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Selection of Pleurotus ostreatus strains for the decolorization of industrial
wastewaters

Abstract: The use of white-rot mushrooms has become a promising alternative for the
treatment of coloured wastewaters and the degradation of dyes. In the following research a
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study was made for the selection of Pleurotus ostreatus strains for the treatment of coloured
effluents, for which a screening method was used based on parameters such as the growth
rate at room temperature and in media supply with dyes and coloured wastewaters. The
decolorization of vinasse and aqueous extract of the coffee pulp was assayed in submerged
fermentation with agitation using different strains. In both wastewaters, colour removals
higher than 50 % were achieved employing the P ostreatus selected strains.

Key words: Pleurotus, screening, coloured wastewaters, dyes, coffee pulp, vinasses.

Resumen: El empleo de hongos de pudricion blanca ha devenido una alternativa
prometedora para el tratamiento de efluentes coloreados o la degradacién de tintes y
colorantes. En la siguiente investigacion se hizo un estudio para la seleccién de cepas de
Pleurotus ostreatus con potencial para el tratamiento de efluentes coloreados. Con este

/

objetivo se utilizé una estrategia de seleccién basada en parametros como el indice de
crecimiento a temperatura ambiente, en medios con colorantes y en residuales coloreados.
Se ensay6 ademas la decoloracién de los residuales liquidos de destileria (vinaza) y del cultivo
de setas comestibles (extracto liquido de pulpa de café), mediante el cultivo sumergido de
este hongo. En ambos casos la remocion del color por encima del 50 % se alcanzé con las
cepas seleccionadas.
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Introduccion

Los efluentes industriales causan diferentes impactos sobre el
medio ambiente. El color estd generalmente asociado a la
presencia de compuestos toxicos con grupos cromoéforos o
polimeros de alto peso molecular. Los desechos industriales

con un alto grado de color, tienen un gran poder de
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bioacumulacion y una baja velocidad de depolimerizacion.
Esto supone su acumulacion a largo plazo en los lagos y
bahias, provocando una disminucion de la luminosidad de las
aguas al actuar como grupos que absorben la luz visible y en
consecuencia una disminucion en la actividad fotosintética de
los ecosistemas acuaticos, reduciéndose el contenido de
oxigeno disuelto y afectando a los organismos acuaticos [5,
13]. Durante el tratamiento de un residual coloreado se debe

prestar atencién a la reduccion o eliminaciéon del color,
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contribuyendo de esta forma a reducir el impacto sobre los
ecosistemas donde son vertidos.

En la actualidad se dispone de tratamientos
fisicoquimicos para la eliminacion del color, alcanzandose un
alto grado de remocion, pero tienen la desventaja de tener
altos costos operacionales y la generacion de nuevos residuos
[9, 14]. En la década de los 80, se comenz6 a emplear los
hongos de pudricion blanca en la decoloracion de residuales,
por su capacidad de degradar compuestos de compleja
estructura molecular mediante un sistema enzimatico
oxidativo de caracter no especifico, siendo Phanerochaete
chrysosporium la especie mas estudiada [4, 11, 19].

Varias especies del género Pleurotus, son cultivadas
en zonas tropicales por sus facilidades para crecer sobre una
gran diversidad de residuos agroindustriales y las optimas
cualidades nutrimentales y organolépticas de sus cuerpos
fructiferos [17]. Estos hongos también han sido investigados
por su capacidad para decolorar efluentes y degradar
compuestos xenobidticos, pues su sistema enzimatico
ligninolitico posee un amplio espectro de sustratos sobre los
cuales actuan [4, 10]. La utilizacion de Pleurotus spp. en el
tratamiento de efluentes coloreados pudiera ser una
alternativa para disminuir el efecto contaminante de los
residuales, por lo que se hace necesaria la seleccion de cepas
que posean potencialidades para estos usos.

En la region oriente de Cuba se generan dos
efluentes industriales, uno es el extracto liquido de pulpa de
café (ELP), el cual se obtiene en las plantas de cultivo de las
setas comestibles durante la pasteurizacion del sustrato,
generandose alrededor de 20 1 de efluente por cada Kg de
pulpa de café pasteurizada. Se calcula que para la produccion
de 1 Kg de setas comestibles se generan aproximadamente 67
1 de esta agua residual, la cual debe ser previamente tratada a
su vertido en los cuerpos receptores, ya que presenta un
intenso color por contener fundamentalmente polifenoles[14,
20]. El segundo efluente generado es la vinaza de destileria

(V), también conocida como mosto, residual liquido de las

plantas de produccion de alcohol, liquido obtenido después de
las fermentaciones de las mieles finales y de la destilacion
para la produccion del alcohol, liberandose aproximadamente
15 1 de vinaza por cada litro de alcohol producido. En ambos
casos, la coloracion de los residuales se debe a la presencia de
compuestos de alto peso molecular estructuralmente
diferentes, pero que pueden resultar recalcitrantes a la
biodegradacion. El efecto contaminante del ELP se produce al
pasar elementos de la fraccion soluble de la pulpa de café al
agua de pasteurizacion y su color oscuro, es debido a la
presencia de compuestos polifendlicos como el acido
clorogénico y los taninos, descritos en trabajos previos con
actividad antimicrobiana [6, 15, 20]. En la vinaza, los
compuestos responsables del color son las melanoidinas y los
caramelos, llegando a representar las primeras entre el 70 y el
80 % del peso de las sustancias coloreadas [9]. Las
melanoidinas son polimeros de alto peso molecular y
frecuentemente son toxicas para los microorganismos
utilizados en el biotratamiento de efluentes [7, 13].

Ambos efluentes son generados por importantes
actividades industriales de nuestra region y su vertimiento en
los ecosistemas acuaticos existentes provoca un impacto
negativo. Estos efluentes han sido tratados por métodos
bioldgicos convencionales, fundamentalmente anaerobios,
pero bajo estas condiciones, el color y algunos compuestos de
dificil biodegradabilidad permanecen inalterables [2, 3].

El objetivo de este trabajo fue seleccionar cepas de
Pleurous ostreatus para el tratamiento de los residuales
coloreados ELP y V. Se ensay6 ademas la decoloracion de los
efluentes con la cepa seleccionada de P. ostreatus en cultivos
sumergidos de vinaza y pulpa de café, relacionandola con la

actividad de sus enzimas ligninoliticas.

Materiales y métodos

Se estudiaron ocho cepas de Pleurotus ostreatus depositadas

en la Coleccion de Cultivos del Centro de Estudios de
Biotecnologia Industrial (CEBI), de la Universidad de
Oriente, Cuba. Las cepas estan registradas como: 3021, 3022,
3023, 3024, 3025, 3026, 3028 y 3035, proceden de la
Coleccion Mundial de Hongos Comestibles y fueron donadas
por el DrJ. Labarere. Las cepas son mantenidas en agar malta
(AM) y para realizar la presente investigacion fueron
transferidas a placas de agar papa dextrosa (APD), el cual fue
utilizado como medio basal de referencia.

Para la seleccién de cepas en medio soélido se
prepararon placas de APD suplementado con compuestos
fendlicos recalcitrantes, como los colorantes azul de
bromofenol (0.1 %) y rojo fenol (0.1 %), ademas de guayacol
(10 mM). El tiempo de incubacion de los cultivos fue de siete
dias, y la seleccion de las cepas se baso en: a) indice de
crecimiento de las cepas a temperatura ambiente (30-35°C),
b) variaciones en los indices de crecimiento de los cepas en
APD (medio control) y los suplementados con los colorantes,
y ¢) formacion de un halo rojizo en los medios en cultivos,
como consecuencia de la excrecion de enzimas
fenoloxidasas.

Las cepas que presentaron mejores indices de
crecimiento en los medios suplementados fueron utilizadas
para evaluar su crecimiento sobre los efluentes industriales de
vinaza (V) y extracto liquido de pulpa de café (ELP), para ello
las cepas fueron cultivadas en placas de medio de cultivo
preparado con los siguientes compuestos (g/1): glucosa 20,
extracto de levadura 0.5, L asparagina 0.65, KH,PO, 1s, KCl
0.5, MnSO, .7H, O 0.5. Los efluentes fueron aiadidos en
concentraciones del 25 %, 50 %, 100 % (v:v). Para la
solidificacion del medio se afiadi6 agar al 2 % y el pH se ajusto
a 6.5. La evaluacion de las cepas se baso en los indices de
crecimiento alcanzados entre los diferentes tratamientos y el
medio de cultivo control (APD). El radio del crecimiento
micelial fue medido diariamente y la tasa de crecimiento
especifica (i) fue estimada a partir del indice de crecimiento

micelial, considerando que la zona periférica de crecimiento

(W) no varia significativamente, pues se mantienen constantes
las condiciones de cultivo [22].

Posteriormente se evaluo la capacidad de
decoloracion de las cepas en medio liquido conteniendo los
efluentes. Para esta prueba el medio basal fue preparado de
manera similar al experimento anterior, sin agregar agar, y los
residuales V y ELP se afiadieron al 50% (v/v). La incubacion
se realizo a 30 'C, en la oscuridad y bajo agitacion en zaranda
orbital a 120 rpm, evaluando la decoloracion durante 10 dias
de crecimiento micelial. La luminancia de las muestras
liquidas fue considerada la medida de color, segtin refiere el
Standard Methods [1]. Para ello se realizo la lectura de las
transmitancias de las muestras (diluciones 1/10), empleando
las siguientes diez longitudes de onda diferentes: 489.5,
515.2,529.8,541.4,551.8; 561.9, 572.5; 584.8, 600.8, 627.3
nm. En todos los experimentos se utilizaron tres réplicas en
cada tratamiento y los resultados obtenidos son el promedio

de dos experimentos realizados.

Resultados y discusion

Las especies de Pleurotus pueden crecer en un intervalo
amplio de temperaturas (7-35 'C) con un 6ptimo para P
ostreatus entre 25 a 30 C[22].

De las ocho cepas estudiadas, la 3021 y la 3025
presentaron un crecimiento escaso a nulo a las temperaturas
ensayadas (30-35 'C), utilizando este criterio como
excluyente para continuar el proceso de seleccion, ya que los
residuales de interés en esta investigacion, constituyen
vertidos de procesos industriales o semindustriales donde
previo a su liberacion se realizan tratamientos térmicos como
parte del proceso productivo (ej. destilaciones,
pasteurizaciones). Por lo anterior, poseer cepas que crezcan a
temperaturas por encima de los 30 'C posibilita reducir el
tiempo de tratamiento o evita establecer sistemas de

enfriamiento para los residuales. Ademas, las temperaturas
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ambientales predominantes en la region de estudio fluctiian
entre los 30-35 “C, por lo que era necesario contar con
organismos con un crecimiento Optimo bajo estas
condiciones.

Por otra parte, el empleo de colorantes a menudo
sirve de referencia para conocer si un determinado
microorganismo posee capacidad para degradar
determinadas estructuras quimicas, que constituyen la base de
los grupos cromoéforos de los componentes de muchos
residuales coloreados [8]. Es por eso que en este trabajo se
compard el crecimiento de las cepas en medio APD, con el
crecimiento producido en el medio suplementado con los
colorantes azul de bromofenol y rojo fenol. Los mayores
indices de crecimiento correspondieron a las cepas 3022,
3024 y 3035 para los cultivos con azul de bromofenol, y las
cepas 3022,3024 y 3028 para el medio suplementado con rojo
fenol (Tabla 1). En contraste, la cepa 3026 presento los indices
de crecimiento mas bajos en ambas condiciones.

En la mayoria de las cepas se mostr6 una
estimulacion del crecimiento por adicion al medio de azul de
bromofenol, aunque no se observaron halos de decoloracion.
Esto podria indicar que a las concentraciones del colorante
ensayadas, la cantidad de haluros presentes en la estructura
quimica de este compuesto, no resultaron toxicos para el
crecimiento de estas cepas. Ademas, este colorante resultd

recalcitrante al ataque del sistema enzimatico ligninolitico

caracteristico de este basidiomiceto, constituido basicamente
por lacasa y manganeso peroxidasa, aunque este resultado
también pudo deberse a que el tiempo de incubacion no fue
suficiente para que el hongo excretara al medio las enzimas
capaces de degradar esta estructura compleja, probablemente
del tipo peroxidasas, que por lo general son detectadas en
estadios avanzados del crecimiento, durante la idiofase [19].
En el ensayo con rojo fenol se observd cierta
toxicidad de este componente para las cepas de P. ostreatus, 1o
cual puede ser el resultado del incremento de los grupos
fenodlicos de su estructura. En las placas donde hubo un
crecimiento mayor se evidencid decoloracion del medio,
tornandose de rojo a amarillo tenue, cambio que comenzo6 a
producirse a partir de las 18 h de inoculacion. Sefialamos que
los compuestos fendlicos constituyen sustratos tipicos de las
enzimas ligninoliticas, tanto del tipo oxidasas como algunas
peroxidasas, por lo que la degradacion y concomitante
decoloracion del mismo se vio favorecido por la riqueza en
estos grupos quimicos. La temprana aparicion de cambios de
color en el medio sugieren la relacion de estos procesos con la
excrecion de lacasa, que como se ha reportado previamente,
no requiere de condiciones limitantes de nutrientes y se
excreta en esta especie de hongos de forma constitutiva,
aunque sea en pequefias cantidades [18, 21]. Los cambios de
coloracion como indicio de la degradacion de este compuesto

toxico y la sugerencia de la relacion con la excrecion de la

Tabla 1. Tasa de crecimiento especifica p ( dia™') comparativa de las cepas de P. ostreatus en presencia de

colorantes recalcitrantes.

Cepas Control Rojo fenol Bromofenol azul
(APD (0.1%) (0.1%)
3022 9.4 33 14.8
3023 9.6 1.9 7.9
3024 6.8 3.1 13.5
3026 1.9 2.0 5.3
3028 59 3.1 10.9
3035 6.1 2.5 14.4

Los CV no exceden el 15 % para todos los valores reportados

lacasa, coincide con valoraciones realizada en otros trabajos
donde se atribuye a esta enzima su participacion en
mecanismos de detoxificacion de algunos hongos de

pudricion blanca [18,23].

Tabla 2. Crecimiento de P. ostreatus (cepas 3022 y
3024) en diferentes concentraciones de los efluentes
vinaza (V) y extracto liquido de pulpa de café (ELP).

Cepa  Medio % u (dia ™) 1S
Control - 6.309° 0.949
25 8.695" 0.305
Vinaza 50 6.284° 0.335
3024 100 3.625% 0.707
25 6.984 1.910
ELP 50 6.131° 0.456
100 5.390° 0.154
Control - 4.694% 0.582
25 5.656b 0.657
Vinaza 50 5.118" 1.303
100 2.171¢ 0.947
3022 25 7.459® 0.478
ELP 50 7.267" 1.029
100 6.923% 0.723

Los supraindices ocorresponden a los indicadores de
significancia de la prueba de comparacion de intervalos
multiples de Duncant S: desviacion estandar.

Medio control

60

50 1 ——3022 ——3023 —A—3024

401 —X—3026 —@—3035

Crecimiento (mm)

Dias

En los cultivos suplementados con guayacol, la cepa
de mayor crecimiento micelial fue la 3024 (Figura 1), ademas
en esta cepa y las identificadas como 3022 y 3028 se observo
un halo de color rojo, probablemente debido a la oxidacion
del guayacol, por la presencia de lacasas y algunas
peroxidasas [16,18]. En estas tres cepas la aparicion del color
comenzo al cuarto dia de incubacion, sugiriendo la activacion
del mecanismo ligninolitico y la excrecion de fenoloxidasas
en fases tempranas del crecimiento.

Para determinar la capacidad de decoloracion de P,
ostreatus en medio liquido conteniendo los efluentes ELP y V
se utilizaron las cepas 3022 y 3024. Para ambas cepas se
observo que en el residual de ELP no existieron diferencias
significativas (p<0.05) en la velocidad de crecimiento radial
entre los tres niveles de concentracion ensayados, ni de ellos
con relacion al control; incluso a la concentracion de 25 % se
hace ligeramente mayor con respecto al control, siendo mas
caracteristico este comportamiento en la cepa 3022 (Tabla 2).
En los cultivos con vinaza se observo un efecto inhibitorio en
ambas cepas, el cual fue gradualmente incrementado a partir

de los tratamientos con 50 % de efluente, llegando a ser estas

50 1 Medio con guayacol
——3023 —— 3024
40 7 —— 306 —%— 302(1)
—_ —>— 3035(1)
E 30 7
g
Q
2
=i
8204
£
Q
0]
G0
ol

Dias

Figura 1. Crecimiento comparativo de las cepas de P. ostreatus en medio para deteccion de excrecion de enzimas ligninoliticas.
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Figura 2. Color removido en los residuales coloreados tratados
con las cepas seleccionadas 3022 y 3024.

diferencias significativas cuando se trabajé con
concentracion del 100 %, comparada con las restantes. Este
comportamiento puede atribuirse al incremento en la vinaza
de compuestos recalcitrantes e inhibidores que pueden estar
interfiriendo en el crecimiento del micelio y que llegan a este
residual procedente de las mieles finales. Entre ellos pueden
mencionarse el furfural, derivados premelanoidinos de
intensa coloraciéon y fenoles como el acido galico y el
vanillinico, los cuales estan presentes en este efluente y son
potenciales inhibidores de la actividad microbiana [7, 9]. En
todos los tratamientos no se evidencié halo de decoloracion
en las placas crecidas con los efluentes bajo estudio, después
de siete dias de crecimiento.

Para los ensayos de decoloraciéon en cultivos
sumergidos, los resultados obtenidos en todos los
tratamientos superaron el 50 % de remocién de color de los
efluentes (Figura 2). Estos valores son similares a los
obtenidos en investigaciones previas con otros residuales
coloreados, utilizando cepas de Pleurotus ostreatus y
Phanerochaete chrysosporium [7, 12, 21]. Sin embargo, en
este trabajo se emplearon mayores concentraciones de los

residuales.

En conclusion, la presente investigacion mostro la
factibilidad de utilizar cepas de P. ostreatus en el tratamiento
de efluentes industriales coloreados, pero serd necesario
optimizar las estrategias de seleccion que permitan tener
cepas con alta capacidad de biodegradacion. Este es un tema
que se debe profundizar en futuros estudios, para lograr la
diversificacion del uso de este versatil hongo ligninolitico, en

aras de la obtencion de tecnologias mas limpias.
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