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RESUMEN
Los hidrocarburos totales de petréleo (TPHs) son contaminantes que provienen de

actividades como la exploracion y refinacion de petrdleo, derrames, fugas y emisiones
industriales. Estos compuestos tienen baja densidad y capacidad de emulsificacion, lo
que los convierte en contaminantes persistentes en aguas y suelos, afectando a la flora,
la fauna y al ser humano. En Ecuador, la presencia de TPHs en suelos y fuentes
naturales de agua, especialmente en la region amazonica, genero graves consecuencias
ambientales y afectd a las comunidades indigenas que dependian de estos recursos. La
micorremediacion por hongos de la pudricion blanca surgié como una alternativa
innovadora para este problema, debido a que estos hongos cuentan con enzimas capaces
de degradar eficazmente los TPHs y otros compuestos contaminantes. Esta estrategia
respetuosa con el medio ambiente ofrece ventajas para la biorremediacion y tiene un
gran potencial en la eliminacion de compuestos toxicos y persistentes en el medio
ambiente. En el presente estudio se tuvo como objetivo evaluar el potencial
micorremediador de siete cepas de hongos de los géneros Ganoderma, Leiotrametes y
Rigidoporus mediante la aplicacion de pruebas de cribado rapido y determinacion de
lacasa (lac) por espectroscopia visible, cuatro de ellas cualitativas y una cuantitativa. Se
utilizaron diferentes métodos para determinar la produccion de la enzima lacasa (lac),
peroxidasas (per) y otras enzimas ligninoliticas en hongos, estas se evaluaron mediante
pruebas de RBBR, &cido galico y el guaiacol, lo que produjo un cambio de color o
decoloracion en el medio de cultivo. También se determin6 el porcentaje de inhibicién

de crecimiento miceliar frente a TPHs mediante su exposicion en un medio de cultivo.



Ademas, se evaluo la produccion de lac mediante la técnica de espectrofotometria UV-
visible. El andlisis estadistico de los datos se realizd utilizando la correlacion de
Spearman con las variables obtenidas. Dos cepas de hongos mostraron alta actividad
enzimatica de lacasa, respaldando su potencial para degradar TPHs. Sin embargo, una
cepa que exhibio actividad ligninolitica, no fue especifica para los ensayos de lacasa y
peroxidasa, a pesar de exhibir actividad ligninolitica. El andlisis estadistico no mostré
correlacion lineal, destacando la importancia de investigaciones adicionales para

comprender el potencial micorremediador de los hongos analizados.

ABSTRACT
Total petroleum hydrocarbons (TPHSs) are pollutants that come from activities such as

oil exploration and refining, spills, leaks, and industrial emissions. These compounds
have low density and emulsification capacity, which makes them persistent pollutants in
water and soil, affecting flora, fauna and humans. In Ecuador, the presence of TPHs in
soils and natural water sources, especially in the Amazon region, generated serious
environmental consequences and affected the indigenous communities that depended on
these resources. Mycomediation by white rot fungi emerged as an innovative alternative
for this problem, since these fungi have enzymes capable of efficiently degrading TPHs
and other polluting compounds. This environmentally friendly approach offers
advantages for bioremediation and has great potential in removing toxic and persistent
compounds in the environment. The objective of this study was to evaluate the
mycoremediation potential of seven strains of fungi of the genera Ganoderma,
Leiotrametes and Rigidoporus by applying rapid screening tests and laccase (lac)
determination by visible spectroscopy, four of them qualitative and one quantitative.
Different methods were used to determine the production of the enzyme laccase (lac),
peroxidases (per) and other ligninolytic enzymes in fungi, these were evaluated by
RBBR, gallic acid and guaiacol tests, which produced a color change or discoloration.
in the culture medium. The percentage of mycelial growth inhibition against TPHs was
also determined by exposing them to a culture medium. In addition, lac production was
evaluated using the UV-visible spectrophotometry technique. Statistical analysis of the
data was performed using Spearman's correlation with the variables obtained. Two
fungal strains showed high laccase enzyme activity, supporting its potential to degrade
TPHSs. However, a strain that exhibited ligninolytic activity was not specific for laccase

and peroxidase assays, despite exhibiting ligninolytic activity. Statistical analysis did



not show a linear correlation, highlighting the importance of further research to

understand  the  mycoremediation

1. INTRODUCCION
Los hidrocarburos totales de petrdleo

(TPHs) son contaminantes hidrofobos
dificiles de degradar que forman parte
de mezclas de alifaticos, aromaticos,
resinas y asfaltenos (Tran et al., 2021).
Estos  compuestos se  originan
principalmente debido a las actividades
de exploracion y refinacién de petréleo,
derrames, fugas de tanques de
almacenamiento subterraneos y
descargas industriales (Rong et al.,
2021). La presencia de TPHs en suelos
y aguas, a menudo como resultado de la
deposicion atmosférica (Shen, 2005),
los convierte en  contaminantes
persistentes que afectan negativamente
la flora, fauna y seres humanos. Los
TPHs se consideran  compuestos
perjudiciales y se ha demostrado que
tienen  propiedades  cancerigenas,
toxicas, mutagénicas y teratogénicas

(Zhang, 2020).

En Ecuador, un pais con una gran
biodiversidad y numerosas areas
protegidas, la contaminacion por TPHs
se ha convertido en una preocupacion
importante. La presencia de oleoductos,
como el Sistema de Oleoducto

Transecuatoriano (SOTE), ha llevado a

potential of the  fungi

analyzed.
la contaminacién de suelos y fuentes de
agua naturales en la region amazonica
(Espafia, 2022). Esto ha afectado
gravemente los ecosistemas y ha
impactado a comunidades indigenas que
dependen de estas fuentes de agua y
(Loaiza, 2022). La
contaminacion por TPHs también se ha

alimentos

informado en parques nacionales y
reservas ecoldgicas, amenazando la
flora, fauna y los sistemas de

produccion (Moran, 2020).

La presencia de TPHs en el suelo tiene
graves consecuencias para sus funciones
y estructura, alterando el pH,
conductividad eléctrica, capacidad de
intercambio catidnico, contenido de
carbono organico, estabilidad de los
agregados y retencion de agua, entre
otros (Castellanos et al.,, 2015).
Ademas, los TPHs afectan
negativamente la flora, fauna vy
microorganismos del suelo (Madigan et
al., 1999),

significativos en la salud, economia y

generando  impactos
formas de vida de las poblaciones

locales (Cavazos-Arroyo et al., 2014).

La gravedad de la contaminacion por
TPHs en Ecuador y su impacto en los

ecosistemas y comunidades ha llevado a



la necesidad de remediar el suelo y
atender  las  consecuencias. La
micorremediacién, que implica el uso
de hongos, se ha propuesto como una
alternativa innovadora para eliminar los
TPHs. Los hongos presentes en los
habitats contaminados han desarrollado
respuestas celulares que les permiten
degradar los contaminantes mediante

enzimas (Marcial, 2023).

En particular, los hongos de pudricién

blanca con actividad enzimatica

ligninolitica han  demostrado  ser
efectivos en la eliminacion de
compuestos contaminantes como los
TPHSs. Su capacidad para degradar estos
contaminantes ha despertado interés en
la comunidad cientifica y se han
realizado numerosos estudios que
demuestran su eficacia (Kameshwar &
Qin, 2017). Las enzimas lacasa,
manganeso peroxidasa y peroxidasa
presentes en estos hongos desempefian
un papel crucial en la degradacion de
los TPHs y otros compuestos organicos
toxicos (Touhar et al., 2014). Ademas,
los hongos de pudricion blanca tienen
caracteristicas ecoldgicas y metabdlicas
importantes que los convierten en
candidatos ideales para la
biorremediacion de TPHs y otros

contaminantes (Cabrera, 2015).

La biorremediacion por hongos de
pudricion blanca ofrece una alternativa
eco amigable a los métodos quimicos y
fisicos tradicionales para la eliminacion
de TPHSs. Estos hongos son capaces de
eliminar, tolerar y absorber los TPHs
mediante la actividad enzimatica
ligninolitica, evitando asi la
contaminacion del medio ambiente y la
generacion de subproductos toxicos
(Akthar, 2020). Su aplicacién tiene un
amplio espectro de posibilidades y se ha
demostrado su  eficacia en la
degradacion de diferentes compuestos
contaminantes (Batista et al., 2017).

En este contexto, se han planteado las
siguientes preguntas de investigacion:
¢Qué cepas presentan la mayor
actividad enzimatica? ¢Cuales de ellas
presentan mayor potencial para su
aplicaciéon en micorremediacion? Este
trabajo busca identificar que cepas
fungicas ecuatorianas de los géneros
Ganoderma, Leiotrametes y
Rigidoporus endémicas del parque
Yasuni presentan mayor actividad
enzimatica la cual se relaciona con su
potencial de degradar hidrocarburos y
por ende ser usadas para aplicaciones

biotecnoldgicas en micorremediacion.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Cepas fungicas y quimicos



Todos los hongos utilizados en este
proyecto fueron recolectados en el
parque Yasuni en el mes de agosto del
2022, el proceso de aislamiento,
purificacion e identificacion molecular
fue realizado en el laboratorio de
micologia de Nayon. Se cont6 con
cepas de trabajo con las que se
realizaron todos los ensayos que
hicieron parte de esta
investigacion. Los hongos utilizados
son de la divisién Basidiomycota de los
géneros Ganoderma, con las especies;
weberianum, stiptatum, ecuadoriense y
resinaceum. También del género
Leiotrametes, especie meziensii. Por
altimo, del género Rigidoporus(ver
Tabla 1). Todos los hongos son
pertenecientes al grupo de los no

esporulados.

Tabla 1 Identificacion de cepas fingicas con su
respectivo codigo # y letra.

Caodigo Cepas Origen Caodigo #
A Leiotrametes Ecuador 2210
menziesii
B Rigidoporus Ecuador 08082205
microporus
Cc Ganoderma Ecuador 51480
resinaceum
D Ganoderma Ecuador 51468
stiptatum
E Ganoderma Ecuador 51467
ecuadoriense
F Ganoderma Ecuador 22
weberianum
G Rigidoporus Ecuador 12
sp.

2.2 Temperatura de crecimiento

Se inocul6 un disco de 5 mm de
diametro de cada especie fungica de
Ganoderma, Leiotrametes y
Rigidoporus en Agar Extracto de Malta
(MEA) utilizando la técnica sandwich.
Los hongos se incubaron en
quintuplicado a 24 °C y 30 °C durante 8
dias para determinar su temperatura
Optima de crecimiento. La tasa de
crecimiento se midio en mm/dia.

2.3 Prueba de decoloracién de tinte

Se inocul6 MEA con 50 mg/L de RBBR
por la técnica sandwich utilizando un
disco de 5 mm de diametro
(previamente cultivado por 14 dias) de
cada  especie  de Ganoderma,
Leiotrametes y Rigidoporus para
determinar la produccion de lacasa
(Batista et al., 2017). Se realizaron
pruebas por quintuplicado. Las placas se
incubaron a la temperatura Optima de
crecimiento y se analizaron visualmente
cada dos dias para determinar la
decoloracion total en la placa de Petri
en mm/dia.

2.4 Prueba de guaiacol

Se inoculd6 MEA con 0,2% (v/v) de
guaiacol por la técnica sandwich
utilizando un disco de 5 mm de
didametro (previamente cultivado por 14
dias) de cada especie de Ganoderma,

Leiotrametes y Rigidoporus para



determinar la produccion de lacasa y
peroxidasa. Se evalud la actividad de
enzimas ligninoliticas mediante la
oxidacion de guaiacol, que gener0 una
coloracion ~ marr6bn  rojiza  como
resultado de la reaccion (Batista et al.,
2017). Se realizaron pruebas por
triplicado. Las placas se incubaron a la
temperatura 6ptima de crecimiento y se
analizaron visualmente cada dos dias
para determinar la formacion del color
marron rojizo.

2.5 Prueba de &cido gélico

Se inoculé MEA con 0,45 g/L de &cido
galico por la técnica sandwich
utilizando un disco de 5 mm de
didmetro (previamente cultivado por 14
dias) de cada especie de Ganoderma,
Leiotrametes y Rigidoporus para
determinar la produccién de enzimas
ligninoliticas. Se evalud la actividad de
enzimas ligninoliticas mediante la
oxidacion de acido galico, que generd
una coloracion marrén como resultado
de la reaccion (Batista et al., 2017). Se
realizaron pruebas por triplicado. Las
placas se incubaron a la temperatura
Optima de crecimiento y se analizaron
visualmente cada dos dias para
determinar la formacién del color
marron.

2.6 Tolerancia diésel

Se inocul6 por quintuplicado en MEA
con 0,1% y 0,1% de Tween 80 por la
técnica sdndwich utilizando un disco de
5 mm de didmetro (previamente
cultivado por 14 dias) de cada especie
de Ganoderma, Leiotrametes vy
Rigidoporus para evaluar la tolerancia
de los hongos al diésel. El diésel y el
Tween se esterilizaron por filtracion
(0,2 um). Ademas, se realiz6 un cultivo
control con las 7  especies,
inoculandolas en placas de MEA sin
diésel. Las placas se incubaron durante
7 dias a 24°C. Después de los siete dias,
se calcul6 el porcentaje de inhibicion
del crecimiento del micelio (%ICM)
(Ebadzadsahrai, Higgins Keppler, Soby
y Bean, 2020).

%ICM =100 * ((GC - GT) / GC)
Donde:

GC (control de crecimiento) es el
diametro medio de los hongos
cultivados en MEA.

GT (tratamiento de crecimiento) es el
diametro medio de tres réplicas de
hongos expuestos al diésel.

2.7 Determinacion cuantitativa de
lacasa

La determinacion de  actividad
enzimatica se realizO en matraces
Erlenmeyer de 125 mL que contenian
50 mL del medio mineral basal Tien y
Krik (1988). Este medio salino estimula

la produccion de enzimas ligninoliticas.



Su composicion por litro era: 0,2 ¢
tartrato amonico, 3,28 g acetato sédico,
0,002 g tiamina, 2 g KH2PO4, 0,53 g
MgS0..7H.0, 0,1 g CaCl,, 0,001 g
CuSO4, 0,005 g MnSO4 0,0001 g
H3BO3s, 0,0001 g NaMoQs. 2H>0, 0,001
g ZnS04.7H20, 0,001 g CoClz, 0,01 g
NaCl y 0,001 g FeSO4.7H.0. El
experimento se realizard a 25°C y 75
rpm. La actividad de lacasa fue medida
durante 30 dias cada dos dias por
espectrofotometro UV-Vis. Se utilizd
una solucion 0,5 mM de ABTS y un
tampén citrato/fosfato pH 4 a 420 nm
(g: 36000).

2.8 Control de calidad

Se utiliz6 la cepa de Trametes
versicolor como control positivo de
todos los ensayos, ya que esta cepa ha
sido ampliamente estudiada y se
conocia su alta actividad enzimética. De
igual forma se utilizaron blancos como
control negativo en todos los casos.

2.9 Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos de la actividad
enzimatica y la decoloracion del tinte
RBBR fueron utilizados para realizar un
analisis  estadistico  utilizando el
coeficiente de correlacion de Spearman
para evaluar la relacion entre las
diferentes variables obtenidas de las
cepas de hongos y su actividad

enzimatica. El objetivo principal fue

determinar si existia una correlacion
significativa entre estas dos variables en
el contexto de la evaluacién de su
capacidad para la remediacion de
contaminantes ambientales como los
TPHes.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Temperatura de

crecimiento 6ptima

Los resultados pueden verse afectados
por las condiciones en que se realizan
las pruebas. En este estudio se
realizaron ensayos de temperatura de
crecimiento para determinar aquella
mas oOptima para los hongos, se
considerd que 30 °C es la temperatura
Optima para la mayoria de los hongos
(ver Figura 1), a excepcion de la cepa G
que presentd mejores resultados en 24
°C con un valor promedio de
crecimiento mm/d de 11 (ver Figura 2).
Este resultado se debe a que no se pudo
determinar el promedio real de
crecimiento mm/d en 30°C ya que, en
este ensayo hubo la presencia de un
contaminante biol6égico en el medio
empleado con la cepa G, lo cual inhibid
0 compitidé con el hongo por espacio y
nutrientes. Como consecuencia se
obtuvo un valor promedio de
crecimiento menor al esperado, el valor
promedio de crecimiento mm/d en la

cepa G a 30°C fue de 4. Conviene



subrayar que en Umanu et al (2013), se
considera que la temperatura Optima
para esta clase de ensayos de
biorremediacion oscila entre 28°C vy
31°C. Es probable que se obtenga

variacion en los resultados modificando

la temperatura de experimentacion.

Figura 1 Ensayo de temperatura a 30 °C de
Ganoderma, Leiotrametes y Rigidoporus.

Figura 2 Ensayo de temperatura a 24 °C de
Ganoderma, Leiotrametes y Rigidoporus.

3.2 Pruebas réapidas para la
determinacion de actividad
enzimatica en medio solido: acido
galico, guaiacol y RBBR.

El potencial micorremediador en las
pruebas de é&cido galico, guayacol y
RBBR presentd disimilitudes entre
todos los hongos a analizar. Se pudo
observar que las cepas B, Cy G (42%)

presentaron crecimiento miceliar en las
distintas pruebas para determinacion de
produccion de lacasa y peroxidasa con
RBBR y guaiacol, pero no presento
cambio de coloracion por la actividad
enzimatica con el reactivo utilizado (ver
Tabla 2).

Para la decoloracion del tinte RBBR, la
enzima lacasa actia oxidando vy
degradando los compuestos
antraquinonas, durante la reaccion se
forman radicales libres y compuestos
quinonicos. Como consecuencia de esto,
se produce la ruptura y descomposicion
de la estructura molecular del tinte, lo
cual ocasiona un cambio en su
coloracion. Esto se debe a que los
grupos cromoforos responsables de su
tonalidad sufren modificaciones o son
eliminados (Parimelazhagan et al.,
2022). Gao et al., 2023 informd que los
compuestos originales o productos de
antraquinona inhiben el crecimiento de
hongos. Esta es una razon por la cual el
crecimiento y degradacion de RBBR
fue variable en las cepas de hongos
analizadas.

Por otro lado, la oxidacion del guaiacol
es una prueba cominmente utilizada
para evaluar la actividad de estas

enzimas en estudios de



Tabla 2.- Resultados finales del promedio de crecimiento mm/d, Crecimiento en diferentes medios ligninoliticos; C Las columnas de reaccion del &cido galico indican; A: amarillo, C:
Café, AC: amarillo-café, y % MGI (0.1)

Cadigo Cepas Origen Codigo# | Promedio de crecimiento Crecimiento en diferentes medios % MGI
mm/d ligninoliticos (0.1)
30 °C 24 °C RBBR Tasade | GUAIACOL | GALICO
crecimiento
mm/d

A Leiotrametes menziesii Ecuador 2210 11 11 16 + - 7,52
B Rigidoporus microporus Ecuador 8082205 12 12 0 - A 0
C Ganoderma resinaceum Ecuador 51480 12 12 6 - A 24,70
D Ganoderma stiptatum Ecuador 51468 6 5 7 + AC 41,17
E Ganoderma ecuadoriense Ecuador 51467 4 11 15 - A 100
F Ganoderma weberianum Ecuador 22 11 10 6.62 + - 7,35
G Rigidosporus sp. Ecuador 12 4 4 0 - - 62,94




biorremediacion. Por lo general, las
enzimas lacasa y peroxidasa oxidan el
grupo hidroxilo (-OH) (Ghamsari et al.,
2007) a forma de aldehido que produce
coloracion marron rojiza (ver Figura 3)
(Batista et al., 2017).

Figura 3 Prueba guaiacol de Ganoderma,
Leiotrametes y Rigidoporus.

Adicionalmente, en las pruebas de
determinacion de enzimas ligninoliticas con
acido galico el 57 % de todas las cepas
reaccionaron formando una coloracion
marrén variable, el otro 43% tuvieron
crecimiento miceliar, pero no hubo cambio
de coloracion (ver Tabla 2). Sin embargo,
las cepas Ay F (28%) fueron las que mejor
tasa de crecimiento mm/d de RBBR (ver
Figura 4). En este trabajo sostenemos que el
resultado deficiente obtenido en la prueba
de é&cido galico se debe a la falta de
actividad de lacasa, peroxidasa, peroxidasa
versatiles u otras enzimas especificas que
estan involucradas en la oxidacion del
reactivo a analizar (Reyes, 2014). La
actividad de enzimas ligninoliticas induce
la oxidacion del acido galico, generando
una forma quinoénica que se caracteriza por
su coloracion marron (Batista et al, 2017).
El &cido galico al igual que el RBBR,
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forman parte de los compuestos que
inhiben el crecimiento de hongos (Gao et
al, 2023), por ende su actividad enzimética
se ve afectada. Por esta razon las cepas A 'y
F que presentan mejor potencial
micorremediador, pero no formaron la

coloracion marron en la prueba de acido

gélico.

Figura 4 Cepas Ay F con mejor tasa de
crecimiento mm/d en RBBR.

Se evaluo el potencial micorremediador
de los extractos enziméticos crudos
extracelulares producidos por las cepas
a evaluar mediante pruebas rapidas de
determinacion enzimatica. Hasta ahora,
pocos estudios mencionan el potencial
biorremediador de Ganoderma,
Leiotrametes y Rigidoporus para TPHs.
Del 100% de cepas el 28 % mostraron
una mayor actividad enzimatica con la
posible capacidad de degradar estos
TPHs (ver Figura 1). Torres et al,
(2019)  estudiaron la
enzimatica de siete cepas de

capacidad

Ganoderma spp. para degradar PAH,
una clase dentro del grupo de los TPHs.

En Garcia et al, (2015) se reporto



resultados similares en cuanto a la
degradacion de Ganoderma spp. y otros
hongos frente al mismo compuesto

contaminante.

3.31CM 0.1%

El mejor porcentaje de inhibicion de
crecimiento miceliar frente a TPHs fue
del 7,35 % (ICM) y 78,75 (GT) por
parte de Ganoderma weberianum sp
(ver Figura 5y Tabla 2). (Los resultados
de este estudio sugieren que hongos de
pudricién blanca cuentan con capacidad
para degradar TPHs podrian
potencialmente emplearse en procesos
de biorremediacion.) Por otro lado, la
cepa B obtuvo un porcentaje de
inhibicion de crecimiento miceliar
frente a TPHs del %0 (ICM) y 85 (GT),
también conviene subrayar que esta
cepa presento crecimiento miceliar,
pero no reaccion con el reactivo en las
pruebas de determinacion de enzimas
lac y per (ver Tabla 2). Probablemente,
esto se deba a que esta cepa presento
actividad de enzimas ligninoliticas en la
prueba de &cido gélico, las cuales estan
involucradas en la posible degradacion
de TPHs al presentar los resultados
obtenidos en las pruebas de ICM 0,1%.
Segun Batista et al (2017) sugiere que
las cepas con un %ICM < 30%, se
consideran cepas tolerantes. En base a

esto, el 43 % de las cepas analizadas en
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el presente estudio se consideran
tolerantes. Es importante tener en
cuenta que la tolerancia a ciertas
condiciones o sustancias en los hongos
no garantiza necesariamente  un
potencial micorremediador optimo o la

mejor actividad enzimatica.

Figura 5 ICM 0.1% de Ganoderma, Leiotrametes y
Rigidoporus.

3.4 Determinacion cuantitativa de
lacasa

En el presente estudio, se realizaron
aislamientos de siete especies de hongos
de pudricion blanca provenientes del
Parque Yasuni. Se observo que en el dia
16 se registrdé la maxima actividad
enzimética entre todas las muestras
analizadas. Se identificaron 2 hongos
que presentaron la tasa promedio mas
alta de actividad enzimatica en el dia
16 del ensayo, del 9,4 UL-1 y 308,80
UL-1 en las cepas A y F,
respectivamente. En la cepa A en el dia
12 hubo una actividad de lacasa del
62,63 UL-1 que fue descendiendo hasta
el dia 16. En cambio en la cepa F en el
dia 12 se obtuvo una actividad de lacasa

de 1,31 UL-1 que fue ascendiendo



considerablemente hasta el dia 16. Las
cepas B, C, D, E y G mostraron el
mismo patron de resultados que la cepa
A. En particular, en el dia 16 se observo
una actividad enzimética nula o0 minima
en todas estas cepas. Por ejemplo, las
cepas B y D presentaron una actividad
enzimatica de 0,2 UL-1 y 0,1 UL-1,
respectivamente.

Podemos comparar los resultados
obtenidos en nuestro estudio con Batista
et al (2017), donde el valor de la tasa
promedio mas alta de actividad
enzimatica fue de 541.1 UL-1 y 421.3
UL-1, respectivamente por parte de las
cepas P. chrysospori y T. hirsuta. Estos
dos hongos al igual que los hongos que
se utilizaron en el presente estudio se
forman parte del Orden de los
Polyporales, ademas la cepa F que se
considera la de mayor actividad
enzimatica, no llega a ser similar a
Batista, existe una diferencia entre los
valores de actividad enzimatica a
comparacion del presente estudio. En
cambio, para la tasa promedio mas baja
se obtuvo como resultado 23.1 UL-1
por parte de Pseudogymnoascus sp., en
comparacion a los resultados obtenidos
en el presente estudio, las cepas
analizadas no  poseen  actividad

enzimatica viable y sostenible.
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De acuerdo a Casieri et al (2010)
podemos confirmar que diferentes cepas
de la misma especie y diferentes
especies del mismo género muestran
gran variabilidad en los niveles de
enzimas ligninoliticas al evaluar la
actividad ligninolitica, esto también lo
podemos observar en el grafico de
barras de los 3 dias con mayor actividad

enzimatica (Ver Figura 6).

Figura 6 Actividad enzimatica de Ganoderma,
Leiotrametes y Rigidoporus en los dias con mayor
actividad enzimética (lacasa).

En cuanto a la actividad enzimatica de
la lacasa se puede medir mediante la
variacion de la absorbancia a lo largo
del tiempo. En este estudio, se realizé la
medicion de la variacion de la
absorbancia de la enzima lacasa en un
periodo de 30 dias cada dos dias. Esto
permite seguir la actividad enzimatica a
lo largo del tiempo y determinar como
varia a medida que de su absorcion de
luz(Mufioz, 2017). Las reacciones
cinéticas se llevaron a cabo utilizando
UV-Vis,

utilizando una longitud de onda

un espectrofotometro

especifica (420 nm) para la deteccion de



la actividad de la lacasa (Batista et al,
2017). Durante el experimento, se
afiadio un sustrato especifico, como
ABTS 2,2'-azinobis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonato) que es
oxidado por la lacasa, este pierde su
carga y, como resultado, da origen a un
producto coloreado de color
verde/incoloro (Montoya et al, 2014), la
intensidad de este dependera de los dias
transcurridos en el que se haga la
lectura, la cepa F presento una ligera
coloracion verde al dia 4 (ver Figura 7).
La enzima lacasa se encarga de
transferir electrones al radical catidnico
ABTSe+, reduciéndolo a su forma
neutral (ABTS). Esta reaccion se utiliza
como una medida de la actividad
enziméatica de lacasa (Collins et al.,
1998).

LA G C
DL EYRF g
v &

Figura 7 Determinacion cuantitativa de lacasa al
dia 4.La interpretacion de los resultados
obtenidos de las reacciones cinéticas de
la enzima lacasa permite evaluar el
potencial biorremediador de los hongos.
Como resultados del presente estudio
tenemos una disminucion o falta de
actividad enzimatica a lo largo del
tiempo por parte de la enzima lacasa,

esto indica que la capacidad de los
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hongos analizados para degradar los
contaminantes es muy baja.

3.5 Andlisis estadistico y relacion
cuantitativa y cualitativa de las
variables: actividad enzimatica,
RBBR e ICM.

En el analisis estadistico, se analizaron
las variables de decoloracion del tinte
RBBR y el dia con mayor produccién
de lacasa, también el ICM 0.1% y el dia
con mayor produccion de lacasa con un
nivel de significancia del 5% (alfa
0.05), ya que al tomar un nivel de
significancia del 10% se considera que
los resultados no son suficientemente
"significativos” como para rechazar la
hipotesis nula y considerar que existe
una diferencia o relacion real en los
datos. También al tomar un nivel de
significancia del %5, nos aseguramos de
que la relacion entre la actividad
enzimatica y el potencial de
micorremediacion es muy probable que
no sea resultado del azar. Como
resultado del anélisis entre la variable
de RBBR y la produccidén de lacasa se
obtuvo un coeficiente de correlacion de
rho de 0.60909, para el analisis de las
variables de RBBR y la variable de
ICM 0.1% se obtuvo un coeficiente de
correlacion de rho de 0.4684875. En
base al andlisis estadistico se tiene como
conclusion  que, existe suficiente

evidencia estadistica para aceptar la



hipétesis nula, por ello se determina que
no hay una correlacion directa
significativa entre la producciéon de
lacasa y la degradacion del RBBR, se
obtuvieron los mismos resultados entre
la variable de RBBR y la variable de
inhibicion de crecimiento micelial. Los
resultados de la correlacion de
Spearman entre la actividad enzimatica
y el potencial micorremediador de
hongos indican la ausencia de una
correlacion significativa entre estas

variables.

En otras palabras, los hallazgos sugieren
que no hay una relacién importante
entre la actividad enziméatica de los
hongos estudiados y su capacidad para
remediar los TPHs. Esto puede implicar
que existen otros factores 0 mecanismos
distintos a la actividad enzimatica que
influyen en la capacidad de los hongos

para llevar a cabo la remediacion.

En lo que respecta a la relacion entre la
prueba cualitativa de la decoloracion del
RBBR vy la prueba cuantitativa de la
enzima lacasa. En un estudio reciente,
Gao et al (2023) sugiere que una
degradacion acelerada de los tintes de
antraquinona como RBBR pudiera
evitar la necesidad de incrementar la
produccién enzimatica de los hongos.
Tal es el caso de la cepa E, que obtiene

una buena tasa de crecimiento mm/d en
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RBBR, pero la produccion de lacasa fue
una de las més bajas entre todas las
cepas. En cambio, las cepas A y F
presentaron una tasa de crecimiento
mm/d en RBBR en menos de 5 y 7 dias,
respectivamente. Ademas, estos hongos
fueron los que mayor produccion de
lacasa presentaron a comparacion de los
demas hongos analizados. Por lo tanto,
del 100% de cepas el 28% existe
relacion en las pruebas cualitativas y

cuantitativas realizadas.

4. CONCLUSIONES
Se determind que las siete cepas

fungicas analizadas no presentan buen
potencial micorremediador. Las pruebas
para produccion de enzimas muestran
diferencias entre los hongos analizados,
especialmente en las pruebas con acido
galico y guaiacol. Se sugiere que el
crecimiento observado en las pruebas se
debe a la falta de actividad de enzimas
como la lacasa y las peroxidasa, que son
sumamente importantes en la actividad
enzimatica en el proceso de
micorremediacion. Las pruebas rapidas
no son tan efectivas para la
determinacion de actividad enzimatica,
también la interferencia de otras
sustancias presentes pueden dar falsos
positivos en las pruebas rapidas y no
necesariamente sea una relacion con la

actividad enzimatica. El 43% presento



tolerancia al diésel, sin embargo, en la
determinacion cuantitativa de lacasa,
este porcentaje no presento valores que
Ileguen a ser sustentables en cuanto a su
potencial micorremediador o0 se

relacione con el mismo.
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