysogenum evidencié un 93.96% de decoloracion a 100 ppm y

Hialofomiceto 0.13% a 200 ppm.

En el colorante safranina las cepas que mostraron mayor decoloracion
cualitativa (Tabla. 07) a 50 ppm fue A. alternata y A. nidulans con 75% de
decoloracién; por otra parte; en A. niger, Nigrospora sp., A. flavus 1, A. flavus 2 y P.
chrysogenum se evidencié un 50 % de decoloracién; diferente a lo reportado por
Salas et al. 2012, que determinaron que Penicillium sp. presentd un 75% de
decoloracién en Reactive Black 5%!, ambos colorantes pertenecen al grupo de los
colorantes azoicos. Asi mismo, se observd crecimiento fungico en las
concentraciones de 200 y 1000 ppm, mas no se observd decoloracion por parte de
las cepas fungicas, posiblemente esto se deba a que el colorante no es téxico para
el crecimiento fungico, pero que a mayor concentracion del colorante no se evidencia

decoloracién?t. En la decoloraciéon cuantitativa (Tabla. 08), Oideodendron sp.
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evidencié un 100% de decoloracion a una concentracién de 50 ppm, siendo este el
que mejor degrad6 y P. expansum evidencié un 90.12% a 100 ppm. Lalitha et al.
2011 demostraron que el colorante safranina fue facilmente degradado por A. flavus
hasta un 80 a 90% en un periodo de 3 a 7 dias, difiiendo a lo encontrado en el
estudio, donde, se evidencio que A. flavus 2 tuvo un porcentaje de decoloracién de

64.11% a 100 ppm después de 14 dias.

En cuanto al colorante fucsina solo 2 cepas (A. alternata y P. chysogenum)
tuvieron la capacidad de degradar cualitativamente (Tabla. 09) dicho colorante en las
concentraciones de 50 y 100 ppm. En la decoloracién cuantitativa (Tabla. 10) A.
alternata evidencié mejor decoloracion (90.48% y 74.49% a 50 y 100 ppm
respectivamente) que P. chrysogenum (83.78% y 70.68% a 50 y 100 ppm
respectivamente). Esta investigacion difiere a lo reportado por Rani et al. 2014, ellos

determinaron que A. niger tuvo la capacidad de biodegradar la fucsina®.

Al evaluar si existe o no diferencia significativa en la decoloracion de los
colorantes verde malaquita, cristal violeta y safranina por las absorbancias obtenidas
entre las cepas estudiadas a los 14 dias se aplicé la prueba estadistica no
paramétrica Kruskal — Wallis con el programa SPS v23 resultando que no existe
diferencia entre los porcentajes de decoloracion en los colorantes trifenilmetanos y

azoico (Ver Anexo 02).

En el estudio se puede observar que los hongos aislados son disimiles en
la capacidad de decolorar los colorantes trifenilmetanos y azoico en diferentes
porcentajes como es el caso de A. alternata y P. chrysogenum, solo estas 2 cepas
tuvieron la capacidad de decolorar los 4 colorantes ensayados (Fuente ver anexo,
Tabla. 13); McMullan et al. 2001 sustenta que los microorganismos son capaces

de decolorar y metabolizar colorantes*®, asimismo Cortazar et al. 2012 mencionan
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gue los hongos tienen varios mecanismos de decoloracion; el mecanismo de
bioadsorcion consiste en que las células de los hongos degradan gradualmente el
colorante unido a ellas, ocurriendo esto con o sin biodegradacion del contaminante®,
y el mecanismo de biodegradacion se produce mediante enzimas extracelulares

como la lignina peroxidasa, manganeso peroxidasa y lacasa®.

En la presente investigacion se observa que la mayoria de los hongos tuvo la
capacidad de biorremediar los colorantes trifenilmetanos y azoico mediante el
mecanismo de bioadsorcion ya que se pudo notar una disminucion de la intensidad
del color manteniendo su tonalidad; asimismo, Salas et al. 2012 y Rani et al. 2014
observaron a través de un microscopio la coloracién en sus micelios de los hongos
para determinaron el mecanismo de bioadsorcion?*. El mecanismo de
biodegradacién se manifiesta por un efecto batocrémico o hipsocromico de las
longitudes de onda de maxima absorcién de cada colorante, es decir el colorante
cambia de color y longitud de onda (Ver anexo 01); asimismo, Rani et al. 2014
menciona que la desaparicion del colorante puede deberse a la biodegradacién del
cromoforo en la molécula del colorante debido a la produccién de enzimas
extracelulares por hongos®, teniendo similitud con el presente estudio (Ver anexo,

Figura. 19 — Ay Figura. 18 - D).

En cuanto lo referente al bioensayo de germinacion de las semillas de Lactuca
sativa L. var great lakes 659 con los colorantes no tratados y tratados con las
diferentes cepas, mostraron comportamiento muy disimiles. Los colorantes tratados
con P. chrysogenum se evidencié mejores resultados en cuanto a la germinacion ya
gue se pudo observar germinacion de las semillas en los 4 colorantes ensayados,
donde en el colorante verde malaquita y fucsina tuvo un porcentaje de germinacién

mayor a 90%, lo que permite suponer que esta cepa disminuye considerablemente
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la toxicidad en estos colorantes (Tabla. 11). Con respecto a los colorantes no tratados
(control positivo), se visualizé que el colorante cristal violeta es el menos téxico frente
a las semillas de lechuga debido a que tuvo un mayor porcentaje de germinacion
(85%) y en algunos casos en el colorante safranina también se observé algo
parecido; sin embargo, en los mismos colorantes pero tratado se visualizé un
porcentaje de germinaciébn mas bajo que en los colorantes no tratados (control
positivo), esto puede deberse a que los colorantes que fueron tratados con hongos
durante el periodo de incubacién pudieron haber secretado metabolitos secundarios,
como las micotoxinas que son secretados por algunos géneros de hongos como
Aspergillus y Penicillium ocasionando inhibiciéon en la germinacion de las semillas*’;
o también los hongos pudieron ocasionar un cambio en la estructura quimica del

colorante haciéndolo mas toxico*®.

Como se puede observar en el estudio los hongos ensayados tienen la
capacidad de decoloracién, los que pueden ser utilizados como una alternativa
prometedora para desintoxicar y biorremediar los colorantes nocivos en el medio

ambiente.
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VI. CONCLUSIONES

Al término del estudio se llego a las siguientes conclusiones:

1.

Se identificaron 10 cepas con capacidad decolorativa en los colorantes
trifenilmetanos y azoico; A. niger, A. nidulans, A. flavus (1 y 2), P.
chrysogenum, P. expansum, Nigrospora sp., Oideodendron sp., A. alternata

y Hialofomiceto.

En el colorante verde de malaquita a 50 ppm 8 cepas tuvieron capacidad
decolorativa a excepcién de Nigrospora sp. y P. expansum, el porcentaje de
decoloracién oscil6 entre 78.13% a 97.73% siendo A. niger el que dio mejor

resultado.

En el colorante cristal violeta a 50 ppm 8 cepas tuvieron capacidad
decolorativa a excepciéon de Nigrospora sp. y P. expansum, el porcentaje de
decoloracién oscilé entre 64.76% a 96.16%, siendo A. alternata el que dio

mejor resultado.

En el colorante safranina todas las cepas identificadas tuvieron capacidad
decolorativa a 50 ppm y el porcentaje de decoloracion oscilé entre 59% a

100%, siendo Oideodendron sp. el que dio mejor resultado.

En el colorante fucsina sélo A. alternata y P. chrysogenum tuvieron capacidad

decolorativa a 50 y 100 ppm, el porcentaje de decoloracion oscilé entre

70.68% y 90.48%, siendo A. alternata el que dio mejor resultado.
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6. Los colorantes tratados con A. niger, P. chrysogenum, Hialofomiceto,
Oideodendron sp., A. flavus 1, A. nidulans y A. alternata fueron los que
evidenciaron germinacion en las semillas de Lactuca sativa L. var. great lakes

659.

7. P. chrysogenum fue la Unica cepa que tuvo capacidad decolorativa en los
colorantes verde de malaquita, cristal violeta, safranina y fucsina, asimismo,
los 4 colorantes tratados por esta cepa se evidencié germinacion en las

semillas de lechuga.
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VIl. RECOMENDACIONES

1. Realizar estudios complementarios con el objetivo de definir el/los

mecanismos de decoloracion.

2. ldentificar las enzimas de los hongos y evaluar su actividad enzimética en la

decoloracion de los colorantes.

3. Realizar condiciones 6ptimas en el medio de cultivo como pH, temperatura,
rpm entre otros; para mejorar el rendimiento de los hongos en la decoloracion

de los colorantes trifenilmetanos y azoico.

4. Realizar pruebas en efluentes y/o suelos contaminados con colorantes para

evaluar la efectividad del proceso “in vivo”.
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I X. ANEXOS



Figura. 06. Campos experimentales de la Facultad de Ciencias Biologicas en la
Universidad Nacional San Luis Gonzaga. A. Muestra de suelo; B. Muestra de restos
vegetales.
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Pesado de las Diluciones hasta la 102 Siembra por superficie en Incubar a T° ambiente por 3
muestras 10 g en SSF placas con PDA a5 dias

Muestra de restos
vegetales

Se mantuvieron en Aislamiento de las
tubos con PDA a 4°C cepas en PDA

Figura. 07. Flujograma del aislamiento de los hongos ambientales en muestras de suelo y restos vegetales.
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Sembrar en agar PDA e
incubar a T° ambiente
por 3 a5 dias

Hongo sin
identificar

Seleccionar las cepas que
tuvieron capacidad
decolorativa en los colorantes

Con un sacabocado
cortar un disco de 1
didmetro

Incubar a T° ambiente
por 14 dias

Sembrar el disco con micelio en
agar PDA + colorante a 50 ppm

Figura. 08. Flujograma de seleccién de hongos aislados de suelo y restos vegetales con capacidad decolorativa en los colorantes

trifenilmetanos y azoico.
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[ IDENTIFICACION DE HONGOS AMBIENTALES CON CAPACIDAD DECOLORATIVA ]

Observacion microscdpica ] [ Observacion macroscopica ]

|
N

[ Técnica de Microcultivo J

-

L%

L

Forma vy tamaiio

Colocar en una placa Petri una varilla de vidrio en forma
de VWV, un porta y cubreobjetos, llevar a esterilizar.

Color

De una placa de PDA estéril corté con un bisturi estéril -
cubos de 10 mm de agar.

J
)
]
— - ‘
)
)
J

Pigmentacion

Coger el cubo de agar cortado y ponerlo sobre un
portachjeto.

Aspecto

Sobre los bordes del cubo se sembré una porcion del

Elevacion
hongo.

RO S A

Superficie

Colocar sobre el cubo de agar un cubreobjeto. ]4—

Colocar algoddn himedo estéril dentro de la placa Petri
y/o incubar a en estufa 25°C durante3 a 5 dias.

. Se retird el cubre objeto y se coloca en un porta objeto
Taxondmicas.

limpio con azul de lactofenol.
A -

‘ Tablas de Identificacidn J ' ™

Confirmacion de la Observar al microscopio a 400x. ]-l—
identificacion por el INS

Figura. 09. Flujograma de identificacién de hongos aislados de suelo y restos vegetales con capacidad decolorativa.
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Sembrar en agar PDA e

Hongo incubar a T° ambiente

Con un sacabocado
cortar un disco de 1
cm de diametro

Incubar a T° ambiente
por 14 dias
Sembrar el disco con micelio
en el agar PDA + colorante

*Present6 crecimiento de micelios
superficial.

++++: 100% de placa decolorada.
+++-: 75% de placa decolorada.

++--: 50% de placa decolorada.

+---1 25% de placa decolorada.

----: 0% de placa decolorada.

Lectura de los grados de Comparando la placa decolorada por
decoloracion segun Salas et al. 2012 el hongo con su control

Figura. 10. Flujograma de determinacion cualitativa del porcentaje de decoloracion en los colorantes trifenilmetanos y azoico.
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»

Honeo S.embrar en agar F.’DA e Con un sac?bocado IncubaraT ar’nblente Comparando el cultivo
_ Hong incubar a T° ambiente cortar un disco de 1 por 14 dias decolorado por el hongo con su
identificado por 3 a 5 dias cm de didmetro control

Sembrar 4 discos con micelio
en caldo papa dextrosa

(Ai — Af) x 100
Pdd (%)= ———— «

Ai
Determinar el porcentaje de Centrifugar a 4000 Lectura de absorbancia del Filtrar el colorante tratado
decoloracion mediante esta rpm/10min sobrenadante filtrado en el con papel de filtro

férmula seguin Cardona et al. 2009 espectrofotémetro

Figura. 11. Flujograma de determinacion cuantitativa del porcentaje de decoloracion en los colorantes trifenilmetanos y azoico.
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Desinfeccion con hipoclorito
al 0.5% y se lavéd 6 a 7 veces
con agua destilada

Semillas de Lactuca sativa L.
var great lakes 659

—)

g

Llevar a incubar a oscuridad
por 120 horas

Colocar 10 semillas en cada
placa Petri

Nsc x 100
PG (%) =

Colorante filtrado tratado
por los hongos

NsT

El papel Whatman N°2 saturado con Determinar el porcentaje de

405 mL del colorante tratado y no germinaci6n segtin Wilches et Observar la germinacion de las
tratado (control) .
al. 2008 semillas

Figura. 12. Flujograma de bioensayo de la germinacion en semillas de Lactuca sativa L. var great lakes 659. en colorantes tratados y
no tratados.
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Figura. 13. Decoloracion cualitativa de verde malaquita después de 14 dias de

tratamiento en medio sélido con A. Hialofomiceto; B. A. alternata; C. Oideodendron
sp. y D. P. chrysogenum. (a) Controles sin indculo fungico; (b) Réplica 1; (c) Réplica
2; (1) 50 ppm; (2) 100 ppm; (3) 200 ppm y (4) 1000 ppm de concentracion.
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Figura. 14. Decoloracion cualitativa de cristal violeta después de 14 dias de
tratamiento en medio sélido con A. Hialofomiceto y B. P. chrysogenum. (a) Controles
sin in6culo fungico; (b) Réplica 1; (c) Réplica 2; (1) 50 ppm; (2) 100 ppm; (3) 200 ppm
y (4) 1000 ppm de concentracion.
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Figura. 15. Decoloracion cualitativa de safranina después de 14 dias de tratamiento
en medio soélido con A. A. alternata; B. A. nidulans; C. A. niger y D. P. chrysogenum.
(a) Controles sin indculo fungico; (b) Réplica 1; (c) Réplica 2; (1) 50 ppm; (2) 100
ppm; (3) 200 ppm y (4) 1000 ppm de concentracion.

61



Figura. 16. Decoloracion cualitativa de safranina después de 14 dias de tratamiento
en medio sélido con A. Nigrospora sp.; B. Hialofomiceto; C. P. expansum y D.
Oideodendron sp. (a) Controles sin in6culo fangico; (b) Réplica 1; (c) Réplica 2; (1)
50 ppm; (2) 100 ppm; (3) 200 ppm y (4) 1000 ppm de concentracion.
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Figura. 17. Decoloracion cualitativa de fucsina después de 14 dias de tratamiento en
medio soélido con A. P. chrysogenum y B. A. alternata. (a) Controles sin inéculo
fungico; (b) Réplica 1; (c) Réplica 2; (1) 50 ppm; (2) 100 ppm; (3) 200 ppmy (4) 1000

ppm de concentracion.
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Figura. 18. Decoloracion cuantitativa de verde malaquita después de 14 dias de

tratamiento en medio liquido con A. A. niger y B. P. chrysogenum a 50 ppm. C A.
alternata a 100 ppm. D. Hialofomiceto a 50 ppm.
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Figura. 19. Decoloracion cuantitativa de cristal violeta después de 14 dias de

tratamiento en medio liquido con A. A. alternata y B. A. niger a 50 ppm. C. P.
chrysogenum a 100 ppm. D. Hialofomiceto a 200 ppm.
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Figura. 20. Decoloracion cuantitativa de safranina después de 14 dias de tratamiento
en medio liquido con A. Oideodendron sp. y B. A. flavus 2 a 50 ppm. C. P. expansum
a 100 ppm. D. Nigrospora sp. a 200 ppm.
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Figura. 21. Decoloracion cuantitativa de fucsina después de 14 dias de tratamiento
en medio liquido con A. A. alternata 'y B. P. chrysogenum a 50 ppm. C. A. alternata 'y
D. P. chrysogenum a 100 ppm.
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Tabla. 12. Evaluacion de las 24 cepas aisladas de suelo y restos vegetales en los

colorantes trifenilmetanos y azoico.

Colorantes a la concentracion de 50 ppm

CEPAS - - - - -
Verde de malaquita Cristal violeta Fucsina Safranina

S-Co1
RV-C02
RV-C03

S-Co4

S-C05
RV-C06

S-C07
RV-C08
RV-C09

S-C10

S-Ci11
RV-C12

S-C13

S-C14
RV-C15

S-C16

S-C17
RV-C18
RV-C19

S-C20
RV-C21

S-C22

S-C23

S-C24

"XXXXXXXX'X‘XXXX"XX‘X'
Q0O X XX XXXXX@X@XXXX@@XXXE@X>x@®
X X X X X X X X X XX X X XXX XX@XXG@E@XX

“><><><><><><><><“‘><><><“‘><><‘><.

Leyenda:

: Decoloracién en el colorante safranina.

: Decoloracién en el colorante cristal violeta.

: Decoloracién en elcolorante verde de malaquita.
: Decoloracién en ee colorante fucsina.

:No presentd decoloracién.

: Restos vegetales.

: Suelo.

R

w< <X o000
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Tabla. 13. Hongos con capacidad decolorativa en los colorantes trifenilmetanos y
azoico a 50 ppm.

Colorantes a la concentracion de 50 ppm

CEPAS - - - - -
Verde de malaquita Cristal violeta Fucsina Safranina
A. niger ® o X ()
A.alternata ( { ] ( (]
P. chrysogenum ] ) () [ ]
A. nidulans o ( X (]
Nigrospora sp. o (] X o
Hialofomiceto ] ® X (
P. expansum X X X (]
Oideodendron sp. ® { X (]
A. flavus 1 { ] o X (]
A. flavus 2 ® L X L
Leyenda:
@ : Decoloracidon en el colorante safranina.
@ : Decoloracién en el colorante cristal violeta.
@ : Decoloracidon en el colorante verde malaquita.
@ : Decoloracién en el colorante fucsina.
X : No presentoé decoloracién.
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Anexo 01. Espectros de absorbancias y estructura quimica de los colorantes

trifenilmetanos y azoico.

Wavelengthi{nm)

{ESE) €0 stop...

Figura. 22. Espectro de absorbancia y estructura quimica del colorante verde

malaquita.

S
N
Cr
- ‘H“‘
g T =
|

Figura. 23. Espectro de absorbancia y estructura quimica del colorante cristal violeta.
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Figura. 24. Espectro de absorbancia y estructura quimica del colorante safranina.

WL:1100.0nm Abs: Step to:llO0. Onm

o NH

HCI

NH,

Figura. 25. Espectro de absorbancia y estructura quimica del colorante fucsina.
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Anexo 02. Prueba estadistica de Kruskall — Wallis entre los porcentajes de

decoloracion en los colorantes trifenilmetanos y azoico.

A) Prueba de Kruskall — Wallis en verde de malaquita a 50 ppm.

Rangos
Colorante Verde de malaquita a 50 ppm N Rango promedio
SC01 2 15,50
RVCO03 2 10,50
RVCO06 2 7,50
SC07 2 6,50
Porcentaje de decoloracién RVC12 2 12,50
SC14 2 3,50
SC23 2 1,50
SC24 2 10,50
Total 16

Estadisticos de prueba?®

Porcentaje de
decoloracion

Chi-cuadrado 13,432
Gl 7
Sig. asintédtica ,062

a. Prueba de Kruskal Wallis

b. Variable de agrupacién: Colorante
Verde de malaquita a 50 ppm
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B) Prueba de Kruskall — Wallis en cristal violeta a 50 ppm.

Rangos
Colorante Cristal violeta a 50 ppm N Rango promedio
SCo1 2 5,50
RVCO03 2 14,50
RVCO06 2 10,00
SCo7 2 10,50
Porcentaje de decoloracion RVC12 2 2,50
SC14 2 2,50
SC23 2 10,00
SC24 2 12,50
Total 16

Estadisticos de prueba?®

Porcentaje de
decoloraciéon

Chi-cuadrado 12,485
Gl 7
Sig. asintética ,086

a. Prueba de Kruskal Wallis

b. Variable de agrupacioén: Colorante
Cristal violeta a 50 ppm
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C) Prueba de Kruskall —Wallis en safranina a 50 ppm.

Rangos
Colorante Safranina a 50 ppm N Rango promedio
SCo1 2 10,50
RVCO03 2 17,50
RVCO06 2 10,50
SCo7 2 3,50
RVCO08 2 10,00
Porcentaje de decoloracion RVC12 2 10,00
SC13 2 13.50
SC14 2 19,50
SC23 2 5,50
SC24 2 4,50
Total 16

Estadisticos de prueba?®

Porcentaje de
decoloracién

Chi-cuadrado 14,279
Gl 9
Sig. asintotica ,113

a. Prueba de Kruskal Wallis

b. Variable de agrupacion: Colorante
Safranina a 50 ppm
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D) Prueba de Kruskall — Wallis en safranina a 100 ppm.

Rangos
Colorante safranina a 100 ppm N Rango promedio
SCO01 2 6,50
RVCO06 2 13,50
SCO07 2 1,50
RVCO08 2 9,50
. , RVC12 2 10,00
Porcentaje de decoloracion
SC13 2 15,50
SC23 2 3,50
SC24 2 8,00
Total 16

Estadisticos de prueba?®

Porcentaje de
decoloraciéon

Chi-cuadrado 13,721
Gl 7
Sig. asintética ,056

a. Prueba de Kruskal Wallis

b. Variable de agrupacién: Colorante
Safranina a 100 ppm
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Anexo 03. Informes de resultados de confirmacion de 10 especies de hongos,

realizados en el Instituto Nacional de Salud (INS).

MINISTERIO DE SALUD DE PERU
INSTITUTO NACIONAL DE SALUD
ORGANISMO PUBLICO EJECUTOR DEL SECTOR SALUD
“Investigar para proteger la salud”

INFORME DE RESULTADO

CODIGO DE ORIGEN S-Co1

ESTABLECIMIENTO UNIV.NAC.SAN LUIS GONZAGA
LABORATORIO MICOLOGIA
ENFERMEDAD MICOsIs
MEDICO
DOC REFERENCIA OF002FCBDUNICA2019 FECHA DE OBTENCION DE MUESTRA 07/01/2019
TIPO DE MUESTRA CEPA FECHA DE RECEPCION LAB REG
CODIGO DE MUESTRA INS013235119 FECHA DE RECEPCION EN INS 23/01/2019
PRUEBAS
CULTIVO Y TIPIFICACION DE Res Laboratorio do Res Lab Referencial COMENTARIOS
MUESTRAS AMBIENTALES Origen: Fecha:28/01/2019
TIPIFICACION DE MUESTRAS ASPERGILLUS NIGER

AMBIENTALES

Observaciones:

COORD. DE LABORATORIO:
Susana Zurita Macalupu
CMP - 20100

Capac Yupanqui 1400 Telefono 4719920 Jesus Maria Lima 11 Fecha: 28/01/2019 Hora: 1:01 p.m.

Figura. 26. Informe de resultado de la identificacion de Aspergillus niger.
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MINISTERIO DE SALUD DE PERU
INSTITUTO NACIONAL DE SALUD
ORGANISMO PUBLICO EJECUTOR DEL SECTOR SALUD
“Investigar para proteger la salud”

INFORME DE RESULTADO

CODIGO DE ORIGEN RV-C03
ESTABLECIMIENTO UNIV.NAC.SAN LUIS GONZAGA
LABORATORIO MICOLOGIA
ENFERMEDAD MICOsIS
MEDICO
DOC REFERENCIA OF002FCBDUNICA2019 FECHA DE OBTENCION DE MUESTRA 07/01/2019
TIPO DE MUESTRA CEPA FECHA DE RECEPCION LAB REG
CODIGO DE MUESTRA  INS013234719 FECHA DE RECEPCION EN INS 23/01/2019
PRUEBAS
CULTIVO Y TIPIFICACION DE Res Laboratorio de Res Lab Referencial COMENTARIOS
MUESTRAS AMBIENTALES Origen: Fecha:28/01/2019

TIPIFICACION DE MUESTRAS Alternaria alternata

AMBIENTALES

Observaciones:

COORD. DE LABORATORIO:
Susana Zurita Macalupu
CMP -20100

Capac Yupanqui 1400 Telefono 4719920 Jesus Maria Lima 11 Fecha: 28/01/2019 Hora: 1:01 p.m.

Figura. 27. Informe de resultado de la identificacién de Alternaria alternata.

77



MINISTERIO DE SALUD DE PERU
INSTITUTO NACIONAL DE SALUD
ORGANISMO PUBLICO EJECUTOR DEL SECTOR SALUD
"Investigar para proteger la salud”

INFORME DE RESULTADO

CODIGO DE ORIGEN RV-C06
ESTABLECIMIENTO UNIV.NAC.SAN LUIS GONZAGA
LABORATORIO MICOLOGIA
ENFERMEDAD MICOSIS
MEDICO
DOC REFERENCIA OF002FCBDUNICA2019 FECHA DE OBTENCION DE MUESTRA 07/01/2019
TIPO DE MUESTRA CEPA FECHA DE RECEPCION LAB REG
CODIGO DE MUESTRA  INS013234819 FECHA DE RECEPCION EN INS 23/01/2019
PRUEBAS
CULTIVO Y TIPIFICACION DE Res Laboratorio de Res Lab Referencial COMENTARIOS
MUESTRAS AMBIENTALES Origen: Fecha:28/01/2019

TIPIFICACION DE MUESTRAS Penicillium chrysogenum

AMBIENTALES

Observaciones:

COORD. DE LABORATORIO:
Susana Zurita Macalupu
CMP - 20100

Capac Yupanqui 1400 Telefono 4719920 Jesus Maria Lima 11 Fecha: 28/01/2019 Hora: 1:01 p.m.

Figura. 28. Informe de resultado de la identificacién de Penicillium chrysogenum.
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MINISTERIO DE SALUD DE PERU
INSTITUTO NACIONAL DE SALUD
ORGANISMO PUBLICO EJECUTOR DEL SECTOR SALUD
"Investigar para proteger la salud”

INFORME DE RESULTADO

CODIGO DE ORIGEN $-Co7

ESTABLECIMIENTO UNIV.NAC.SAN LUIS GONZAGA
LABORATORIO MICOLOGIA
ENFERMEDAD MICOsSIS
MEDICO
DOC REFERENCIA OF002FCBDUNICA2019 FECHA DE OBTENCION DE MUESTRA 07/01/2019
TIPO DE MUESTRA CEPA FECHA DE RECEPCION LAB REG
CODIGO DE MUESTRA  INS013235219 FECHA DE RECEPCION EN INS 23/01/2019
PRUEBAS
CULTIVO Y TIPIFICACION DE Res Laboratorio de Res Lab Referencial ~ COMENTARIOS
MUESTRAS AMBIENTALES Origen: Fecha:28/01/2019
TIPIFICACION DE MUESTRAS aSPERGILLUS SP. Aspergillus nidulans

AMBIENTALES

Observaciones:

COORD. DE LABORATORIO:
Susana Zurita Macalupu
CMP - 20100

Capac Yupanqui 1400 Telefono 4719920 Jesus Maria Lima 11 Fecha: 28/01/2019 Hora: 1:01 p.m.

Figura. 29. Informe de resultado de la identificacién de Aspergillus nidulans.
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MINISTERIO DE SALUD DE PERU
INSTITUTO NACIONAL DE SALUD
ORGANISMO PUBLICO EJECUTOR DEL SECTOR SALUD
"Investigar para proteger la salud”

INFORME DE RESULTADO

CODIGO DE ORIGEN RV-C08
ESTABLECIMIENTO UNIV.NAC.SAN LUIS GONZAGA

LABORATORIO MICOLOGIA
ENFERMEDAD MICOSIS
MEDICO
DOC REFERENCIA OF002FCBDUNICA2019 FECHA DE OBTENCION DE MUESTRA 07/01/2019
TIPO DE MUESTRA CEPA FECHA DE RECEPCION LAB REG
CODIGO DE MUESTRA  INS013234919 FECHA DE RECEPCION EN INS 23/01/2019
PRUEBAS
CULTIVO Y TIPIFICACION DE Res Laboratorio de Res Lab Referencial COMENTARIOS
MUESTRAS AMBIENTALES Origen: Fecha:28/01/2019
TIPIFICACION DE MUESTRAS NIGROSPORA SP

AMBIENTALES

Observaciones

COORD. DE LABORATORIO:
Susana Zurita Macalupu
CMP - 20100

Capac Yupanqui 1400 Telefono 4719920 Jesus Maria Lima 11 Fecha: 28/01/2019 Hora: 1:01 p.m.

Figura. 30. Informe de resultado de la identificacion de Nigrospora sp.
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MINISTERIO DE SALUD DE PERU
INSTITUTO NACIONAL DE SALUD
ORGANISMO PUBLICO EJECUTOR DEL SECTOR SALUD
"Investigar para proteger la salud"

INFORME DE RESULTADO

CODIGO DE ORIGEN RV-C12
ESTABLECIMIENTO UNIV.NAC.SAN LUIS GONZAGA
LABORATORIO MICOLOGIA
ENFERMEDAD MICOsIS
MEDICO
DOC REFERENCIA OF002FCBDUNICA2019 FECHA DE OBTENCION DE MUESTRA 07/01/2019
TIPO DE MUESTRA CEPA FECHA DE RECEPCION LAB REG
CODIGO DE MUESTRA  INS013235019 FECHA DE RECEPCION EN INS 23/01/2019
PRUEBAS
CULTIVO Y TIPIFICACION DE Res Laboratorio de Res Lab Referencial COMENTARIOS
MUESTRAS AMBIENTALES Origen: Fecha:28/01/2019

TIPIFICACION DE MUESTRAS HIALOFOMICETO

AMBIENTALES

Observaciones

COORD. DE LABORATORIO:
Susana Zurita Macalupu
CMP - 20100

Capac Yupanqui 1400 Telefono 4719920 Jesus Maria Lima 11 Fecha: 28/01/2019 Hora: 1:01 p.m.

Figura. 31. Informe de resultado de la identificacion de Hialofomiceto.
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MINISTERIO DE SALUD DE PERU

INSTITUTO NACIONAL DE SALUD

ORGANISMO PUBLICO EJECUTOR DEL SECTOR SALUD
“"Investigar para proteger la salud”

INFORME DE RESULTADO

CODIGO DE ORIGEN S-C13
ESTABLECIMIENTO UNIV.NAC.SAN LUIS GONZAGA
LABORATORIO MICOLOGIA
ENFERMEDAD MICOsIS
MEDICO
DOC REFERENCIA OF002FCBDUNICA2019 FECHA DE OBTENCION DE MUESTRA 23/01/2019
TIPO DE MUESTRA CEPA FECHA DE RECEPCION LAB REG
CODIGO DE MUESTRA INS013235319 FECHA DE RECEPCION EN INS 23/01/2019
PRUEBAS
CULTIVO Y TIPIFICACION DE Res Laboratorio de Res Lab Referencial COMENTARIOS
MUESTRAS AMBIENTALES Origen: Fecha:28/01/2019

TIPIFICACION DE MUESTRAS Penicillium expansum

AMBIENTALES

Observaciones:

COORD. DE LABORATORIO:
Susana Zurita Macalupu
CMP - 20100

Capac Yupanqui 1400 Telefono 4719920 Jesus Maria Lima 11 Fecha: 28/01/2019 Hora: 1:.01 p.m.

Figura. 32. Informe de resultado de la identificacién de Penicillum expansum.
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MINISTERIO DE SALUD DE PERU

INSTITUTO NACIONAL DE SALUD
ORGANISMO PUBLICO

EJECUTOR DEL SECTOR SALUD
S, $ - .
\\M Investigar para proteger la salud”
INFORME DE RESULTADO

CODIGODEORIGEN  SCi4
ESTABLECIMIENTO UNIV.NAC.SAN LUIS GONZAGA
LABORATORIO MICOLOGIA
ENFERMEDAD MICOSIS
MEDICO
DOC REFERENCIA OF002FCBDUNICA2019 FECHA DE OBTENCION DE MUESTRA 07/0172019
TIPO DE MUESTRA CEPA FECHA DE RECEPCION LAB REG
CODIGO DE MUESTRA  INS013235419 FECHA DE RECEPCION EN INS 2301722019
PRUEBAS
CULTIVO Y TIPIFICACION DE Res Laboratorio de Res LabReferencial  COMENTARIOS
MUESTRAS AMBIENTALES Origen: FechaOaRi19

TIPIFICACION DE MUESTRAS OIDIODENDRON SP.

AMBIENTALES

Observaciones:

COORD. DE LABORATORIO:
Susana Zurita Macalupu
CMP - 20100

Capac Yupanqui 1400 Telefono 4719920 Jesus Maria Lima 11 Fecha: 06/02/2019 Hora: 4:04 p.m.

https:/Awww.netlab.ins.gob.pe Usted se encuentra en una 2013 segura

Figura. 33. Informe de resultado de la identificacion de Oideodendron sp.
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MINISTERIO DE SALUD DE PERU
INSTITUTO NACIONAL DE SALUD
ORGANISMO PUBLICO EJECUTOR DEL SECTOR SALUD
"Investigar para proteger la salud”

INFORME DE RESULTADO

CODIGO DE ORIGEN S-C23

ESTABLECIMIENTO UNIV.NAC.SAN LUIS GONZAGA
LABORATORIO MICOLOGIA
ENFERMEDAD MICOsIS
MEDICO
DOC REFERENCIA OF002FCBDUNICA2019 FECHA DE OBTENCION DE MUESTRA 07/01/2019
TIPO DE MUESTRA CEPA FECHA DE RECEPCION LAB REG
CODIGO DE MUESTRA  INS013235519 FECHA DE RECEPCION EN INS 23/01/2019
PRUEBAS
CULTI\./O Y TIPIFICACION DE Res Laboratorio de Res Lab Referencial COMENTARIOS
MUESTRAS AMBIENTALES Origen: Fecha:28/01/2019
TIPIFICACION DE MUESTRAS ASPERGILLUS FLAVUS

AMBIENTALES

Observaciones:

COORD. DE LABORATORIO:
Susana Zurita Macalupu
CMP -20100

Capac Yupanqui 1400 Telefono 4719920 Jesus Maria Lima 11 Fecha: 28/01/2019 Hora: 1:01 p.m.

Figura. 34. Informe de resultado de la identificacién de Aspergillus flavus 1.
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MINISTERIO DE SALUD DE PERU
INSTITUTO NACIONAL DE SALUD
ORGANISMO PUBLICO EJECUTOR DEL SECTOR SALUD
"Investigar para proteger la salud”

INFORME DE RESULTADO

CODIGO DEORIGEN ~ S-C24
ESTABLECIMIENTO UNIV.NAC.SAN LUIS GONZAGA
LABORATORIO MICOLOGIA
ENFERMEDAD MICOSIS
MEDICO
DOC REFERENCIA OF002FCBDUNICA2019 FECHA DE OBTENCION DE MUESTRA 07/01/2019
TIPO DE MUESTRA CEPA FECHA DE RECEPCION LAB REG
CODIGO DE MUESTRA  INS013235619 FECHA DE RECEPCION EN INS 23/01/2019
PRUEBAS
CULTIVO Y TIPIFICACION DE Res Laboratorio de Res Lab Referencial ~ COMENTARIOS
MUESTRAS AMBIENTALES Origen: Fecha:28/01/2019

TIPIFICACION DE MUESTRAS ASPERGILLUS FLAVUS

AMBIENTALES

Observaciones:

COORD. DE LABORATORIO:
Susana Zurita Macalupu
CMP - 20100

Capac Yupanqui 1400 Telefono 4719920 Jesus Maria Lima 11 Fecha: 28/01/2019 Hora: 1:01 p.m.

https://www.netlab.ins.gob.pe @8 Usted se encuentra en una zona segura

Figura. 35. Informe de resultado de la identificacién de Aspergillus flavus 2.
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Anexo 04. Célculos de las concentraciones para la preparacion del medio de

cultivo mas colorante.

Calculos de concentraciones en ppm

Para la concentracion de 50, 100, 200y 1000 ppm

Ejm: Preparacion del colorante verde malaquita (vm) a 50 ppm:

CC del colorante verde Cantidad del agar o caldo
malaquita papa dextrosa
lppm —— 1Img ——— 1L
50 ppm ——— 50 mg — 1000 mL

» Preparar 400 mL de caldo papa dextrosa a 50 ppm o 50 mg

50 mg = 1000 mL
X — 400 mL
X=20mgo0.02g

Pesar 0.02 g y diluir en 400 mL de agar o caldo papa dextrosa me
daria una concentracién de 50 ppm

» Este procedimiento se repite en los demas colorantes ensayados.
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