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Resumen 

El Arsénico (As) es un metaloide clasificado como carcinógeno humano, que se 
encuentra ampliamente distribuido en el medio ambiente debido a procesos naturales 
o actividades antropogénicas. Está clasificado como carcinógeno humano y 
constituye una amenaza para la salud pública en varias regiones de México. 

Actualmente la aplicación de tecnologías sustentables, tales como las 
biotecnológicas ha incrementado, es por ello que en esta investigación se consideró 
el uso de hongos como tecnología de tratamiento representando una alternativa 
económica y amigable con el ambiente. En este trabajo se propuso el uso de hongos 
para favorecer condiciones ácidas y oxidantes en el medio de cultivo, con la finalidad 
de oxidar el AsIII a AsV, el cual es menos tóxico y posteriomente, favorecer la 
formación del mineral, bioscorodita (FeAsO4.2H2O), reconocido como un compuesto 
estable para la disposición de arsénico.  

Se realizó el cultivo y las pruebas de toxicidad in vitro de cuatro cepas fúngicas; dos 
ascomicetos; Trichoderma atroviride y Aspergillus niger, y dos basidiomicetos; Postia 
placenta y Phanerochaete chrysosporium, en presencia de sales de AsIII y AsV. 
Encontrando que el AsV inhibe en mayor medida la tasa de crecimiento del diámetro 
(TCD) de los hongos en comparación con AsIII, este último reconocido como más 
tóxico para humanos que el AsV. T. atroviride fue el hongo que presentó las 
características adecuadas, para la formación de bioscorodita; alta tasa de 
crecimiento en presencia de sales de As, así como el menor tiempo de cultivo para 
producir 0.39 mg/L de H2O2 y alcanzar condiciones ácidas (pH=2.2) y oxidantes (207 
mV).  

El potencial redox en el medio de cultivo de T. atroviride se incrementó a 324.80 mV 
mediante el mejoramiento de las condiciones de cultivo, seleccionadas a partir de la  
la aplicación de un diseño experimental factorial fraccionado 23-1. 

El medio de cultivo de T. atroviride fue utilizado para la reacción de formación de 
bioscorodita, adicionado con sales de Fe (III)/As(III) y semilla de escorodita, la 
temperatura a 92°C y el tiempo de reacción fue de 21 h, obteniendo un sólido con las 
características de bioscorodita reportadas en la literatura. Tanto la semilla de 
escorodita como la bioscorodita fueron caracterizadas por difracción de rayos X 
(DRX) y microscopía electrónica de barrido (SEM). Adicionalmente, el As total en 
solución se midió por espectrofotometría de absorción atómica, mostrando un 
reducción del 73 % respecto a la concentración inicial de arsénico (0.30 g/100 mL). 
Por lo anterior, se concluye que la biscorodita producida bajo condiciones adecuadas 
de cultivo, podría ser una opción sustentable para la remoción y disposición de 
arsénico.  

 

 

 



                              GENERACIÓN DE BIOSCORODITA EN CULTIVOS DE HONGOS Y As/Fe: BIOENSAYOS DE TOXICIDAD 

 

12 
 

Abstract 

  

Arsenic (As) is a metalloid widely distributed in the environment due to natural 
processes or anthropogenic activities. It is classified as a human carcinogen and 
constitutes a threat to public health in several regions of Mexico. 

Currently, the application of sustainable technologies, such as biotechnological, has 
increased, which is why this research considers the use of fungi as a technology for 
the treatment, representing an economical and environment friendly alternative. In 
this work, the use of fungi was proposed to favor acid and oxidizing conditions in the 
culture medium, in order to oxidize AsIII to AsV, which is less toxic. Subsequently, the 
crystallization conditions were established to favor the formation of the mineral, 
bioscorodite (FeAsO4.2H2O), recognized as a stable compound for the disposal of 
arsenic. 

Culture and in vitro toxicity tests of four fungal strains were performed; two 
ascomycetes; Trichoderma atroviride and Aspergillus niger, and two basidiomycetes; 
Postia placenta and Phanerochaete chrysosporium, in the presence of AsIII and AsV 
salts. Finding that AsV inhibits to a greater extent the diameter growth rate (DGR) of 
fungi compared to AsIII, the latter recognized as more toxic to humans than AsV.  

Trichoderma atroviride was the fungus that presented the adequate characteristics for 
the formation of bioscorodite; high growth rate in the presence of arsenic salts, as 
well as the shortest culture time to reach acid (pH=2.2) and oxidizing (207 mV) 
conditions, producing 0.39 mg/L of H2O2 in less time in modified Wunder medium. 

The redox potential in the T. atroviride culture medium increased to 324.80 mV by 
improving the culture conditions, selected from the application of a 23-1 fractional 
factorial experimental design. 

The T. atroviride culture medium was used for the bioscorodite formation reaction, 
added with Fe(III)/As(III) salts and scorodite seed, the temperature was increased to 
92°C and the reaction time was 21 h, obtaining a solid with the bioscorodite 
characteristics reported in the literature. Both the scorodite and bioscorodite seeds 
were characterized by X-ray diffraction (XRD) and scanning electron microscopy 
(SEM). Additionally, the total As in solution was measured by atomic absorption 
spectrophotometry, showing a reduction of 73% with respect to the initial 
concentration of arsenic (0.30 g/100 mL) after the production of scorodite. From the 
above, it is concluded that biscorodite produced under adequate growing conditions, 
it could be a sustainable option for the removal of arsenic from water. 
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I. Marco Teórico 

1.1 Arsénico en el medio ambiente 

 

El Arsénico (As) es un metaloide que se encuentra ampliamente distribuido en el 

ambiente, debido a procesos naturales (emisiones volcánicas, vetas de minerales, 

zonas geotérmicas, entre otras) o actividades antropogénicas (minería, fundidoras, 

uso de combustibles fósiles, de plaguicidas orgánicos, herbicidas y como aditivo de 

alimento para ganado y aves de corral) (Kowalski, 2014; Rangel et al., 2015, Singh et 

al., 2023).  

 

     La característica que hace de este metal una problemática es su fácil movilización 

bajo condiciones naturales. Se puede encontrar en diferentes estados de oxidación: 

como arseniato AsV, arsenito AsIII, elemental As0 y arseniuro As-III hallándose más 

frecuentemente en su forma inorgánica como arsenito o arseniato (Tsai et al., 2009).     

En ambientes naturales, el arsénico se encuentra en formas inorgánicas (AsIII y AsV) 

y orgánicas (ácido monometilarsonato (MMA), ácido dimetilarsínico (DMA) y óxido de 

trimetilarsina (TMA). Estos pueden cambiar de uno a otro vía oxidación/reducción y 

metilación/desmetilación, debido a la actividad microbiana (Su et al., 2011). 

 

     La cantidad de arsénico en el ambiente puede ser influenciada por 

biovolatilización a bajas temperaturas, donde los microorganismos aerobios y 

anaerobios, tales como bacterias y hongos microscópicos son particularmente 

responsables de la generación de compuestos volátiles de arsénico. Estos 

compuestos (especialmente arsina, mono-, di-, tri-metilarsina y óxidos de arsénico) 

pueden ser encontrados en gases liberados de ambientes naturales y 

antropogénicos, constituyendo este proceso una parte importante del ciclo 

biogeoquímico de los metales y metaloides (Cernaský et al., 2009).  
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1.2.1 En aguas naturales  

 

     En aguas naturales, el arsénico se encuentra en general como especie disuelta, 

formando oxianiones. Los estados de oxidación que predominan son AsIII y AsV, y 

con menos frecuencia, As0 y As-III. Generalmente, el AsV es la especie mayoritaria en 

agua, encontrándose bajo condiciones oxidantes, mientras que el AsIII se encuentra 

bajo condiciones reductoras (Bowell et al., 2014; Rangel et al., 2015). 

 

     El estado de oxidación del arsénico y, por lo tanto, su movilidad, están 

controlados fundamentalmente por las condiciones redox (potencial redox, Eh) (Park 

et al., 2022) y el pH, como se muestra en la Figura 1. Con respecto a las formas 

químicas, el AsV puede encontrarse como ácido arsénico (H3AsO4) y sus 

correspondientes productos de disociación (H2AsO4
–, HAsO4

2– y AsO4
3-, mientras que 

el AsIII se presenta como ácido arsenioso (H3AsO3) y sus correspondientes derivados 

dependiendo del pH (H4AsO3
+, H2AsO3

–, HAsO3
2– y AsO3

3– (Smedley y Kinniburgh, 

2002; Litter et al., 2009). 

 

Figura 1. Diagrama Eh-pH de especies acuosas de arsénico en el sistema As-O2-H2O a 

25°C y 1 bar de presión (Smedley y Kinniburgh, 2002). 
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1.2.2 En agua de consumo humano  

     La presencia de arsénico en agua subterránea ha sido reportada ampliamente en 

diversas partes del mundo (Tabla 1). La magnitud del problema de intoxicación por 

arsénico ocasiónó  que  la Organización Mundial de la Salud (OMS) redujera  el valor 

límite de arsénico en agua de consumo humano de 50 a 10 µg.L-1(WHO, 2011), 

mientras que en nuestro país la normatividad marcaba una concentración de 25 µg.L-

1, valor 2.5 veces mayor (DOF, 2000); sin embargo, el 2 de mayo de 2022 se publicó 

la actualización de la Norma Oficial Mexicana NOM-127-SSA1-2021, Agua para uso 

y consumo humano. Límites permisibles de la calidad del agua, donde se establece 

un nuevo límite máximo permisible (10 µg.L), dando diferentes plazos para su 

cumplimiento a partir de la publicación de la norma, dependiendo del número de 

habitantes de la localidad (DOF, 2022). 

 

Tabla 1. Estimación de la contaminación global por arsénico en agua subterránea (Tomada 
de Nordstrom, 2002). 

 

No. 
País/    

Región 

Población 

potencialmente 

expuesta 

Concentración 

(µg/L) 
Condiciones ambientales 

1 Bangladesh 30,000,000 <1-2,500 

Natural; Sedimentos 

aluviales/deltáicos con alta 

concentración de fosfato, 

orgánicos 

2 
Bengala 

occidental 
6,000,000 <10-3,200 Similar a Bangladesh 

3 Vietnam >1,000,000 1-3,050 Natural; sedimentos aluviales 

4 Tailandia 15,000 1-5,000 
Antropogénico; minería y aluvión 

de dragado 

5 Taiwán 
100,000-

200,000 
10-1,820 Natural; zonas costeras 

6 
Mongolia 

interior 

100,000 a 

600,000 
<1-2,400 

Natural; aluvial y sedimentos de 

lagos; alta alcalinidad 
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No. 
País/    

Región 

Población 

potencialmente 

expuesta 

Concentración 

(µg/L) 
Condiciones ambientales 

7 
Xinjiang, 

Shanxi 
>500 40-750 Natural; sedimentos aluviales 

8 Argentina 2,000,000 <1-9,900 
Natural; Rocas volcánicas, aguas 

termales ; alta alcalinidad 

9 Chile 400,000 100-1,000 

Natural y antropogénico; 

sedimentos vulcanogénicos, lagos 

de cuenca cerrada, aguas 

termales, minería 

10 Bolivia 50,000 
 

Natural; similar a Chile y partes de 

Argentina 

11 Brasil 
 

0.4-350 Minería de oro 

12 México 400,000 8-620 
Natural y antropogénico; 

sedimentos volcánicos, minería 

13 Alemania 
 

<10-150 Natural; arena mineralizada 

14 
Hungría, 

Rumania 
400,000 <2-176 

Natural; sedimentos aluviales; 

orgánicos 

15 España >50,000 <1-100 Natural; sedimentos aluviales 

16 Grecia 150,000 - 
Natural y antropogénico; aguas 

termales y minería 

17 Reino Unido - <1-80 Minería; suroeste de Inglaterra 

18 Ghana <100,000 <1-175 
Natural y antropogénico; minería 

de oro 

19 
EUA y 

Canadá 
- <1->100,000 

Natural y antropogénico; minería, 

plaguicidas, reservas de As2O3, 

aguas termales, aluvial, cuencas 

cerradas de lagos, varias rocas 

 

En varias regiones de México se han detectado concentraciones de arsénico por 

arriba de los límites permisibles para agua potable (Tabla 2). Esta contaminación ha 

sido asociada a tres principales ambientes, áreas de actividad geotérmica, acuíferos 
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aluviales y áreas de actividad minera (Alarcón-Herrera et al., 2013; Vega, 2001). Sin 

embargo, son pocas las zonas donde se han determinado los procesos específicos 

involucrados en la liberación de este metaloide en las aguas subterráneas (Armienta 

y Segovia, 2008). 

 

Tabla 2. Rango de concentraciones de arsénico reportadas en agua subterránea en México 
(Adaptada de Arreguín-Cortés et al., 2010) 

 

No. Región /ESTADO 
Rango de concentración 

reportada (µg. L-1) 

1 Comarca Lagunera, Coahuila y Durango 3 - 865 

2 Chihuahua 5 - 650 

3 Sonora 2 - 305 

4 Valle del Guadiana, Durango 5 - 240 

5 Baja California Sur 10 - 410 

6 Valle de Zimapán, Hidalgo 14 - 1000 

7 San Luis Potosí 0.2 - 21 

8 Guanajuato 2.0 - 10 

 

1.2 Toxicidad 

Los compuestos volátiles de arsénico son más móviles, biodisponibles y 

frecuentemente más tóxicos en comparación con especies inorgánicas de arsénico 

tri- y pentavalente. Por ejemplo, las arsinas volátiles y las metilarsinas son más 

tóxicas que el arsénico inorgánico trivalente; sin embargo, los óxidos de arsénico 

metilados volátiles son menos tóxicos que arsénico inorgánico (III) (Cernaský et al., 

2009). Estos últimos son producto de reacciones de metilación mediadas 

biológicamente en microorganismos como hongos, levaduras y bacterias que 

convierten el arsenito y arsenato en compuestos metilados de toxicidad moderada 

como el monometilarsonato [MMA(V)] o ácido monometilarsónico [MMAA, 
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CH3AsO(OH)2], el dimetilarseniato [DMA(V)] o ácido dimetilarsínico [DAMA, 

(CH3)2AsO(OH)], el óxido de trimetilarsina (TMAO) y el ion tetrametilarsonio (TMA+), 

los cuales son precursores de formas orgánicas más complejas y prácticamente no 

tóxicas, tal como los arsenolípidos, como la arsenobetaína (AB) y la arsenocolina 

(AC), y los arsenoazúcares (AsAZ) (Litter et al., 2009). Cabe destacar que en los 

últimos años se ha encontrado que el arsénico trivalente, incluso sus compuestos 

metilados, tienen propiedades tóxicas más potentes que el arsénico pentavalente 

(Hughes, 2002). 

 

     La exposición al arsénico se presenta por inhalación, absorción a través de la piel 

y, principalmente, por ingestión, por ejemplo, de agua contaminada, manifestándose 

en diferentes efectos en la salud, dependiendo de la dosis y el tiempo de exposición.  

La intoxicación aguda por arsénico se asocia inicialmente a náuseas, vómitos, dolor 

abdominal, diarrea severa y salivación, así como encefalopatía y neuropatía 

periférica.  La dosis letal de arsénico varía de 100 a 300 mg, aunque también se ha 

estimado una dosis arsénico inorgánico en humanos de 0.6 mg/Kg/día (Ratnaike, 

2003). La exposición crónica al arsénico resulta en la afectación de varios órganos. 

El metaloide se deposita en tejidos ricos en queratina: uñas, cabello y piel, 

presentándose cambios dermatológicos, como; hiperpigmentación y queratosis 

palmar y solar. Además existe un incremento en el riesgo de enfermedades 

cardiovasculares,  respiratorias, diabetes mellitus y neutropenia (Ratnaike, 2003), así 

como cáncer (piel, pulmón, hígado, riñón y vejiga principalmente) y efectos 

cardiovasculares y neurológicos (Basu et al., 2014). 

 

     Se han hecho algunas propuestas sobre el posible mecanismo de acción del 

arsénico sobre las células. El AsV puede remplazar el fosfato en varias reacciones 

bioquímicas, debido a que tienen una estructura y propiedades similares. Las 

sustituciones por fosfato y la subsecuente inhibición de la fosforilación oxidativa es la 

mayor causa de toxicidad del estado pentavalente AsV. Por otro lado, la afinidad del 

arsénico trivalente AsIII por los grupos  tioles o  sulfhidrilos de las proteínas lo hace 

altamente tóxico, ya que las uniones de AsIII-S promueven la inhibición de varias 
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enzimas (Hughes, 2002; Sharma y Sohn, 2009). Además, el AsIII también actúa como 

disruptor endócrino por unión a receptores de hormonas e interfiere con la 

señalización normal de la célula (Tsai et al., 2009). 

 

1.3 Tecnologías de tratamiento 

 

     Entre las tecnologías que permiten eliminar metales del agua destacan la 

oxidación, la coagulación-precipitación, la adsorción, el intercambio de iones y 

diversas técnicas de membranas. Sin embargo, estos métodos se convierten en 

ineficientes o caros especialmente cuando la concentración de los metales es bajo, 

en el orden de 1 a 100 mg L-1 (Say et al., 2001).  

 

     Las tecnologías que se han aplicado en los últimos años para la remoción de 

arsénico de agua potable son las siguientes: 1) Coagulación, floculación, 

precipitación y filtración); 2) Adsorción e intercambio iónico; 3) Procesos basados en 

membranas y 4) Tratamientos biológicos, sin embargo, la adsorción es la que ha 

recibido mayor atención  (Basu et al., 2014, Abejón y Garea, 2015; Jadhav et al., 

2015). En particular, en América Latina los principales métodos de tratamiento 

usados son precipitación química/filtración y ósmosis inversa (Alarcón-Herrera et al., 

2013). 

 

     El arsénico puede oxidarse mediante procesos químicos o biológicos. La 

oxidación química es lenta, se utiliza cloro, hipoclorito de calcio y permanganato de 

potasio, pero pueden derivar en costos elevados, generar contaminación secundaria 

y ser ineficientes a bajas concentraciones de arsénico, por lo que se prefiere el 

proceso biológico (Rangel et al., 2015). 

 

    Dentro de los procesos biológicos destaca el uso de algunos microorganismos que 

pueden utilizar el arsénico en su metabolismo, ya sea en su forma reducida de 

arsenito, o en su forma oxidada de arseniato mediante reacciones de óxido-
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reducción, transformación enzimática, metilación, quelación, exclusión e 

inmovilización.  

      

1.3.1 Micorremediación  

 

     La micorremediación es un método biológico de tratamiento basado en el uso de 

hongos para la remoción de contaminantes del ambiente mediante procesos de 

biodegradación, biosorción  y bioconversión. La biosorción consiste en la 

acumulación por interacciones predominantemente independientes del metabolismo, 

tales como los procesos de adsorción o de intercambio iónico (Tobin et al., 1994). 

Aunque en los hongos, el mecanismo no está completamente explicado, la sorción a 

polisacáridos, proteínas y otras moléculas presentes en la pared celular 

probablemente juega el papel más importante (Baldrian, 2003). 

 

     Varias especies de hongos tales como Rhizopus arrhizus, Penicillium spinulum y 

Aspergillus niger han sido ampliamente estudiados en la remoción de metales,  y los 

mecanismos al parecer dependen de cada especie (Say, 2001). Algunos de los 

parámetros que pueden influir sonel pH, ion metálico, concentración de la biomasa, 

pre-tratamiento físico o químico de la biomasa, presencia de varios ligandos en la 

solución y, de manera limitada, a la temperatura (Kapoor y Viraraghavan, 1995). 

           

     La biovolatilización de arsénico por hongos puede también ser considerada una 

técnica de biorremediación, ya que una vez que el arsénico metilado volátil está en el 

aire, este puede ser fácil y rápidamente oxidado y desmetilado y finalmente 

dispersado por los flujos de aire (Cernaský et al., 2009).  

 

     Los hongos capaces de acumular y volatilizar arsénico dependen de la sorción a 

biomasa, importación/exportación, complejación con péptidos ricos en cisteína, 

oxidación/reducción y procesos de biometilación (Su et al., 2011, Mohd et al., 2019). 
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     En el caso de eucariontes, estudios realizados con Saccharomyces cerevisiae 

sugieren la entrada de arsénico a la célula a través de tres diferentes 

transportadores. El AsV, debido a su similitud con el fosfato puede internalizarse a 

través de un transportador de fosfato. Por otro lado, el AsIII lo hace a través de dos 

transportadores: uno de acuagliceroporinas y otro de hexosas. Una vez en el interior 

de la célula, ocurren una serie de etapas de desintoxicación para reducir los efectos 

de citotoxicidad aguda, que incluye la reducción de arsenato a arsenito mediante una 

arsenato reductasa Arr2p y la salida del arsenito de la célula mediante un 

transportador Arr3p. El arsenito en la célula puede unirse a varias proteínas 

quelantes o péptidos con grupos tiol, tales como glutatión (GSH), fitoquelatinas (PCs) 

y metalotioneinas (MTs) para formar complejos inactivos. Los primeros dos forman 

complejos con el arsenito que son transportados a las vacuolas (Tsai et al., 2009) 

(Figura 2).  

 
Figura 2. Mecanismos involucrados en la remoción de arsénico, adaptado de Tsai et al., 

2009. Las producción de compuestos metilados de arsénico en hongos ha sido descrito por 
varios autores (Cernaský et al., 2009, Su et al., 2011, Mohd et al., 2019). 
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1.3.2 Enzimas fúngicas 

 

     Entre los hongos se tienen dos divisiones relevantes desde el punto de vista 

ambiental; los basidiomicetos y ascomicetos. Cada una con enzimas características 

que ayudan a explicar su uso potencial en procesos de biorremediación.  

 

     En la división de los basidiomicetos se encuentran los hongos causantes de la 

podredumbre blanca (Trametes versicolor, P. chrysosporium, Pleurotus ostreatus) y 

podredumbre café (P. placenta) de la madera, es decir que causan el decaimiento de 

la madera por descomposición de los polímeros que la conforman, tales como la 

celulosa, hemicelulosa y lignina. Esto ha sido aprovechado en procesos de 

biorremediación de contaminantes con estructuras químicas parecida tales como 

hidrocarburos, plaguicidas, bifenilos policlorados (PCB´s), entre otros. Además 

pueden acumular, remover metales o metilar los metales (Singh, 2006, Batista et al., 

2016).  

 

La capacidad de biodegradación de compuestos orgánicos de estos hongos se 

asocia a un sistema enzimático en el que intervienen enzimas ligninolíticas 

extracelulares, como la lignino y manganeso peroxidasa (LiP y MnP), que tienen una 

potente capacidad oxidante (Quintero et al., 2006). Ambas son capaces de oxidar a 

la lignina, y derivados de la misma, además de una variedad de compuestos. Estas 

enzimas comparten la estructura del grupo hemo presente en sus sitio activo. La LiP 

es relativamente inespecífica en sus sustratos reductores, puesto que oxida 

compuestos aromáticos de alto potencial redox tales como; el alcohol veratrílico, 

metoxibencenos, entre otros. Mientras que la MnP es específica en sus sustratos 

reductores y solamente el Mn2+ puede completar eficientemente su ciclo catalítico. El 

Mn3+ generado por la MnP es una especie altamente oxidante (1.54 V) con el 

inconveniente de ser altamente inestable en medio acuoso. 
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Otra enzima implicada es la lacasa, que es una fenol oxidasa extracelular producida 

principalmente por hongos ligninolíticos. Las fenol oxidasas son enzimas que 

catalizan la oxidación de un amplio espectro de compuestos fenólicos y aminas 

aromáticas utilizando el oxígeno molecular como aceptor de electrones, reduciéndolo 

a agua. Este grupo de enzimas posee cuatro átomos de cobre en su estado de 

oxidación 2+ que les confiere una coloración azul (Dávila-Vázquez y Vázquez-Duhalt, 

2006). 

 

En la siguiente Tabla se muestran algunas características de las enzimas 

mencionadas. 

 

Tabla 3. Enzimas características de los hongos basidiomicetos 
 

ENZIMA CO FACTORES REACCIONES 

Lignina peroxidasa 

(LiP) 

H
2
O

2
 Oxidación de núcleos aromáticos no 

fenólicos hasta radicales catiónicos 

 

Manganeso 

peroxidasa (MnP) 

H
2
O

2
, Mn

+2

 Oxidación de Mn
+2

 a Mn
+3

 el cual oxida 

fenoles a radicales fenólicos 

 

Lacasas (Lac) 
O

2
, Cu

+2

 Reduce Cu
+2 

a Cu
+1

, reduce O
2
 a H

2
O

2
. 

Oxidación de fenoles a radicales fenoxilo 

 

     Por otro lado,os ascomicetos (entre ellos; los géneros Aspergillus, Penicillium, 

Trichoderma), también tienen la capacidad de degradar compuestos orgánicos y 

remover metales; sin embargo, no poseen el sistema enzimático característico de los 

basidiomicetos. Debido a esto,  en el grupo de trabajo se busca explicar el posible 

mecanismo que utilizan estos hongos para llevar a cabo estos procesos mediante la 

producción de ácidos orgánicos y especies reactivas de oxígeno como el peróxido de 

hidrógeno (H2O2). La producción de H2O2 de estos hongos esta asociada a varias 

enzimas oxidoreductasas, entre las que destaca; la glioxal oxidasa y la glucosa 

oxidasa.  
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     La glucosa oxidasa es una enzima que cataliza la oxidación de D-glucosa 

(C6H12O6) a D-gluconolactona (C6H10O6) y H2O2. El H2O2 y la D-gluconolactona se 

descomponen espontánea y enzimáticamente. La actividad enzimática de la glucosa 

oxidasa se reduce cuando el H2O2 se acumula e inactiva a la enzima. Por otro lado, 

el producto de degradación de la D-gluconolactona; el ácido glucónico (C6H12O7) se 

acumula, reduciendo el pH de la solución. El rango de temperatura en el que trabaja 

la glucosa oxidasa de A. niger es de 20 a 50°C y el pH de 4 a 7 (Wong et al., 2008). 

 

Β-D-glucosa + O2   
glucosa oxidasa

      D-gluconolactona + H2O2         (1) 

 

           2H2O2        
espontánea/catalasa       2H2O + O2                           (2) 

 

              D-gluconolactona + H2O  espontánea/lactonasa    ácido glucónico         (3) 

 

     Por otro lado, la secreción extracelular de ácidos orgánicos propicia condiciones 

ácidas en el medio, lo que favorece reacciones tipo Fenton.   

 

1.3.3 Reacción Fenton 

     El término reactivo Fenton se refiere a la mezcla acuosa de Fe (II) y H2O2. 

Investigaciones subsecuentes a la de Fenton en 1876 indican como proceso 

predominante ea la siguiente reacción:  

 

                               Fe2+ + H2O2            Fe3+ + OH
. + OH-                        (1) 
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     Donde Fe2+ y Fe3+ representan las especies hidratadas, Fe(H2O)6
2+ y Fe(H2O)6

3+, 

respectivamente. La reacción (1) es frecuentemente referida como la Reacción 

Fenton, aunque ocurren muchas otras reacciones en los sistemas Fenton (2-6).  

La principal utilidad de esta reacción en la degradación de contaminantes es la 

formación de radicales hidroxilo, el cual es un oxidante fuerte y no selectivo, capaz 

de degradar una amplia variedad de contaminantes. Aunque la formación del radical 

hidroxilo es una etapa clave en la reacción Fenton, el proceso global es afectado 

fuertemente por las condiciones bajo las que ocurre la reacción (Tarr, 2003). 

                                   Fe3+ + H2O2            Fe2+ + H+ + HO2
.                               (2) 

 

                                   Fe3+ + HO2
.            Fe2+ + H+ + O2

                                    (3) 

 

                                   Fe2+ + HO2
.
  ≡  6Fe3+ + HO-

2
                                                 (4) 

 

                                   Fe2+ + HO.            Fe3+ + HO-                                               (5) 

 

                                   H2O2 + HO.           H2O + HO2
.                                             (6)         

                         

     Las reacciones (2) y (3) indican procesos que regeneran Fe2+ en el ciclo catalítico. 

Mientras que el H2O2 esté disponible en el sistema, las especies de hierro continúan 

al ciclo entre Fe2+ y Fe3+, a menos que se produzcan reacciones adicionales como, la 

formación de óxidos e hidróxidos de hierro insolubles. 

 

     Por otro lado, la presencia de ligandos orgánicos e inorgánicos de hierro en 

sistemas naturales puede tener gran influencia en la reacción Fenton. Otras especies 

pueden afectar la eficiencia de la formación del radical hidroxilo al competir por H2O2. 

Por ejemplo, el manganeso que reacciona con el H2O2 para formar otros productos 

que no incluyen al radical hidroxilo (Tarr, 2003). 
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     En sistemas biológicos, el radical 
.
OH generalmente es producido por reacción 

Fenton. Por lo tanto, para usar 
.
OH como oxidante, los hongos necesitan reducir Fe3+ 

y producir H2O2 extracelular. Por lo anteriormente mencionado; los hongos producen 

H2O2 extracelularmente por la actividad enzimática y bajan el pH por la producción de 

ácidos orgánicos, que en presencia de sales de hierro favorecen reacciones de tipo 

Fenton en el medio, propiciando condiciones oxidantes mediante la formación de 

radicales libres de tipo hidroxilo, los cuales tiene alto poder oxidante, favoreciendo el 

cambio de especiación del As, de AsIII a AsV, la cual es la propuesta de este trabajo. 

 

1.4 Disposición de arsénico 

 

El arsénico llega al medio ambiente por procesos naturales o actividades 

antropogénicas. Un ejemplo es la minería y actividades metalúrgicas, que generan 

grandes volúmenes de residuos de arsénico, por ello la importancia de disponerlo de 

forma segura. Una manera de disponerlo es la precipitación como arsenato de calcio, 

ferrihidrita o arseniato férrico (escorodita). La escorodita (FeAsO4.2H2O) tiene varias 

ventajas sobre otros compuestos para la disposición de arsénico, tales como la baja 

demanda de hierro, mayor densidad, estabilidad termodinámica (Riveros et al., 

2001), alta capacidad de fijación de arsénico, buen estado de cristalización y bajo 

contenido de agua en escorias (Li et al., 2022). La escorodita puede ser hidrotermal o 

atmosférica, la primera se obtiene en autoclave a altas temperaturas, requiriendo 

mayor gasto energético, mientras la segunda  se obtiene a presión atmosférica.  

 

Singhania et al., 2005 estudiaron el efecto de la temperatura y siembra sobre la 

precipitación de escorodita atmosférica, encontrando que la tasa de formación de 

escorodita incrementa dramáticamente por pequeños incrementos en la temperatura 

de 85 °C a 100 °C. Además los efectos de la alta temperatura se reflejan en una 

mayor estabilidad termodinámica y una mayor tasa de formación de núcleos 
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secundarios y crecimiento del cristal, lo que coincide con Taboada et al., 2008, 

quienes agregan que este parámetro también influye en la coloración de los sólidos.  

 

Otro parámetro importante es la siembra, observándose que entre mayor es la 

concentración inicial de semilla, es más rápida la precipitación. Además la 

precipitación de escorodita cristalina puede ser afectada de igual manera por 

semillas heterogéneas como la hematita (Fe2O3) o yeso (CaSO4.2H2O) agregado 

externamente o formado in situ (Singhania et al., 2005). En cuanto a la concentración 

de semilla a utilizar, Okibe et al., 2017 encontraron que al adicionar 0.015, 0.03, 

0.075 y 0.15% se inmoviliza arsénico al 96, 97, 97 y 98% respectivamente. 
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II. Antecedentes 

     Los estudios sobre la remoción de arsénico usando sistemas biológicos, 

específicamente hongos, son escasos. La mayoría de los tratamientos son 

físicoquímicos. Dentro de los tratamientos biológicos, la adsorción usando biomasa 

microbiana ofrece varias ventajas; bajos costos de operación, es efectiva en el 

tratamiento de bajas concentraciones de metales y genera mínimas cantidades de 

efluente (Murugesan et al., 2006).  

 

     La acumulación y volatilización de arsénico por microrganismos ha sido 

reconocida como un método potencial de remediación, debido a su naturaleza 

amigable con el ambiente y costo-efectividad. La bio-volatilización de este elemento 

es influenciada por factores bióticos y abióticos que pueden ser manipulados para 

propósitos de biorremediación (Wang et al., 2014). Algunos hongos capaces de 

acumular y/o volatilizar arsénico son; Fusarium oxysporum, Sinorhizobium metiloti, 

Aspergillus candidus, Trichoderma sp., Neocosmospora sp., Rhizopus sp., entre 

otros (Su et al., 2011). 

 

     Los hongos Neosartorya fischeri, Aspergillus clavatus y A. niger fueron probados 

bajo condiciones de laboratorio, volatilizando aproximadamente el 23% del arsénico 

del medio de cultivo que originalmente fue enriquecido con 4 y 17 mgL-1 de AsIII, 

mientras que la volatilización de AsV enriquecido con las mismas concentraciones, 

fue de entre 24%-16%, respectivamente (Cernanský et al., 2009). 

 

      En otra investigación realizada por Srivastava et al., 2011 probaron 15 cepas, 

encontrando porcentajes de volatilización entre 3.71 a 29.86% donde las cepas más 

efectivas para la remoción de arsénico fueron Trichoderma sp., Neocosmospora sp. y 

Rhizopus sp.  Recientemente se reportó que los hongos Aspergillus sp. LMC 330.01 

y LMC 330.03, Penicillium sp. LMC 331.02 y Westerdykella sp. LMC 334.01 son 

capaces de oxidar As, así como de metilar el metaloide; Aspergillus sp. LMC 330.04, 

Rhizopus sp. LMC 333.01 y Westerdykella sp. LMC 334.01 (Bastita et al., 2016). 
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Por otro lado, en estudios recientes también han trabajado la producción de 

escorodita de origen biológico o bioscorodita, como método de disposición de 

arsénico. En este proceso, la oxidación biológica controla el nivel de saturación 

induciendo la formación de bioscorodita. La composición química, el color y la 

caracterización estructural de la bioscorodita es muy similar al mineral escorodita 

encontrado en la naturaleza (González-Contreras et al., 2012). González-Contreras 

et al., 2009 produjeron el cristal a 80°C y a una concentración de As V de 1 g/L 

utilizando la bacteria oxidante de hierro Acidianus sulfidivorans con una relación 

molar de Fe/As igual a 1 y sin la adición de semilla. Estudiaron el efecto de una 

mayor concentración de hierro y la adición de semilla (yeso), encontrando que al 

aumentar la concentración de hierro se alarga el tiempo de cristalización, debido a la 

alta concentración de Fe (III) producido por la oxidación biológica. Por otro lado, el 

uso de semillas no mejoró las cinéticas de cristalización, pero si mejoró la remoción 

de arsénico, esto último quizá como resultado de la formación de escorodita menos 

estable. En 2010, este mismo grupo de trabajo demostró que la arquea 

termoacidófila oxidante de hierro es capaz de precipitar escorodita en ausencia de 

algún mineral primario o cristales semilla cuando crece en 0.7 g/L de hierro (Fe II) a 

80°C y pH=1 en presencia de 1.9 g/L de arsenato (H3AsO4). La cristalización 

simultanea de hierro (Fe III) y arsénico inducida biológicamente previene la 

acumulación de hierro (Fe III) y como resultado, el crecimiento del cristal es 

favorecido sobre la nucleación primaria resultando en la formación de escorodita 

biológica altamente cristalina, muy similar a la escorodita mineral. 

 

González-Contreras et al., 2012 estudiaron la formación de escorodita en un 

reactor de tanque agitado continuo a pH=1.2 y 72 °C. El reactor fue alimentado con 

2.8 g/L de arsenato y 2.4 g/L de hierro y fue operado con un tiempo de retención 

hidráulica de 40 horas, sin la adición de semilla o recirculación del cristal. La 

oxidación y cristalización fueron estables por periodos superiores a los 200 días. La 

eficiencia de remoción de arsénico fue de 99% con una tasa molar de alimentación 

de Fe/As entre 1 y 2, obteniendo efluentes con 29±18 mg/L de As.  
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Por otro lado, Okibe et al., 2017 utilizaron como modelo de estudio otra 

arquea;  Acidanus brierleyi con un mayor tiempo de residencia; 24 días. Para la 

obtención de bioscorodita en dicho trabajo utilizaron 18 mM de Fe (II) como 

FeSO4.7H2O y 13 mM de As(III) como NaAsO2 + 0.02% de extracto de levadura en 

matraces Erlenmeyer de 500 mL con 200 mL de medio a un pH=1.5 ajustado con 

H2SO4. 
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III. Justificación 

 

     Las aguas subterráneas de varias regiones de México se encuentran 

contaminadas con arsénico (As), metaloide extremadamente tóxico, cancerígeno y 

móvil en el ambiente, que afecta la salud de las comunidades más vulnerables. El 

arsénico constituye una amenaza para la salud pública cuando su concentración se 

encuentra por arriba de los límites permisibles en el agua y esta es utilizada para 

consumo humano. Esto representa un problema para varios países, entre ellos 

México, donde se ha registrado y documentado la presencia de arsénico en los 

acuíferos de varios estados de la República: Coahuila, Chihuahua, Durango, Hidalgo, 

San Luis Potosí, Sonora y Jalisco.  

     La exposición prolongada a este elemento en el agua de consumo tiene diversos 

efectos a la salud, algunos relacionados con lesiones cutáneas, enfermedades 

cardiovasculares, problemas respiratorios, alteraciones neurológicas, cáncer de piel, 

entre otros (ATSDR, 2007). Una manera adecuada de prevenir  la exposición a este 

contaminante es instalar sistemas de tratamiento de aguas eficaces, económicos y 

amigables con el medio ambiente.   

     Como una alternativa de tratamiento sustentable se propone un sistema fúngico 

que permita la disminución del As, mediante la formación del mineral bisocorodita.  
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IV. Hipótesis  

La aplicación de un sistema fúngico a agua 

contaminada con As (III) permitirá su oxidación a As 

(V), que podrá ser removido a través de la formación 

del mineral bioscorodita y por lo tanto, se reducirá la 

toxicidad del medio.  
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V. Objetivos 

5.1 Objetivo General 

 

Evaluar un sistema fúngico en la oxidación de arsénico As (III) a As (V) para la  

formación del mineral bioscorodita. 

 

 

 

 

5.2 Objetivos específicos 

 

1. Evaluar la toxicidad de sales de arsénico en hongos ascomicetos y 

basidiomicetos en medio sólido.  

 

2. Determinar las principales variables (fuente de carbono, mediador redox (Fe) y 

fuente de fósforo) que influyen en la producción de H2O2 (condiciones 

oxidantes) en el medio de cultivo de hongos.   

 

3. Determinar las condiciones de pH, temperatura y tiempo que favorecen la 

cristalización del mineral bioscorodita. 
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VI. Metodología 

La estrategia para el desarrollo del presente estudio fue dividida en tres etapas como 

se muestra en la Figura 3.  

 

  

Figura 3. Estrategia experimental implementada para el desarrollo de la investigación. 

 

6.1. ETAPA I. EVALUACIÓN DE LA TOXICIDAD in vitro DEL ARSÉNICO 

SOBRE EL CRECIMIENTO DE HONGOS ASCOMICETOS Y BASIDIOMICETOS 

 

     Esta primera etapa tuvo por objetivo evaluar la toxicidad in vitro de las sales de 

arsénico (arsenito y arseniato) sobre el crecimiento vegetativo de cepas de hongos 

ascomicetos y basidiomicetos, para que de acuerdo a los resultados obtenidos se 

seleccionaran las cepas que se utilizarían en el tratamiento. Esta etapa constó de  

las siguientes actividades: 

 

Actividad 1.1. Reactivación y mantenimiento de cepas fúngicas en agar papa 

dextrosa (PDA) y caracterización por la técnica de microcultivo. 
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Actividad 1.2. Evaluación de la toxicidad de dos sales de arsénico: Arsenito 

(NaAsO2) y arseniato (Na3AsO4) sobre el crecimiento de hongos, evaluando la tasa 

de crecimiento radial y la concentración mínima inhibitoria.  

 

6.2 ETAPA II. ESTABLECIMIENTO DE PARÁMETROS DE CULTIVO PARA 

FAVORECER CONDICIONES OXIDANTES EN EL MEDIO 

 

     En esta segunda etapa se investigó el efecto de la variación de parámetros que 

permitieran inducir condiciones oxidantes en medio líquido, propiciadas por la 

generación de radicales libres en el agua, debido a diferentes reacciones, entre ellas 

la Fenton, que consiste en la reacción de sales de hierro (adicionadas al medio de 

cultivo) con H2O2; producido por las células. Entre las variables de respuesta se 

midieron el pH y potencial redox, por considerarse decisivos en el cambio de 

especiación del arsénico; de As (III) a As (V), el cual es menos tóxico.  

 

Actividad 2.1. Estudios exploratorios para la determinación de los niveles de las 

variables independientes del diseño experimental en la generación de condiciones 

oxidantes en medio líquido.  

 

Actividad 2.2. Estandarización de las técnicas analíticas de las variables de 

respuesta del diseño experimental planteado; consumo de azúcares, producción de  

biomasa, generación de H2O2, radicales libres, actividad enzimática, pH y potencial 

redox. 

 

Actividad 2.3. Aplicación y análisis de resultados del diseño experimental mediante 

la realización de los tratamientos planteados. Los parámetros evaluados fueron: 

Fuente de carbono, fuente de hierro y fuente de fósforo. Se aplicó un diseño factorial 

fraccionado 23-1 (Tabla 4). 

 

Los diseños factoriales son los diseños más eficientes para experimentos donde 

interviene el estudio de los efectos de dos o más factores. En cada ensayo o réplica 
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completa del experimento, se investigan todas las combinaciones posibles de los 

niveles de los factores. Por ejemplo si el nivel A tiene a niveles y el factor B tiene b 

niveles, cada réplica contiene todas las ab combinaciones de los tratamientos.   

 

El efecto en un factor se define como el cambio en la respuesta producido por el 

cambio en el nivel del factor. Con frecuencia se le llama efecto principal, porque se 

refiere a los factores de interés primario en el experimento. 

 

En esta etapa se aplico un diseño factorial fraccionado con la finalidad de obtener 

información de los factores principales y las interacciones de orden inferior. Este tipo 

de diseños son utilizados cuando es posible que muchos factores considerados en 

un principio tengan un efecto reducido o nulo sobre la respuesta, además permite 

reducir el número de corridas, reduciendo el consumo de recursos (Montgomery, 

2007).  

Tabla 4. Arreglo codificado del diseño factorial fraccionado 23-1 
 

Tratamiento 

FACTORES 

A    B C 

1 -1 -1 +1 

2 +1 -1 -1 

3 -1 +1 -1 

4 +1 +1 +1 

A= Fuente de carbono, B=Fuente de hierro, C= Fuente de fósforo 

 

6.3. ETAPA III. FORMACIÓN DEL CRISTAL BIOSCORODITA 

En la etapa final del proyecto se investigó cómo favorecer la formación del cristal 

bioscorodita como medida de disposición de arsénico y se verificó la disminución de 

la concentración del metaloide en el agua después de la formación del mineral. 
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Actividad 3.1. Evaluación de las condiciones de pH, Temperatura y tiempo que 

favorecen la cristalización del mineral bioscorodita. 

 

Actividad 3.2. Evaluación de la concentración de arsénico en el agua antes y 

después del tratamiento mediante espectrofotometría de absorción atómica.  

 

6.4 MÉTODOS ANALITICOS  

 

Microcultivo de hongos 

La técnica de microcultivo permite observar e identificar estructuras microscópicas de 

hongos filamentosos, forma parte de las pruebas para identificar el género y la 

especie. La tinción de azul de lactofenol es una tinción simple y está basada en la 

afinidad del colorante por los componentes de la estructura fúngica.  

Potencial de hidrógeno (pH) 

El pH es una medida de acidez o alcalinidad de una disolución y está determinado 

por la concentración de iones hidrógeno [H]+ presentes en una solución. El método 

de medición se fundamenta en la existencia de una diferencia de potencial entre las 

dos caras de una membrana de vidrio, expuestas a disoluciones acuosas que 

difieren en su valor de pH. El pH de las muestras se midió  directamente con una 

sonda multiparamétrica HANNA HI9828.   

 

Potencial de oxidación-reducción (redox)   

El potencial redox es una forma de medir la energía química de oxidación-reducción 

mediante un electrodo, convirtiéndola en energía eléctrica. El potencial redox es 

positivo cuando se produce una oxidación y negativo para una reducción. Este 
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parámetro se midió directamente en el medio de cultivo utilizando una sonda 

multiparamétrica HANNA HI9828. 

Biomasa en peso seco 

Los cultivos se filtraron al vacío en un matraz Kitasato con embudo Büchner y papel 

filtro poro medio. Los papeles filtro con biomasa se dejaron secar en la estufa a 

105°C durante 1 hora. Después de ese tiempo se pasaron a un desecador durante 

10 minutos y se pesaron para determinar la biomasa en peso seco. 

Azúcares  

La glucosa residual se determinó como azúcares reductores por el método del ácido 

3,5-dinitrosalicílico (DNS) que se basa en una reacción de oxidación-reducción en la 

que el DNS en condiciones alcalinas forma el 3,5 dinitrosalicilato de sodio el cual 

reacciona con la glucosa reduciéndose y la glucosa se oxida a ácido glucónico 

(Miller, 1959). En tubos de ensaye de 10 mL se agregaron 250 µL de medio filtrado y 

250 µL de ácido (DNS), se colocaron los tubos en baño María por 5 min. Los tubos 

se enfriaron en hielo y después se adicionaron 2.5 mL de agua destilada. El blanco 

se preparó con 250 µL de agua destilada en lugar de muestra. La absorbancia se 

midió a 540 nm en un espectrofotómetro UV-VIS UV-1800 de la marca Shimadzu.  

Peróxido de hidrógeno (H2O2) 

La concentración de H2O2 en el medio de cultivo fue determinada usando el método 

yoduro/yodato reportado por Klassen et al., 1994. La absorbancia de la solución fue 

medida a 351 nm. Para el blanco se utilizó medio de cultivo estéril; Sivakumar para 

basidiomicetos y Wunder para ascomicetos. El contenido de H2O2 fue calculado 

considerando una curva de calibración realizada con H2O2 al 29-32% a 

concentraciones conocidas (0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 y 3.0 mg/L) de acuerdo a la 

siguiente ecuación; y = 0.3469x+0.0037, R2=0.9914 (Figuras 4 y 5). 
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Figura 4. Determinación de H
2
O

2  
por la técnica reportada por  Klassen et al., 1994. 

 

y = 0.3621x - 0.0115
R² = 0.9938
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Figura 5. Curva de calibración para H2O2.  

 

 

 

 

 

Enzima Manganeso peroxidasa 

 

La determinación se basa en monitorear el incremento en la absorbancia debido a la 

oxidación del rojo de fenol. 
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Para la determinación cuantitativa de manganeso peroxidasa en medio líquido se 

añadieron  en tubos de ensayo de 5 mL los siguientes reactivos: 

50 µL de solución amortiguadora de lactato-succinato 20 mM, pH=4.5 

50 µL de lactato de sodio 25 mM 

50 µL  de sulfato de manganeso 2 mM 

50 µL de albúmina de huevo 0.1 % 

50 µL de rojo de fenol 0.2 % 

700 µL de extracto enzimático 

 

La reacción se inició con la adición de 50 µL de peróxido de hidrógeno 2 mM en un 

volumen total de 1 mL y se detuvo después de 5 minutos con la adición de 50 µL de 

NaOH 2N. La lectura de absorbancia se realizó en un espectrofotómetro UV-Visible a 

610 nm contra un blanco sin manganeso en la mezcla de reacción (Glenn y Gold, 

1983). 

 

Enzima Lacasa 

 

El ensayo se basa en la oxidación del ABTS, la cual produce un radical catión de 

color verde (Bourbonnais et al., 1988). 

La determinación de la actividad de la enzima lacasa en medio líquido se realizó 

adicionando a tubos de ensaye de 5 mL los siguientes reactivos:  

800 µL de extracto enzimático 

100 µL de solución amortiguadora de acetato de sodio 100 mM pH=4.5 

100 µL de 2,2azino-3-etil benzatalino-6-sulfonato (ABTS) 5 mM 

 

Como blanco se utilizó agua desionizada en lugar de ABTS. El contenido del tubo de 

ensaye se pasó a una celda de cuarzo, ahí se añadió el ABTS,  se mezcla la solución 

e inmediatamente se realiza la lectura de absorbancia. El cambio de absorbancia se 

lee durante 5 minutos a 420 nm en el espectrofotómetro UV-visible.  
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Enzima Glucosa oxidasa 

 

La determinación de la actividad de la enzima glucosa oxidasa en medio líquido se 

realizó adicionando a tubos de ensaye los siguientes reactivos:  

50 µL de glucosa 1mg/mL (0.0055 M) 

950 µL de extracto de hongo o medio de cultivo, para muestra o blanco 

1 mL de solución amortiguadora ABTS-Fosfatos 0.2 M, pH=5.5, con una 

concentración de ABTS al 0.41 mM 

1 mL de POD 5U/mL 

La mezcla se incuba durante 10 min a 37°C y se lee la absorbancia a 410 nm 

(Acosta-Rubí, S.M., 2011, Acosta-Rubí et al., 2017). 

 

Arsénico (As) 

La concentración de As en solución fue determinada por flama de aire-acetileno con 

un espectrofotometo de absorción atómica AA-6300 de la marca Shimadzu. La 

absorbancia fue medida a 193.7 nm. El contenido de As fue calculado considerando 

una curva de calibración realizada con una solución estándar de 1000 mg/L de As de 

la marca J.T. Baker a concentraciones conocidas (10, 20, 30, 50 y 70 mg/L) de 

acuerdo a la siguiente ecuación; y = 0.0005x+0.0046, R=0.9896. 
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VII. Resultados y Discusión 

7.1 ETAPA I. EVALUACIÓN DE LA TOXICIDAD In vitro DEL 

ARSÉNICO SOBRE EL CRECIMIENTO DE HONGOS ASCOMICETOS 

Y BASIDIOMICETOS 

 

La primera actividad de esta etapa fue la evaluación de la toxicidad de sales de 

arsénico a diferentes hongos ascomicetos y basidiomicetos. Se probaron cuatros 

cepas; dos basidiomicetos: P. placenta y P. chrysosporium y dos ascomicetos: A. 

niger y T. atroviride. La finalidad de evaluar dos tipos de hongos es estudiar el 

posible mecanismo implicado en la remoción del arsénico. Se ha reportado 

ampliamente el mecanismo de los hongos basidiomicetos en la degradación de 

compuestos orgánicos basado en la actividad de las enzimas ligninolíticas y para la 

remoción de metales; mecanismos de adsorción. Sin embargo, para los ascomicetos 

que también remueven ambos tipos de compuestos, los mecanismos no se 

encuentran bien definidos.  

 

7.1.1 Reactivación de cepas y observación de microcultivos 

 

Previo a realizar los ensayos dosis-respuesta de los diferentes hongos, se realizó la 

reactivación y mantenimiento de cepas fúngicas en agar papa dextrosa (PDA). Sólo 

una de las cepas; P. placenta fue solicitada a la colección microbiana del 

CINVESTAV, las demás cepas fueron reactivadas del cepario del laboratorio de 

Xenobióticos. Posteriormente, se realizó un microcultivo de los hongos.  Esta técnica 

permite observar e identificar estructuras microscópicas de los hongos filamentosos, 

forma parte de las pruebas para identificar el género y la especie. La tinción de azul 

de lactofenol es una tinción simple y está basada en la afinidad del colorante por los 

componentes de la estructura fúngica. El fenol destruye la flora acompañante, el 

ácido láctico conserva las estructuras fúngicas y el azul de algodón tiene la 

capacidad de adherirse a las hifas y conidios de los hongos microscópicos. A 
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continuación se muestran los microcultivos de los hongos de estudio; basidiomicetos 

(Fig. 6 y 7) y ascomicetos (Fig. 8 y 9).  

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Observación macroscópica y microscópica (40X) de P. placenta. Cultivo P. 
placenta en PDA (a), técnica de microcultivo (b) y observación de hifas en el microscopio (c). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Observación macroscópica y microscópica (40X) de P. chrysosporium. Cultivo del 
hongo en PDA (a), técnica de microcultivo (b) y observación de hifas en el microscopio (c). 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 8. Observación macroscópica y microscópica (40X) de A. niger. Cultivo de A. niger en 

PDA (a), técnica de microcultivo (b) y observación de hifas en el microscopio (c). 
 

 

a b c 

a b c 

a b c 
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Figura 9. Observación macroscópica y microscópica (40X) de T. atroviride. Cultivo del hongo 
en PDA (a), técnica de microcultivo (b) y observación de hifas en el microscopio (c). 

 

7.1.2 Ensayo concentración-respuesta 

     En la mayoría de las pruebas o ensayos de toxicidad se estudian las relaciones 

concentración-efecto y concentración-respuesta, donde se involucra un agente o 

estímulo  (por ejemplo, un metal o una muestra ambiental), el cual se aplica a un 

organismo, sobre el que se evalúa una cierta respuesta preseleccionada. La 

respuesta del organismo se valora mediante la cuantificación final de alguna 

característica, el cambio de esta característica o por la ocurrencia o no de un 

determinado fenómeno (muerte, inhibición del crecimiento, entre otros) (Díaz-Báez et 

al., 2004). 

 

Para evaluar el efecto de las sales de arsénico en el crecimiento de los hongos fue 

medida la extensión del micelio en medio sólido PDA (cm) contra un control (medio 

sin metal). 

 

Las cajas Petri (d=9 cm) con 18 mL de agar papa dextrosa previamente esterilizado 

por 15 min a 121 °C, fueron enriquecidas con 2 mL de solución de arsenato de sodio 

heptahidratado (HAsNa2O4.7H2O) como fuente de AsV y arsenito de sodio (AsNAO2) 

como fuente de AsIII para alcanzar concentraciones finales de 12.5, 25, 50 y 100 

mg/L de arsénico. Las cajas fueron agitadas suavemente. Una vez enfriado el medio, 

a b c 
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las cajas se inocularon con 2.5 µL de una suspensión de esporas (1 x 106 

esporas/mL) de cada cepa en el centro de la caja. A diferencia de A. niger, T. 

atroviride y P. chysosporium, P. placenta fue la única cepa inoculada con un disco de 

agar (d=0.6 cm), debido a que el tiempo de crecimiento es muy lento al sembrarlo por 

suspensión de esporas. Las cajas fueron mantenidas a 28 °C para A. niger, T. 

atroviride, solamente P. chrysosporium se mantuvo a 39°C que es su temperatura 

óptima de crecimiento.  

 

Los diámetros de las colonias se midieron diariamente hasta que el control lleno la 

superficie de la caja y se calcularon los siguientes parámetros:  

 

Tasa de crecimiento del diámetro (TCD); 

 

TCD=Σ(D1-D0)/(T1-T0), donde D0 y D1 son los diámetros medidos al T0 y T1, 

respectivamente. 

 

Inhibición del crecimiento del micelio (ICM); 

 

ICM = ((C-T)/C))*100, donde C y T son los diámetros del micelio dentro de las cajas 

control y con tratamiento. 

 

La concentración media efectiva (CME50) definida como la cantidad de arsénico que 

inhibe la tasa de crecimiento micelial en 50% fue calculada por análisis Probit usando 

el software SAS 9.1.  

 

Previo a realizar los ensayos concentración-respuesta en los cuatro hongos, se 

realizó un ensayo preliminar utilizando el hongo P. placenta, las concentraciones 

adicionadas de AsIII y AsV fueron; 0.1, 1.0, 10 y 100 mg/L. Para realizar los 

tratamientos, se preparó medio papa dextrosa (PDA), se agregó el medio a las cajas 

Petri a 40 °C, después se adicionó la solución de arsénico de tal forma que la 
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concentración final en la caja fuese las mencionadas anteriormente (de 0.1 a 100 

mg/L).  

En la Figura 10 se muestran los resultados de la tasa de crecimiento del diámetro 

(TCD) de P. placenta, encontrando que ésta es mayor para AsIII comparada con AsV, 

sobre todo en las concentraciones más altas; 50 y 100 mg/L, a pesar de que AsIII se 

considera 10 veces más tóxico que AsV en seres humanos. Además el hongo a una 

concentración de 1 mg/L de arsénico aumenta su diámetro respecto al control sin 

arsénico.  
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Figura 10. Tasa de crecimiento del diámetro (TCD) de Postia placenta a los 14 días de 

tratamiento. TCD (± desviación estándar, n=4), disco de agar=6 cm, T=28°C. 
 

Resultado de este ensayo preliminar también se obtuvieron los valores de Inhibición 

del crecimiento del micelio (ICM), encontrando los valores de la concentración media 

efectiva (CME50) para AsIII y AsV por debajo de 100 mg/L. Para AsIII la CME50 fue de 

19.58 mg/L y para AsV de 30.01 mg/L. 

 

Por lo anterior, los ensayos concentración-respuesta de los cuatro hongos se 

realizaron con las siguientes concentraciones: 12.5, 25, 50 y 100 mg/L, considerando 

también que la mayoría de las referencias de remoción de arsénico utilizan 50 mg/L o 

menor concentración.  
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7.1.2.1 Trichoderma atroviride  

 

En la Figura 11 se observa, que conforme aumenta la concentración de arsénico 

disminuye la tasa de crecimiento del diámetro en T. atroviride, además en todos los 

casos, se observa que el AsV tiene un efecto inhibidor de la TCD mayor a la de AsIII, 

confirmando lo observado en P. placenta.  
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Figura 11. Tasa de crecimiento del diámetro (TCD) de T. atroviride a los 3 días de 

tratamiento. TCD (± desviación estándar, n=4), 1x10
6

 esporas/mL, T=28°C. 

 

De los datos resultantes de Inhibición del crecimiento del micelio (ICM), mediante el 

análisis Probit realizado en SAS 9.01 se obtuvieron los valores de concentración 

media efectiva (CME50) para AsIII y AsV; 41.52 y 26.01 mg/L, respectivamente (Anexo 

A). 

  

Una vez terminado el tratamiento, se determinó el pH en las cajas con la finalidad de 

relacionar la producción de ácidos orgánicos como respuesta al estrés causado por 

el As en los hongos. Para ello, se colocó 1 g de medio con hongo en un tubo Falcón 

de polipropileno, se adicionaron 10 mL de agua destilada, se agitó y se midió el pH. 

En la Figura 12 no se observan diferencias en el pH entre las cajas con AsIII y AsV, 

sólo que éste aumenta con la concentración de arsénico a 50 y 100 mg/L.   

 



                            GENERACIÓN DE BIOSCORODITA EN CULTIVOS DE HONGOS CON As/Fe: BIOENSAYOS DE TOXICIDAD 

 

48 
 

0.00

1.00

2.00

3.00

4.00

5.00

6.00

7.00

8.00

12.5 25 50 100

p
H

Concentración de arsénico (mg/L)

As III

As V

Control

 
Figura 12. Determinación de pH en tratamientos con T. atroviride. Promedio (± desviación 

estándar, n=4), 1x10
6

 esporas/mL, T=28°C. 

 

7.1.2.2 Phanerochaete chrysosporium 

 

La tasa de crecimiento del diámetro (TCD) en P. chrysosporium  tiene un 

comportamiento parecido a T. atroviride, pero con valores más altos (Figura 13). Las 

TCD de los tratamientos están más cercanas a las TCD de los controles respecto a 

T. atroviride. El AsIII tiene un menor efecto inhibidor que AsV, no observando 

diferencia a una concentración de 12.5 mg/L.  
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Figura 13. Tasa de crecimiento del diámetro (TCD) de P. chrysosporium  los 3 días de 

tratamiento. TCD (± desviación estándar, n=4), 1x10
6

 esporas/mL, T=39°C. 
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De los datos de Inhibición del crecimiento del micelio (ICM), mediante análisis Probit 

se obtuvo el valor de la concentración media efectiva (CME50) para AsV; 64.45 mg/L y 

una CME50 para AsIII de 100.56 mg/L. Cabe destacar el análisis de ICM se hizo a los 

dos días de tratamiento, puesto que debido al rápido crecimiento del hongo, al tercer 

día no se observa diferencia entre los tratamientos. 

 

En cuanto al pH en las cajas después del tratamiento, se observan valores similares 

o por arriba de los controles sin arsénico y un ligero aumento del pH en las cajas con 

AsV respecto a AsIII (Figura 14). 
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Figura 14. Determinación de pH en tratamientos con P. chrysosporium. Promedio (± 

desviación estándar, n=4), 1x10
6

 esporas/mL, T=39°C. 
 

7.1.2.3 Aspergillus niger 

 

En A. niger la TCD a los 3 días en general baja a la mitad respecto a T. atroviride y 

P. chrysosporium. Además, no se observan diferencias entre los tratamientos con 

AsIII y en estos, los valores de TCD son mayores respecto a AsV (Figura 15). A. niger 

no creció a 100 mg/L de AsV. 
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Figura 15. Tasa de crecimiento del diámetro (TCD) de A. niger  a los 3 días de tratamiento. 

TCD (± desviación estándar, n=4), 1x10
6

 esporas/mL, T=28°C. 
 

La CEM50 para AsIII no se pudo calcular con el análisis Probit debido a que la 

diferencia es mínima entre los tratamientos. En el caso de AsV la CME50 fue de 19.50 

mg/L. 

 

De los datos obtenidos de pH, A. niger es el hongo con los valores más bajos para el 

control y los tratamientos con AsIII y AsV. Esto también se observó en los resultados 

de pH del cultivo líquido de las cuatro cepas, lo cual se puede deber a la capacidad 

de  producción de ácidos orgánicos de A. niger (Lira-Perez & Rodríguez-Vázquez, 

2022). Las cajas con AsV presentan valores ligeramente más bajos de pH que las 

enriquecidas con AsIII (Figura 16).  
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Figura 16. Determinación de pH en tratamientos con A. niger. Promedio (± desviación 

estándar, n=4), 1x10
6

 esporas/mL, T=28°C. 

 

7.1.2.4 Postia placenta 

 

Postia placenta presento los valores más bajos de TCD a los tres días de tratamiento 

respecto a las demás cepas. Este hongo no creció a una concentración de 100 mg/L 

de AsIII ni de AsV. A concentraciones de 25 y 50 mg/L la TDC es mayor para AsIII 

respecto a AsV al igual que en las demás cepas (Figura. 17).  

0.00

0.02

0.04

0.06

0.08

0.10

0.12

0.14

0.16

12.5 25 50 100

TC
D

 (
cm

/d
ía

)

Concentración de As (mg/L)

As III

As V

Control

 
Figura 17. Tasa de crecimiento del diámetro (TCD) de P. placenta  a los 3 días de 

tratamiento. TCD (± desviación estándar, n=4), disco de agar=6 cm, T=28°C. 
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La CME50 para AsIII fue de 59.16 mg/L y para AsV de 30.50 mg/L. Por lo tanto, el AsV 

es más tóxico para Postia placenta que AsIII, al igual que en los demás hongos 

estudiados.  

 

Los valores de la concentración media efectiva (CME50) para As III y As V para las 

cuatro cepas evaluadas se encuentran por debajo de 100 ppm, a excepción de P.  

Chrysosporium (Tabla 5).  

 

Tabla 5. Concentración media efectiva (CME50) a 3 días de crecimiento. 
 

Hongo As III (mg/L) As V (mg/L) 

A. Niger N.D 19.50 

T. atroviride 42.52 20.01 

P. placenta 59.16 30.50 

P. chrysosporium 100.56 64.45 
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7.2 ETAPA II. ESTABLECIMIENTO DE PARÁMETROS DE CULTIVO 

PARA FAVORECER CONDICIONES OXIDANTES EN EL MEDIO 

 

Con la finalidad de seleccionar una cepa para la aplicación del diseño experimental 

fraccionado 23-1 planteado en la segunda etapa del proyecto, se evaluó el 

comportamiento de las cuatro cepas en medio líquido.  

 

Se evaluaron cuatro parámetros; producción de biomasa, consumo de azúcares, pH 

y potencial redox, estos últimos dos parámetros son importantes para el cambio de 

especiación del AsIII a AsV. 

 

7.2.1 Basidiomicetos 

 

Para los experimentos en medio líquido con los dos hongos basidiomicetos; P. 

placenta y P. chrysosporium, se utilizó el medio de cultivo Sivakumar (Tabla 6), ya 

que este fue probado junto con otros medios de cultivo por Chan-Cupul et al., 2016, 

encontrando mayor actividad de las enzimas ligninolíticas.  

Tabla 6. Composición del medio Sivakumar modificado (Sivakumar et al., 2010) 
 

 

NO.  

 

COMPONENTE 

 

CONCENTRACIÓN (g/L) 

1 Dextrosa 20.0 

2 Extracto de levadura 2.5 

3 (NH4)2SO4 0.05 

4 MgSO4 0.5 

5 KH2PO4 1.0 

6 CaCl2 0.01 

7 MnSO4.H2O 0.001 

8 FeSO4.7H2O 0.01 

9 ZnSO4 0.001 

10 CuSO4 0.002 
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7.2.1.1 Postia placenta  

Para la producción del inóculo de P. placenta, se sembró el hongo en agar extracto 

de malta, estuvo en incubación durante 10 días a 28°C. Se colocaron seis discos de 

agar con el hongo en 170 mL de medio Sivakumar, a los 7 días que se tuvo una 

densidad de biomasa adecuada, ésta se filtró y se añadieron 0.06 g de biomasa en 

40 mL de medio Sivakumar modificado en matraces Erlenmeyer de 125 mL (1.5 g/L 

biomasa peso seco). Los matraces fueron mantenidos en una incubadora a 28 °C y 

125 rpm de agitación. Las mediciones se realizaron por triplicado, cada dos días, 

durante 14 días. 

 

P. placenta presentó la mayor producción de biomasa a los 8 días de incubación, que 

coincide con el consumo total de azúcares (Figura 18). Esto también se refleja en la 

producción de ácidos orgánicos en el medio, ya que es cuando se tiene el valor más 

bajo de pH (1.84). Los valores más altos de potencial redox se obtienen hasta los 12 

días de tratamiento con valores de 381.3 mV (Figura 19),  lo cual es interesante 

desde el punto de vista de especiación del arsénico, donde el cambio de estado de 

oxidación de AsIII a AsV se ve favorecido bajo estas condiciones; valores bajos de pH 

y condiciones oxidantes. 
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Figura 18. Producción de biomasa y consumo de azúcares de P. placenta en medio 

Sivakumar a 28°C y 125 rpm. Promedio (± desviación estándar, n=3). 
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Figura 19. Monitoreo de pH y potencial redox de P. placenta en medio Sivakumar a 28°C y 

125 rpm. Promedio (± desviación estándar, n=3). 

 

7.2.1.2 Phanerochaete chrysosporium 

 

     P.  chrysosporium a diferencia de P. placenta fue crecido en agar papa dextrosa a 

39°C (Temperatura óptima de crecimiento) durante 5 días. Posteriormente, se 

adicionaron 6 discos de agar (d=6 mm) en 170 mL de medio Sivakumar modificado 

para la obtención del inóculo. La densidad de biomasa adecuada se obtuvo a los tres 

días, se filtró la biomasa y se inocularon los matraces Erlenmeyer de 125 mL con 1.5 

g/L de biomasa en 40 mL de medio Sivakumar modificado. Los matraces se 

mantuvieron con agitación (125 rpm) en una incubadora a 39°C. Las mediciones de 

los parámetros se hicieron por triplicado cada 2 días. La mayor producción de 

biomasa se obtuvo a los 8 días y el consumo total de los azúcares hasta los 10 días 

de estudio (Figura 20). Se observa la caída del pH desde los 4 días y ésta se 

mantiene hasta los 8 días (pH=4), que es cuando se tienen los valores más altos de 

potencial redox para este hongo (309 mV) (Figura 21).  
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Figura 20. Producción de biomasa y consumo de azúcares de P. chrysosporium en medio 

Sivakumar a 39°C y 125 rpm. Promedio (± desviación estándar, n=3). 
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Figura 21. Monitoreo de pH y potencial redox de P. chrysosporium en medio Sivakumar a 

28°C y 125 rpm. Promedio (± desviación estándar, n=3). 
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7.2.2 Ascomicetos 

 

     Para el crecimiento de los hongos ascomicetos; A. niger y T. atroviride en medio 

líqudio se utilizó medio Wunder modificado (Tabla 7) (Cortés-Espinosa et al., 2006), 

el cual tiene la mitad de glucosa requerida por los basidiomicetos y utilizada en el 

medio Sivakumar. 

 

     Para la obtención del inóculo, ambos hongos fueron crecidos en medio sólido 

agar papa dextrosa a 28 °C durante 5 días. Después se inocularon 6 discos de agar 

(d=6 mm) en 170 mL de medio Wunder modificado. Los matraces se mantuvieron a 

28 °C y 125 rpm. Después de 3 días se filtró la biomasa, se determinó humedad y se 

inocularon 1.5 g/L de biomasa peso seco en matraces Erlenmeyer con 40 mL de 

medio Wunder modificado. 

 

Tabla 7. Composición del medio Wunder modificado (Wunder et al., 1994) 
 

NO. COMPONENTE CONCENTRACIÓN (g/L) 

1 Dextrosa 
10.0 

1.0 

1.0 

0.5 

0.875 

0.125 

0.1 

0.1 

0.02 

0.001 

2 Polipeptona 

3 (NH4)2SO4 

4 MgSO4.7H2O 

5 KH2PO4 

6 K2HPO4 

7 CaCl2.2H2O 

8 NaCl 

9 MnSO4.H2O 

10 FeSO4.7H2O 
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7.2.2.1 Aspergillus niger 

El hongo A. niger consumió el total de azúcares a los 4 días de crecimiento, 4 días 

después se observa la mayor producción de biomasa (Figura 22). La caída en la 

concentración de azúcares coindice con el valor más bajo de pH (1.67) y los valores 

más altos de potencial redox (294 mV) (Figura 23), este último superado por P. 

placenta (381.3 mV) a los 12 días de crecimiento y P. chrysosporium (309 mV) a los 

8 días.  
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Figura 22. Producción de biomasa y consumo de azúcares de A. niger en medio Wunder a 

28°C y 125 rpm. Promedio (± desviación estándar, n=3). 

 

 Figura 23. Monitoreo de pH y potencial redox de A. niger en medio Wunder a 28°C y 125 

rpm. Promedio (± desviación estándar, n=3). 
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7.2.2.2 Trichoderma atroviride 

     Finalmente se presentan los datos del hongo T. atroviride, que tuvo la caída de 

azúcares y la mayor producción de biomasa a los 2 días (5.44 g/L) (Figura. 24). El 

valor más bajo de pH (2.27) se obtiene a los dos días de crecimiento coincidiendo 

con la caída de azúcares, y a los cuatro días el mayor potencial redox (212.53 mV) 

(Figura 25).  
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Figura 24. Producción de biomasa y consumo de azúcares de T. atroviride en medio Wunder 

a 28°C y 125 rpm. Promedio (± desviación estándar, n=3). 
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Figura 25. Monitoreo de pH y potencial redox de T. atroviride en medio Wunder a 28°C y 125 

rpm. Promedio (± desviación estándar, n=3). 
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     En la Tabla 8 se muestran los valores máximos de potencial redox obtenidos para 

cada cepa, así como los valores de pH y el día del cultivo en que se obtuvieron estos 

valores. El valor más alto de potencial redox en los basidiomicetos, especialmente en 

P. placenta se puede deber a la producción de H2O2 y radicales hidroxilos (
.
OH), los 

cuales son parte de las especies reactivas de oxígeno (ERO) (Bisarro et al., 2018) 

que podrían estar involucradas en la oxidación de AsIII a AsV. Las condiciones ácidas 

fueron alcanzadas en menos tiempo en los ascomicetos T. atroviride y A. niger. Estas 

condiciones se pueden deber a la producción de ácidos orgánicos durante el 

metabolismo secundario de los hongos como se ha reportando en investigaciones 

previas (Lira-Pérez et al., 2022, Li et al., 2022) los ácidos orgánicos, tales como el 

ácido cítrico, oxálico, succínico, gluconico, entre otros, producidos durante el ciclo de 

Krebs. 

 

Tabla 8. Valores máximos de potencial redox durante el cultivo líquido de hongos 

Hongo 

Valor máximo de 

Eh (mV) pH Día 

A. niger 294.00 ± 12.49 1.67 ± 0.01   4 

T. atroviride 212.53 ± 3.49  2.27 ± 0.03 4, 2 

P. placenta 381.30 ± 39.23 3.22 ± 0.00 12 

P. chrysosporium 309.00 ± 20.71 4.02 ± 0.54 8 

 

     Una vez obtenidos estos datos, con la finalidad de conocer el comportamiento de 

la cepas en medio líquido en presencia de las sales de arsénico, se volvieron a 

realizar los cultivos de las cuatro cepas en las condiciones previamente descritas, 

pero la medición de los parámetros se realizó en presencia de AsIII y AsV en los días 

de cultivo en los que se obtuvieron los valores más altos de potencial redox (Tabla 

8), es decir, a los 4 días para A. niger y T. atroviride, a los 8 días para P. 

chrysosporium y a los 12 días para P. placenta. Los parámetos analizados fueron 
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consumo de azúcares, producción de biomasa, pH, potencial redox, actividad de las 

enzimas lacasa, manganeso peroxidasa y glucosa oxidasa. 

 

En la Figura 26 se muestra el comportamiento de P. placenta, en los parámetros;  

producción de biomasa, pH, consumo de azúcares, potencial redox y enzima lacasa. 

No se observan diferencias entre el control (sin As) y los tratamientos con AsIII (59 

mg/L) y AsV (30.50 mg/L). El potencial redox es ligeramente mayor en presencia de 

AsV y el pH ligeramente mayor al control en presencia de sales de As. En el caso de 

la enzima glucosa oxidasa, se tiene mayor actividad en presencia de AsV, aunque es 

menor que en el control. No se detectó la presencia de H2O2 ni de la enzima 

manganeso peroxidasa. 
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Figura 26. P. placenta a los 12 días de cultivo líquido en medio Sivakumar a 28°C y 125 rpm. 

Promedio (± desviación estándar, n=3). 

 

          En el cultivo de P. chrysosporium no se observan diferencias en los 

parámetros de producción de biomasa, pH y consumo de azúcares entre el control y 

los tratamientos con AsIII (100.56 mg/L) y AsV (64.45 mg/L). El potencial redox fue 

mayor en el control (146.2 mV), seguido por el tratamiento con AsV (102. 5 mV) y 

finalmente el tratamiento con AsIII (55.5 mV). La actividad de las enzimas lacasa y 

manganseo peroxidasa disminuye en presencia de las sales de As. No se detectó 

actividad de la enzima glucosa oxidasa y H2O2 sólo en el tratamiento con AsIII (0.5 

mg/L) (Figura 27). 
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Figura 27. P. chrysosporium a los 8 días de cultivo líquido en medio Sivakumar a 39°C y 125 

rpm. Promedio (± desviación estándar, n=3). 

 

 

En el cultivo de A. niger (Figura 28) no se observan diferencias entre el control 

y los tratamientos con AsIII y AsV (19.50 mg/L). Tampoco se detectó actividad de la 

enzima glucosa oxidasa ni la producción de H2O2. 
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Figura 28. A. niger a los 4 días de cultivo líquido en medio Wunder a 28°C y 125 rpm. 

Promedio (± desviación estándar, n=3). 

 

 

     Trichoderma atroviride mostró un comportamiento similar a A. niger en cuanto a 

producción de biomasa, pH y consumo de azúcares, no presentando diferencias 

entre el control (sin As) y tratamientos con AsIII (42.52 mg/L) y AsV (20.01 mg/L). El 

potencial redox, la producción de H2O2 y la actividad de glucosa oxidasa fueron 

ligeramente mayores en los tratamientos con las sales de As (Figura 29). 
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Figura 29. T. atroviride a los 4 días de cultivo líquido en medio Wunder a 28°C y 125 rpm. 

Promedio (± desviación estándar, n=3). 

 

7.2.3 Producción de peróxido de hidrógeno por hongos 

Para determinar las condiciones de cultivo que permitieran la formación del mineral 

en la última etapa de la investigación se realizó el seguimiento de la producción de 

H2O2 a lo largo de 14 días en los cuatros hongos. La determinación de este elemento 

perteneciente al grupo de especies reactivas de oxígeno es muy importante en el 

mecanismo propuesto para la oxidación de AsIII a AsV al igual que en la degradación 

de otros compuestos orgánicos.  

 

La mayor producción de H2O2 se obtuvo a los 8 días de cultivo con el hongo 

basidiomiceto P. placenta (0.64 mg/L) (Figura 30), que coincide en ser el hongo con 

el que se obtuvieron los valores más altos de potencial redox en el medio de cultivo. 

Además es importante destacar que en este tipo de hongos, las reacciones de tipo 

Fenton producen radicales hidroxilos (
.
OH), reportado como un fuerte oxidante (2.8 

V) (Wang, X. & Zhang, L., 2018). Enseguida se encuentra P. chrysosporium con una 

producción de H2O2 de 0.50 mg/L a los 14 días de cultivo (Figura 31). Cabe destacar 

que el medio Sivakumar utilizado para el cultivo de basidiomicetos tiene el doble de 

concentración de la fuente de carbono; dextrosa, lo cual podría favorecer una mayor 

producción de H2O2 en estos hongos comparado con los ascomicetos. 
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Figura 30. Producción de H2O2 por el hongo P. placenta a 28°C y 125 rpm.  Promedio (± 

desviación estándar, n=3). 
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Figura 31. Producción de H2O2 por el hongo P. chrysosporium a 39°C y 125 rpm. 

Promedio (± desviación estándar, n=3). 

 

Los ascomicetos tuvieron valores máximos más bajos de producción de H2O2; T. 

atroviride, 0.43 mg/L a los 4 días de cultivo (Figura 32) y A. niger, 0.13 mg/L a los 4 

días (Figura 33). 
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Figura 32. Producción de H2O2 por el hongo T. atroviride a 28°C y 125 rpm. Promedio (± 

desviación estándar, n=3). 
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Figura 33. Producción de H2O2 por el hongo A. niger a 28°C y 125 rpm. Promedio (± 

desviación estándar, n=3). 
 

Las oxidasas que se encuentran en todos los hongos descomponedores de madera 

son productores conocidos de H2O2 y pertenecen a las superfamilias de las  glucosa-

metanol-colina (GMC) oxidorreductasas (AA3) o cobre radical oxidasas (CRO: AA5).  

Entre las AA3; aril-alcohol oxidasas (AAO), glucosa oxidasa (GOX) y alcohol 

oxidasas (AOX) son las enzimas más relacionadas filogenéticamente, seguidas de la 
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piranosa 2-oxidasa (P2O) y la celobiosa deshidrogenasa (CDH), que comparten el 

ancestro más antiguo con otros GMC oxidoreductasas. En los hongos de la 

podredumbre blanca, un papel obvio de estas oxidasas es alimentar a las enzimas 

lignina peroxidasas con H2O2. En los hongos de la pudrición café, que carecen de las 

enzimas lignina peroxidasas, el H2O2 se puede usar para impulsar los sistemas 

Fenton que son únicos para estos hongos. Es importante destacar que los sistemas 

Fenton pueden no ser el único sumidero de H2O2, ya que existe un fuerte 

concurrencia de genes que codifican enzimas AA9 monooxigenasas líticas de 

polisacáridos (LPMOs) y AA3 en hongos de la pudrición café, y que las LPMOs usan 

H2O2 eficientemente para catalizar la escisión oxidativa de polisacáridos (Bissaro et 

al., 2018). 

 

7.2.4 Aplicación del diseño factorial fracccionado 2
3-1 

     Para la aplicación del diseño factorial fraccionado 23-1 planteado en esta segunda 

etapa, se seleccionó el hongo T. atroviride, debido a que presenta una alta tasa de 

crecimiento de diámetro (TCD) en presencia de sales de arsénico y fue la única cepa 

donde se detectó la presencia de H2O2 y actividad de la enzima glucosa oxidasa bajo 

las condiciones estudiadas en medio líquido. Además se ha reportado que distintas 

cepas de Trichoderma han demostrado ser tolerantes a altas concentraciones de 

arsénico, ya sea porque fueron aisladas de sitios contaminados con arsénico o bien, 

fueron probadas bajo condiciones de laboratorio (Srivastava et al., 2011, Su et al., 

2011, Tripathi et al., 2017, Jaiswal et al., 2018). 

 

Antes de aplicar el diseño experimental, se realizó el cultivo líquido de la cepa 

durante 14 días para el seguimiento de los parámetros: Producción de biomasa, 

consumo de azúcares, pH, potencial redox y producción de H2O2. La cepa tuvo la 

mayor producción de biomasa a los dos días de cultivo y la caída de azúcares desde 

los 3 días  (Figura 34). El valor más bajo de pH (2.42) se obtiene a los dos días de 
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crecimiento, coincidiendo con el día del valor más alto de potencial redox  (257.77 

mV) (Figura 35) y producción de H2O2 (Figura 36). 
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Figura 34. Producción de biomasa y consumo de azúcares de T. atroviride en medio Wunder 

a 28°C y 125 rpm. Promedio (± desviación estándar, n=3). 
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Figura 35. Monitoreo de pH y potencial redox de T. atroviride en medio Wunder a 28°C y 125 

rpm. Promedio (± desviación estándar, n=3). 
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Figura 36. Producción de H2O2 de T. atroviride en medio Wunder a 28°C y 125 rpm. 

Promedio (± desviación estándar, n=3). 
 

          Para la obtención del inóculo de T. atroviride, el hongo fue crecido en medio 

sólido agar papa dextrosa a 28 °C durante 5 días. Después se inocularon 6 discos de 

agar (d=6 mm) en 170 mL de medio Wunder modificado. Los matraces se 

mantuvieron a 28 °C y 125 rpm. Después de 3 días se filtró la biomasa, se determinó 

humedad y se inocularon 1.5 g/L de biomasa peso seco en matraces Erlenmeyer con 

40 mL de medio Wunder modificado (Tabla 7) considerando las variables 

independientes del diseño experimental. 

 

El diseño experimental aplicado fue un factorial fraccionado 23-1 (Tabla 9). Como 

variables independientes se utilizaron la fuente de carbono (dextrosa y lactosa), 

fuente de hierro (FeSO4 y FeCl3) y fuente de fósforo (KH2PO4, K2HPO4). Como 

variables dependientes; producción de biomasa, pH, potencial redox y producción de 

H2O2. Estos parámetros de respuesta se midieron a los seis días de cultivo, 

considerando que también se tiene un valor alto de producción de H2O2, condición 

que favorece la reacción Fenton en el sistema, permitiendo la oxidación de AsIII a As 

V.  
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Tabla 9. Diseño factorial fraccionado 23-1 con las variables reales. 
 

Tratamiento 

FACTORES 

Fuente de 

carbono 

Fuente de 

hierro 

Fuente de 

fósforo 

1 Lactosa FeCl3 KH2PO4 

2 Dextrosa FeCl3 K2HPO4 

3 Lactosa FeSO4 K2HPO4 

4 Dextrosa FeSO4 KH2PO4 

A= Fuente de carbono, B=Fuente de hierro, C= Fuente de fósforo 

 

     La mayor producción de biomasa y el valor más bajo de pH se obtuvo con el 

tratamiento T3, que consiste en lactosa como fuente de carbono, sulfato ferroso 

como fuente de hierro y K2HPO4 como fuente de fósforo (Figura 37 y 38). El 

monitoreo del pH es importante debido a que este parámetro puede afectar 

indirectamente la respuesta del hongo al metal por su efecto en la especiación, 

fisiología celular y metabolismo. Cuando aumenta el valor del pH, la superficie de la 

célula fúngica se carga más negativamente, condición favorable para la absorción de 

metales cargados positivamente o cationes (Srivastava et al., 2011), situación que no 

aplica en el caso de arsénico, que se comporta como anión. Sin embargo, cuando el 

pH es ácido se llevan a cabo reacciones de tipo Fenton (Berkani et al., 2021, Izcapa-

Treviño et al., 2009), donde son generados radicales hidroxilos (
.
OH) a partir del 

H2O2 y las sales de FeII produciendo condiciones oxidantes que permitiría la 

oxidación del AsIII a AsV.  
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Figura 37. Producción de biomasa de T. atroviride en medio Wunder modificado (Tabla 7)  a 

28°C y 125 rpm. Promedio (± desviación estándar, n=3). 
 

 

 

 

Figura 38. Monitoreo de pH en cultivo de T. atroviride en medio Wunder modificado (Tabla 7)  
a 28°C y 125 rpm. Promedio (± desviación estándar, n=3). 

 

 

En cuanto al potencial redox, el tratamiento T3 también mostró el valor más alto 

(324.75 mV) como se muestra en la Figura 39, presentándose un incremento 

aproximado del 78% respecto al valor obtenido en el cultivo líquido de T. atroviride a 

los 6 días, que fue de 182.30 mV (Fig. 25). 
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Figura 39. Determinación del potencial redox en cultivo de T. atroviride en medio Wunder 

modificado (Tabla 7)  a 28°C y 125 rpm. Promedio (± desviación estándar, n=3). 

 

La producción de H2O2 se ve favorecida en los tratamientos T2 y T3, con valores de 

0.61 y 0.55 mg/L, respectivamente (Figura 40), valores por arriba de los obtenidos 

con P. placenta utilizando dextrosa como fuente de carbono al 0.5% (0.19 mg/L) 

(Ritschkoff et al., 1995). Cabe destacar que el exceso de nitrógeno y carbohidratos 

en el medio de cultivo de algunos hongos puede afectar la detección de H2O2 cuando 

éste es producido por la enzima glucosa oxidasa, además otra razón puede ser que 

la concentración de H2O2 producido es tan bajo que el método de detección no es lo 

suficientemente sensible para detectarlo (Highley, 1987). 
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Figura 40. Producción de H2O2 en cultivo de T. atroviride en medio Wunder modificado 
(Tabla 7)  a 28°C y 125 rpm. Promedio (± desviación estándar, n=3). 
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Los datos obtenidos de biomasa, pH, potencial redox y H2O2 fueron analizados en el 

programa SAS versión 9.0 mediante un análisis ANOVA y de comparación de 

medias, con un nivel de confianza del 95% (Anexo B), encontrando que las variables 

biomasa, pH, y potencial redox se ven afectadas por la fuente de hierro y la fuente de 

fósforo, mientras que la producción de peróxido de hidrógeno sólo se afectó por la 

última.  

 

Al realizar la comparación de medias en la producción de biomasa y pH no se 

encontró diferencia significativa entre los tratamientos T2 y T4. En el caso de 

potencial redox, no hay diferencia entre los tratamientos T1, T2 y T4. Finalmente, 

para la producción de H2O2 no se encontró diferencia significativa entre los 

tratamientos T1, T2 y T3.  

 

Los modelos de regresión de las variables de respuesta; producción de biomasa, pH, 

potencial redox y producción de H2O2 se presentan a continuación: 

 

Biomasa (g/L) = 3.53 + 0.035Fe – 0.30P 

pH = 2.35 – 0.079Fe + 0.09P 

Eh (mV) = 303 + 9.41Fe - 9.89P 

H2O2 (mg/L) = 0.43 - 0.15P 
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7.3. ETAPA III. FORMACIÓN DEL MINERAL BIOSCORODITA 

 

     Considerando los antecedentes sobre obtención de escorodita  (Singhania et al., 

2005, Taboada et al., 2008) y bioscorodita con otros microorganismos, como las 

arqueas (González-Contreras et al., 2012, Okibe et al., 2017), en esta parte del 

proyecto se investigó la formación del mineral probando condiciones de temperatura, 

pH y tiempo de reacción ya reportadas en la literatura, para después usar el medio 

líquido obtenido del cultivo de T. atroviride, A. niger, P. chrysosporium y P. placenta 

en la formación de bioscorodita. 

7.3.1 Evaluación de parámetros para la formación de escorodita 

     Antes de buscar obtener bioscorodita con el medio de cultivo de los hongos se 

trabajó en la obtención de escorodita, químicamente, la cual fue utilizada como 

control positivo. Se probaron tres condiciones que se describen a continuación:  

 

Reacción 1. En un matraz Erlenmeyer de 250 mL se colocaron 0.24 g de FeIII como 

cloruro férrico (FeCl3.6H2O) con 0.28 g de AsV como arsenato de sodio 

heptahidratado (Na2HAsO4.7H2O) en 100 mL de agua destilada, se ajustó el pH a 1.3 

con H2SO4, se agregó la semilla, en este caso se utilizaron 0.56 g de yeso 

(CaSO4.2H2O), y se mantuvo la reacción a 92°C durante 2 horas en agitación. Se 

utilizó la relación Fe/As reportada por González-Contreras et al., 2012. En este 

sistema no se obtuvo el material esperado, debido posiblemente al poco tiempo de 

reacción y al sistema abierto utilizado como se muestra en la Figura 41.  
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Figura 41. Sistema de calentamiento y agitación para la obtención de escorodita 

atmosférica. 

 

Reacción 2. En un matraz Erlenmeyer se agregó 0.18 g de FeII como sulfato ferroso 

(FeSO4.7H2O), se adicionó 1.75 mol/L de peróxido de hidrógeno (H2O2) y se agitó 

durante 1 hora a 125 rpm con la finalidad de oxidar el FeII, se ajustó el pH a 1.3 con 

H2SO4 y se agregó 0.25 g de AsV como arsenato de sodio heptahidratado 

(Na2HAsO4.7H2O) en 100 mL de agua destilada. Se colocó en la autoclave y se 

mantuvo por 2 horas a 123 °C. Tampoco se obtuvo la formación del cristal (Figura 

42), posiblemente por la precipitación del hierro al adicionar H2O2 para cambiar el 

estado de oxidación, además no se alcanzó la temperatura deseada en la autoclave, 

que era de 150°C, como lo plantea Singhania et al., 2005 en su estudio.  

 

Figura 42. Unidad experimental utilizada para la obtención de escorodita hidrotermal en 

autoclave. 
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Reacción 3. En un matraz balón de 250 mL se adicionaron 0.24 g de Fe III como 

sulfato férrico (Fe2(SO4)3.nH2O con 50 mL de H2O destilada, se ajustó el pH a 1.3 

con H2SO4 concentrado y se agregaron 0.28 g de arsenato de sodio heptahidratado 

(Na2HAsO4.7H2O). Al mezclarlos la solución cambio de color a amarillo lechoso, 

como semilla se agregó 0.56 g de yeso (CaSO4.2H2O), concentración reportada por 

Singhania et al., 2005 y se adicionó H2SO4 concentrado para clarificar la solución. 

Sobre el matraz se colocó un condensador con la finalidad de evitar perdida de agua 

por evaporación. El sistema se mantuvo a 92°C durante 21 horas en agitación, 

después se dejó enfriar la solución y se filtró con papel poro grueso y fino, se secó en 

un desecador a temperatura ambiente, quedando un sólido color verde pálido (Figura 

43) parecido al reportado por González-Contreras et al., 2012. 

 

       

Figura 43. Proceso de obtención de escorodita atmosférica utilizando sulfato férrico como 

fuente de FeIII. 

 7.3.2 Producción de bioscorodita usando medio de cultivo de 

hongos basidiomicetos y ascomicetos  

7.3.2.1. Basidiomicetos 

     Para las reacciones de generación de bioscorodita usando los dos hongos 

basidiomicetos; P. placenta y P. chrysosporium, se utilizó el medio de cultivo 

Sivakumar (Tabla 6).  
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     En el caso de P. placenta, se sembró el hongo en agar papa dextrosa, estuvo en 

incubación durante 12 días a 28°C. Se colocaron seis discos de agar con el hongo en 

170 mL de medio Sivakumar, a los 7 días que se tuvo una densidad de biomasa 

adecuada, esta se filtró y se añadieron 0.06 g de biomasa en 40 mL de medio 

Sivakumar modificado en matraces Erlenmeyer de 125 mL (1.5 g/L biomasa peso 

seco). Los matraces fueron mantenidos en una incubadora a 28 °C y 125 rpm de 

agitación. A los 6 días de cultivo cuando se tiene la mayor producción de H2O2 

(Figura 30), se separó el medio de cultivo para llevar a cabo la reacción. 

 

     El medio de cultivo fue filtrado para eliminar la biomasa, se colocaron 85 mL del 

medio en un matraz balón de 250 mL, se adicionaron 2.4 g/L de FeIII como sulfato 

férrico (Fe2(SO4)3.nH2O), 2.8 g/L de AsIII como arsenito de sodio (NaAsO2) y se 

ajustó el pH a 1.3 con H2SO4 concentrado. Como semilla se agregaron 5.6 g/L de 

sulfato de calcio (CaSO4.2H2O). Sobre el matraz se colocó un condensador con la 

finalidad de evitar pérdida de agua por evaporación. El sistema se mantuvo a 92°C 

durante 32 horas. Posteriormente, se dejó enfriar la solución y se filtró (Fig. 44). El 

proceso se realizó por duplicado. 

                  

            Figura 44. Proceso de obtención de bioscorodita utilizando las diferentes cepas. 

                                   

     Para P. chrysosporium, se sembró el hongo en agar papa dextrosa, estuvo en 

incubación durante 5 días a 39°C. Se colocaron seis discos de agar con el hongo en 

170 mL de medio Sivakumar, a los 3 días que se tuvo una densidad de biomasa 

adecuada, ésta se filtró y se añadieron 0.06 g de biomasa en 40 mL de medio 
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Sivakumar modificado en matraces Erlenmeyer de 125 mL (1.5 g/L biomasa peso 

seco). Los matraces fueron mantenidos en una incubadora a 39 °C y 125 rpm de 

agitación hasta los 8 días de cultivo cuando se tiene el valor más alto de potencial 

redox.  

 

     El medio de cultivo fue filtrado para eliminar la biomasa, se colocaron 75 mL del 

medio en un matraz balón de 250 mL y se siguió el mismo procedimiento descrito 

para P. placenta (Figura 45). 

 

 

Figura 45. Proceso de obtención de bioscorodita utilizando el hongo P. chrysosporium. 

                                    

7.3.2.2. Ascomicetos 

    Para los hongos ascomicetos; A. niger y T. atroviride se utilizó medio Wunder 

modificado (Tabla 7), el cual tiene la mitad de dextrosa utilizada en el medio 

Sivakumar. 

   

     Para la obtención del inóculo, ambos hongos fueron cultivados en medio sólido 

agar papa dextrosa a 28 °C durante 5 días. Después se inocularon 6 discos de agar 

(d=6 mm) en 170 mL de medio Wunder modificado. Los matraces se mantuvieron a 

28 °C y 125 rpm. Después de 3 días se filtró la biomasa, se determinó humedad y se 

inocularon 1.5 g/L de biomasa peso seco en matraces Erlenmeyer con 40 mL de 

medio Wunder modificado. 
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     Tanto el cultivo de A. niger como el de T. atroviride se detuvo a los 4 días, que es 

cuando tienen las concentraciones más altas de H2O2 (Figuras 32 y 33). 

 

 

Figura 46. Solución final obtenida utilizando el medio de cultivo de A. niger. 

 

    En el caso particular de la reacción con el medio de T. atroviride, no se ajustó el 

pH a 1.3 con ácido sulfúrico, la reacción se llevó a cabo al pH del medio a los 4 días 

de cultivo que fue de 2.38 ±0.08. El proceso de la reacción para la formación de 

bioscorodita fue como el descrito para P. placenta. 

 

    En la figura 47 se muestran las imágenes de los sólidos obtenidos en las  

diferentes reacciones llevadas a cabo con los cuatro hongos. Sin embargo, ninguno 

de los sólidos presentó el color verde palido característico de la escorodita, los 

colores observados fueron entre café claro y amarillo. 

 

 

Figura 47. Muestras de los sólidos obtenidos con las diferentes cepas. 
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7.3.3 Uso de medio de cultivo de Trichoderma atroviride para la formación de 

bioscorodita  

     Una vez obtenido el control positivo de escorodita (Reacción 3), se trabajó en  la 

generación de bioscorodita a partir del medio de cultivo de T. atroviride. Para ello, el 

hongo fue crecido en medio sólido y líquido como se ha descrito en apartados 

anteriores. Después de dos días de cultivo, se midieron los parámetros; pH, potencial 

redox, biomasa, azúcares y producción de H2O2 (Tabla 10). 

 

Tabla 10. Medición de parámetros en cutivo líquido de T. atroviride. 
 

Parámetro t inicial t(2 días) 

Biomasa 0.64 ± 0.10 5.22 ± 0.23 

Azúcares (g/L) 10.37 ± 0.22 0.49 ± 0.27 

pH 5.97 ± 0.01 2.54 ± 0.01 

Potencial redox (mV)  149.90 ± 3.80 318.93 ± 3.07 

H2O2(mg/L) 0.00 0.14 ± 0.03 

 

 

Reacción 4. El medio de cultivo del hongo fue filtrado para eliminar la biomasa, se 

colocaron 50 mL del medio en un matraz balón de 250 mL, se adicionaron 0.24 g de 

FeII como sulfato ferroso (FeSO4.7H2O), se ajustó el pH a 1.3 con H2SO4 

concentrado y se agregaron 0.28 g de AsIII como arsenito de sodio (NaAsO2), como 

semilla se agregaron 0.56 g de yeso (CaSO4.2H2O). La solución cambio de amarilla a 

blanquecina por lo que se agregó H2SO4 para clarificar. Sobre el matraz se colocó un 

condensador con la finalidad de evitar pérdida de agua por evaporación. El sistema 

se mantuvo a 92°C durante 27 horas en agitación, se dejó enfriar la solución (Figura 

47). El sólido obtenido de esta reacción fue color café, el cual no es característico de 

escorodita.  
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Figura 47. Proceso de obtención de escorodita atmosférica utilizando medio de 

cultivo de T. atroviride. 

 

     Reacción 5: El medio de cultivo fue filtrado para eliminar la biomasa, se 

colocaron 100 mL del medio en un matraz balón de 250 mL, se adicionaron 0.085 g 

de FeIII como sulfato férrico (Fe2(SO4)3.nH2O), y se adicionó 0.1 g de AsIII como 

arsenito de sodio (NaAsO2). Como semilla se agregó 0.2 g de escorodita 

(FeAsO4.2H2O). Sobre el matraz se colocó un condensador con la finalidad de evitar 

la pérdida de agua por evaporación. El sistema se mantuvo a 92°C durante 32 horas, 

se dejó enfriar la solución y se filtró. El sólido obtenido fue color verde pálido, color 

característico de la escorodita (Figura 48). 

  

 

 

                                           

 

 

 

 

Figura 48. Proceso de obtención de bioscorodita utilizando T. atroviride. 

 

     En la Tabla 11 se presenta un condensado de las condiciones de reacción que se 

llevaron a cabo.  
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Tabla 11. Condiciones probadas en el laboratorio para la formación de escorodita. 
 

 

Reacción 

 

Semilla pH, t, T Color  

Reacción 1 

(Fe III + As V) 

0.24g FeCl3.6H2O + 0.28g Na2HAsO4 

 

0.56g 

CaSO4.2H2O 

(yeso) 

pH=1.3  

t= 2h 

T= 92°C 

Amarillo claro 

 
Reacción 2 

(Fe II + As V) 

0.18 g FeSO4.7H2O + 0.25 g 

Na2HAsO4.7H2O (H2O2 para oxidar el 

FeII) 

Sin semilla,  

En autoclave 

pH=1.3 

t= 2h 

T=123°C 

 
Reacción 3 

(Fe III + As V) 

0.24g Fe2(SO4)3.nH2O + 0.28g 

Na2HAsO4.7H2O 

 

0.56g 

CaSO4.2H2O 

(yeso) 

pH=1.3  

t=21h 

T=92°C 

 

Verde pálido 

 
Reacción 4 

Medio de cultivo T. atroviride 

Fe(II) + As (III) 

0.24g FeSO4.7H2O + 0.28g NaAsO2 

 

0.56g 

CaSO4.2H2O 

(yeso) 

pH=1.3  

t=27 h 

T=92°C 

 

Café 

  
Reacción 5 

Medio de cultivo T. atroviride 

Fe(III) + As(III) 

0.085 g Fe2(SO4)3.nH2O + 0.1 g 

NaAsO2  

 

0.2 g 

FeAsO4.2H2O 

(Escorodita 

química) 

pH=1.3  

t=32 h 

T=92°C 

 

Verde pálido 

Reacción con medio de cultivo de 

hongos 

Medio de cultivo de hongos 

(Fe III + As III) 

0.24g Fe2(SO4)3.nH2O + 0.28g 

NaAsO2  

.56g 

CaSO4.2H2O 

(yeso) 

 
pH=1.3 

t=32 h 

T=92°C 
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 7.3.4 Caracterización del la escorodita atmosférica obtenida 

químicamente 

   Para el análisis de las características estructurales por difracción de rayos X de los 

sólidos obtenidos de las distintas reacciones se utilizó un difractómetro Bruker 

D2Phaser en un rango 2θ de 10-80°. El sólido obtenido de la tercera reacción (Tabla 

11) y el sulfato de calcio utilizado como semilla fueron analizados por difracción de 

rayos X (Figuras 49, 50 y 51), coincidiendo el patrón de difracción del sólido obtenido 

con el de la escorodita reportada por Caetano et al., 2009 (Figura 52).  

 

 

 
 
 
 
 
 

Ángulo 2θ 
 

Figura 49. Difractograma de rayos X de escorodita atmosférica precipitada químicamente a 

92 °C filtrada en papel poro grueso.  

  

 
  Ángulo 2θ 

 
Figura 50. Difractograma de rayos X de escorodita atmosférica precipitada químicamente a 

92 °C filtrada en papel con diámetro de 45 µm. 
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Figura 51. Difractograma de rayos X de sulfato de calcio utilizado como semilla para la 

formación de escorodita atmosférica precipitada químicamente a 92 °C. 

 

  

Figura 52. Patrón de rayos X de escorodita hidrotermal obtenida por Caetano et al., 2009. 

 

También se realizó un análisis por microscopia electrónica de barrido del sólido y la 

semilla (Figuras 53, 54 y 55). La morfología de las muestras fue obtenida en un 

microscopio electrónico de barrido Tescan Vega3 con filamento LaB6. 
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Figura 53. Imágenes de microscopía electrónica de barrido de escorodita atmosférica 

precipitada químicamente a 92 °C filtrada en papel poro grueso. 

 

Figura 54.  Imágenes de microscopía electrónica de barrido de escorodita atmosférica 

precipitada a 92°C filtrada en papel con diámetro de 45 µm. 

 

Figura 55. Imágenes de microscopía electrónica de barrido de sulfato de calcio 

(CaSO4.2H2O). 
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7.3.5 Caracterización del la bioscorodita obtenida usando el medio de cultivo 

de hongos 

 

En la Figura 56 se muestra el difractograma del sólido obtenido con la reacción 5 

utilizando el medio de cultivo de T. atroviride (Tabla 11), en el cual se hizo un 

acercamiento y se pueden identificar algunos ángulos característicos de la escorodita 

reportada por Caetano et al., 2009  

. 

                 

 
Figura 56. Difractogramas de rayos X del sólido obtenido de la reacción 5, utilizando el 

medio de cultivo filtrado de T. atroviride.  

 

     La imagen SEM del sólido de la reacción 5 (Figura 57) es más parecida a la 

morfología de escorodita, también descrita por González-Contreras et al., 2012 

quienes obtuvieron bioscorodita y afirman que la composición química, el color y la 

caracterización estructural de la bioscorodita es muy similar al mineral escorodita 

encontrado en la naturaleza. 
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Figura 57. Imagen SEM del sólido obtenido de la reacción 5 utilizando medio de cultvio de T. 

atroviride. 

 

     En la figura 47 se muestran las imágenes de los sólidos obtenidos en las  

diferentes reacciones llevadas a cabo con los cuatro hongos, las cuales fueron 

analizadas por microscopia electrónica de barrido (Figuras 58, 59,60 y 61).  

  

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 58. Microscopía electrónica de barrido de la reacción con medio de A. niger. 
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Figura 59. Microscopía electrónica de barrido de la reacción con medio de T. atroviride. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 60. Microscopía electrónica de barrido de la reacción con medio de P. chrysosporium. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 61. Microscopía electrónica de barrido de la reacción con medio de P. placenta. 
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     Los sólidos obtenidos de las reacciones con el medio de cultivo de los hongos 

también fueron analizados por difracción de rayos X en un difractometro Bruker 

D2Phaser en un rango 2θ de 10-80° (Figuras 62, 63, 64 y 65). 

 

 

 
Ángulo 2θ 

 
Figura 62. Difractograma de rayos X del sólido obtenido con A. niger. 

 

 

 
Ángulo 2θ 

 
 Figura 63. Difractograma de rayos X del sólido obtenido con T. atroviride.  
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Ángulo 2θ 

 

Figura 64. Difractograma de rayos X del sólido obtenido con P. placenta. 
 

 

 
Ángulo 2θ 

 
Figura 65. Difractograma de rayos X del sólido obtenido con P. chrysosporium. 

 
 

     Finalmente, se realizó el análisis de As en solución, con el objetivo de corraborar 

la remoción del arsénico. Para la determinación de As se utilizó un espectrofotómetro 

de absorción atómica Shimadzu 6300, encontrando una disminución en la 

concentración de arsénico total en dos de las soluciones analizadas, incluso en 

algunas reacciones aumentó la concentración, lo cual se puede deber a una pérdida 

en el volumen de agua por evaporación.  
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En las reacciones 3 y 5, se observa una disminución del metaloide, estas dos 

reacciones coinciden en que el sólido final es color verde pálido. En la reacción 3 que 

corresponde a escorodita química, se obtiene una remoción de arsénico de 95% (As 

residual = 142 mg/L) y en la reacción 5, donde se obtuvo la bioscorodita, la remoción 

fue del 73% (As residual = 445 mg/L), valor inferior a lo reportado con bacterias 

extremófilas de hasta 99% (González-Contreras et al., 2012).  

 

De los seis materiales sólidos obtenidos utlizando el medio de cultivo de hongos para 

llevar a cabo los procesos de oxidación, el obtenido en la reacción 5 utilizando T. 

atroviride (Figuras 48, 56, y 57) fue el que presentó las características de 

bioscorodita reportadas en la literatura en cuanto a color y el análisis por por 

difracción de rayos X (González-Contreras et al., 2012); sin embargo; la remoción de 

arsénico total (73 %) en el medio fue baja comparada con la obtenida con bacterias 

extremófilas. 

 

No obstante lo anterior, el uso del medio de cultivo de hongos presenta ventajas 

respecto al uso de bacterias extremófilas para la generación de bioscorodita, como 

es el menor consumo de energía, debido a que el cultivo de hongos para la 

obtención de condiciones ácidas y oxidantes se realiza a bajas temperaturas (28 °C), 

a excepción de P. chrysosporium (39 °C), mientras que con bacterias extremófilas 

son requeridas temperaturas arriba de 80 °C (González-Contreras et al., 2012, ) para 

llevar a cabo la bioreacción. Adicionalmente, los hongos reducen por sí mismos el pH 

mediante la producción de ácidos orgánicos, en comparación con bacterias que 

requieren la adición de mayor cantidad de ácido inorgánico. Por lo que se concluye 

que la producción de bioscorodita con cultivo de hongos es una alternativa 

sustentable de remover este metaloide tóxico del agua. 
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IX. Conclusiones 

 

 Los hongos basidiomicetos y ascomicetos estudiados presentan mayor 

tolerancia al AsIII que al AsV, el cual es considerado más tóxico en los seres 

humanos.  

 

 Como resultado de las pruebas de toxicidad; P. chrysosporium y T. atroviride 

representan alternativas de tratamiento debido a una mayor tolerancia al 

arsénico, así como su rápido crecimiento comparado con P. placenta y A. 

niger, respectivamente. 

 

 Considerando las condiciones ácidas y oxidantes requeridas para la oxidación 

de AsIII a AsV; de los basidiomicetos, P. placenta presenta las condiciones más 

favorables y de los ascomicetos; A. niger. 

 

 En el cultivo líquido de T. atroviride se presentó el valor más alto de potencial 

redox y más bajo de pH (condiciones que favorecen la oxidación de As III) 

utilizando lactosa como fuente carbono, sulfato ferroso como fuente de hierro y 

fosfato de potasio dibásico como fuente de fósforo. 

 

 La mayor producción de H2O2 se obtiene con los basidiomicetos, en particular, 

P. placenta con 0.64 mg/L a los 8 días de cultivo, seguido de P. chrysosporium 

con 0.50 mg/L. 

 

 Utilizando el medio de cultivo de T. atroviride se obtuvo un sólido con las 

características de bioscorodita, reportadas en la literatura, lo cual se comprobó  

por difracción de rayos X y microscopía electrónica de barrido. La remoción de 

As fue de 73% corroborado por espectrofotometría de absorción atómica. 
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IX. Recomendaciones 

 

1. Realizar pruebas en agua de algún sitio contaminado con arsénico que 

permite ver el efecto de la composición del agua en la formación del 

mineral. 

 

2. Determinar la producción de ácidos orgánicos en el medio de cultivo de T. 

atroviride, realizar la identificación y cuantificación. 

 

3. Mejorar las condiciones de formación de escorodita (Tiempo de reacción, 

agitación) que permita aumentar los porcentajes de remoción. 

 

4. Realizar el análisis de especiación del arsénico en el proceso de obtención 

de bioscorodita.  
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ANEXO A. Análisis Probit para la determinación de la Concentración Media Efectiva 
(CME50) 

 

 
               Probit Analysis on dosis (As

III
, Trichoderma atroviride, 3 días) 

 
                       Probability         dosis       95% Fiducial Limits 
 
                              0.01       4.59401       3.66044       5.55735 
                              0.02       5.94600       4.85773       7.04662 
                              0.03       7.00335       5.81199       8.19385 
                              0.04       7.92095       6.65064       9.17958 
                              0.05       8.75532       7.42055      10.06924 
                              0.06       9.53440       8.14501      10.89500 
                              0.07      10.27433       8.83754      11.67541 
                              0.08      10.98545       9.50681      12.42233 
                              0.09      11.67483      10.15877      13.14383 
                              0.10      12.34758      10.79773      13.84576 
                              0.15      15.57114      13.88961      17.18654 
                              0.20      18.72337      16.94689      20.43190 
                              0.25      21.93167      20.07582      23.72987 
                              0.30      25.27873      23.34302      27.18015 
                              0.35      28.83462      26.80212      30.87110 
                              0.40      32.67026      30.50516      34.89538 
                              0.45      36.86623      34.51075      39.35973 
                              0.50      41.52149      38.89265      44.39415 
                              0.55      46.76460      43.75054      50.16451 
                              0.60      52.77076      49.22468      56.89346 
                              0.65      59.79043      55.51869      64.89723 
                              0.70      68.20099      62.94004      74.65358 
                              0.75      78.60936      71.98054      86.93661 
                              0.80      92.07927      83.49475     103.11660 
                              0.85     110.71988      99.16039     125.94176 
                              0.90     139.62529     122.98268     162.14119 
                              0.91     147.67110     129.53053     172.36584 
                              0.92     156.93805     137.03324     184.21404 
                              0.93     167.80021     145.77819     198.19384 
                              0.94     180.82259     156.19763     215.07668 
                              0.95     196.91269     168.98246     236.10878 
                              0.96     217.65500     185.33237     263.48080 
                              0.97     246.17285     207.59642     301.54597 
                              0.98     289.94872     241.35452     360.84151 
                              0.99     375.27853     305.97342     478.96313 
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                 Probit Analysis on dosis (As
V
, Trichoderma atroviride) 

 
                       Probability         dosis       95% Fiducial Limits 
 
                              0.01       4.12788       3.40050       4.87046 
                              0.02       5.12172       4.29841       5.94978 
                              0.03       5.87297       4.98675       6.75637 
                              0.04       6.50990       5.57583       7.43505 
                              0.05       7.07860       6.10557       8.03759 
                              0.06       7.60162       6.59559       8.58920 
                              0.07       8.09192       7.05720       9.10431 
                              0.08       8.55769       7.49756       9.59207 
                              0.09       9.00454       7.92160      10.05867 
                              0.10       9.43645       8.33282      10.50855 
                              0.15      11.45651      10.27112      12.60059 
                              0.20      13.36615      12.12113      14.56521 
                              0.25      15.25622      13.96350      16.50276 
                              0.30      17.18029      15.84571      18.47280 
                              0.35      19.17919      17.80364      20.52149 
                              0.40      21.29058      19.86978      22.69229 
                              0.45      23.55436      22.07784      25.03229 
                              0.50      26.01712      24.46658      27.59742 
                              0.55      28.73738      27.08420      30.45861 
                              0.60      31.79296      29.99488      33.71047 
                              0.65      35.29297      33.28928      37.48532 
                              0.70      39.39925      37.10310      41.97865 
                              0.75      44.36816      41.65266      47.49959 
                              0.80      50.64215      47.31171      54.58264 
                              0.85      59.08350      54.80623      64.27541 
                              0.90      71.73147      65.84061      79.07788 
                              0.91      75.17217      68.80960      83.15365 
                              0.92      79.09731      72.18181      87.82604 
                              0.93      83.65020      76.07500      93.27432 
                              0.94      89.04553      80.66502      99.76808 
                              0.95      95.62497      86.23070     107.73815 
                              0.96     103.97870      93.25169     117.93247 
                              0.97     115.25517     102.65668     131.81507 
                              0.98     132.16079     116.62021     152.86231 

                       0.99     163.98001     142.53267     193.13300 
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Probit Analysis on dosis (As
III
, Phanerochaete chysosporium, 2 días) 

 
                       Probability         dosis       95% Fiducial Limits 
 
                              0.01      79.99519        .             . 
                              0.02      82.16953        .             . 
                              0.03      83.57962        .             . 
                              0.04      84.65630        .             . 
                              0.05      85.54231        .             . 
                              0.06      86.30376        .             . 
                              0.07      86.97697        .             . 
                              0.08      87.58420        .             . 
                              0.09      88.14014        .             . 
                              0.10      88.65500        .             . 
                              0.15      90.81885        .             . 
                              0.20      92.57621        .             . 
                              0.25      94.11095        .             . 
                              0.30      95.51087        .             . 
                              0.35      96.82668        .             . 
                              0.40      98.09201        .             . 
                              0.45      99.33197        .             . 
                              0.50     100.56758        .             . 
                              0.55     101.81855        .             . 
                              0.60     103.10562        .             . 
                              0.65     104.45301        .             . 
                              0.70     105.89201        .             . 
                              0.75     107.46717        .             . 
                              0.80     109.24878        .             . 
                              0.85     111.36276        .             . 
                              0.90     114.08086        .             . 
                              0.91     114.74724        .             . 
                              0.92     115.47559        .             . 
                              0.93     116.28179        .             . 
                              0.94     117.18885        .             . 
                              0.95     118.23199        .             . 
                              0.96     119.46941        .             . 
                              0.97     121.00843        .             . 
                              0.98     123.08502        .             . 

                  0.99     126.43057        .             . 
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Probit Analysis on dosis (As
V
, Phanerochaete chrysosporium, 2 días) 

 
                       Probability         dosis       95% Fiducial Limits 
 
                              0.01      10.97559       9.22929      12.68918 
                              0.02      13.50569      11.58931      15.35936 
                              0.03      15.40548      13.38732      17.34209 
                              0.04      17.00879      14.91905      19.00370 
                              0.05      18.43525      16.29128      20.47465 
                              0.06      19.74325      17.55636      21.81837 
                              0.07      20.96626      18.74439      23.07111 
                              0.08      22.12547      19.87447      24.25579 
                              0.09      23.23527      20.95960      25.38799 
                              0.10      24.30600      22.00909      26.47884 
                              0.15      29.29007      26.91722      31.54783 
                              0.20      33.97051      31.53883      36.31595 
                              0.25      38.57766      36.07485      41.04105 
                              0.30      43.24516      40.63618      45.87991 
                              0.35      48.07296      45.30210      50.95492 
                              0.40      53.15150      50.14377      56.37886 
                              0.45      58.57513      55.23717      62.26882 
                              0.50      64.45282      60.67270      68.75864 
                              0.55      70.92031      66.56455      76.01444 
                              0.60      78.15709      73.06365      84.25712 
                              0.65      86.41379      80.37883      93.79833 
                              0.70      96.06084      88.81524     105.10378 
                              0.75     107.68322      98.84970     118.91671 
                              0.80     122.28743     111.29490     136.52835 
                              0.85     141.82851     127.71546     160.47158 
                              0.90     170.91118     151.76138     196.77904 
                              0.91     178.78706     158.20493     206.73307 
                              0.92     187.75499     165.51036     218.12485 
                              0.93     198.13579     173.92728     231.38428 
                              0.94     210.40942     183.82781     247.15719 
                              0.95     225.33825     195.80074     266.47425 
                              0.96     244.23648     210.85652     291.12186 
                              0.97     269.65508     230.94598     324.59039 
                              0.98     307.58635     260.62023     375.14783 

                       0.99     378.49126     315.26336     471.37421 
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Probit Analysis on dosis (As

V
, Aspergillus niger, 3 días) 

 
                       Probability         dosis       95% Fiducial Limits 
 
                              0.01       5.17722       4.43052       5.89977 
                              0.02       6.04777       5.25377       6.80762 
                              0.03       6.67453       5.85306       7.45562 
                              0.04       7.18847       6.34806       7.98401 
                              0.05       7.63557       6.78105       8.44177 
                              0.06       8.03797       7.17246       8.85242 
                              0.07       8.40820       7.53390       9.22923 
                              0.08       8.75415       7.87270       9.58054 
                              0.09       9.08112       8.19379       9.91193 
                              0.10       9.39288       8.50067      10.22740 
                              0.15      10.80171       9.89499      11.64801 
                              0.20      12.07063      11.15873      12.92323 
                              0.25      13.27740      12.36451      14.13512 
                              0.30      14.46361      13.55082      15.32808 
                              0.35      15.65721      14.74305      16.53269 
                              0.40      16.88077      15.96109      17.77443 
                              0.45      18.15551      17.22303      19.07805 
                              0.50      19.50399      18.54765      20.47052 
                              0.55      20.95263      19.95667      21.98386 
                              0.60      22.53486      21.47768      23.65867 
                              0.65      24.29588      23.14839      25.54960 
                              0.70      26.30088      25.02385      27.73501 
                              0.75      28.65061      27.18982      30.33566 
                              0.80      31.51500      29.79112      33.55547 
                              0.85      35.21719      33.10236      37.78416 
                              0.90      40.49938      37.75025      43.92359 
                              0.91      41.88975      38.96142      45.55731 
                              0.92      43.45434      40.31904      47.40368 
                              0.93      45.24223      41.86397      49.52332 
                              0.94      47.32612      43.65660      52.00631 
                              0.95      49.82022      45.79152      54.99464 
                              0.96      52.91890      48.42921      58.73091 
                              0.97      56.99368      51.87515      63.68102 
                              0.98      62.90022      56.82939      70.92451 
                              0.99      73.47682      65.59697      84.07415 
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Probit Analysis on dosis (As

III
, Postia placenta, 3 días) 

 
                       Probability         dosis       95% Fiducial Limits 
 
                              0.01       1.05667       0.55137       1.71410 
                              0.02       1.69350       0.95879       2.58763 
                              0.03       2.28429       1.36158       3.36136 
                              0.04       2.86102       1.77231       4.09327 
                              0.05       3.43597       2.19586       4.80543 
                              0.06       4.01550       2.63485       5.50918 
                              0.07       4.60353       3.09101       6.21134 
                              0.08       5.20276       3.56564       6.91647 
                              0.09       5.81519       4.05984       7.62791 
                              0.10       6.44247       4.57457       8.34824 
                              0.15       9.84571       7.48692      12.14876 
                              0.20      13.79237      11.04312      16.41662 
                              0.25      18.41747      15.35565      21.33468 
                              0.30      23.87892      20.53974      27.13528 
                              0.35      30.37571      26.70222      34.15304 
                              0.40      38.16788      33.94084      42.87208 
                              0.45      47.60445      42.38897      53.94759 
                              0.50      59.16651      52.29969      68.22458 
                              0.55      73.53672      64.11014      86.84171 
                              0.60      91.71785      78.49147     111.47061 
                              0.65     115.24588      96.45497     144.73666 
                              0.70     146.60110     119.58934     191.01090 
                              0.75     190.07366     150.56993     258.09963 
                              0.80     253.81254     194.34581     361.35112 
                              0.85     355.55343     261.38201     535.51203 
                              0.90     543.37440     379.07688     879.44316 
                              0.91     601.98779     414.63448     991.51674 
                              0.92     672.85022     457.03174          1130 
                              0.93     760.43241     508.64526          1304 
                              0.94     871.79053     573.17803          1530 
                              0.95          1019     656.78905          1837 
                              0.96          1224     770.67596          2277 
                              0.97          1532     938.00829          2966 
                              0.98          2067          1218          4214 
                              0.99          3313          1837          7332 
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Probit Analysis on dosis (As

V
, Postia placenta, 3 días) 

 
                       Probability         dosis       95% Fiducial Limits 
 
                              0.01       0.08543       0.00843       0.32528 
                              0.02       0.17011       0.02161       0.56027 
                              0.03       0.26334       0.03927       0.79120 
                              0.04       0.36584       0.06154       1.02585 
                              0.05       0.47799       0.08867       1.26727 
                              0.06       0.60015       0.12099       1.51713 
                              0.07       0.73270       0.15889       1.77654 
                              0.08       0.87605       0.20279       2.04633 
                              0.09       1.03063       0.25314       2.32724 
                              0.10       1.19692       0.31047       2.61990 
                              0.15       2.22347       0.72236       4.28107 
                              0.20       3.63745       1.41177       6.33161 
                              0.25       5.54867       2.50536       8.86914 
                              0.30       8.10739       4.18638      12.02429 
                              0.35      11.52106       6.72006      15.98162 
                              0.40      16.08074      10.48709      21.01935 
                              0.45      22.20315      16.01336      27.60113 
                              0.50      30.50014      23.93423      36.62136 
                              0.55      41.89760      34.73269      50.04494 
                              0.60      57.84925      48.49325      71.87075 
                              0.65      80.74417      65.84593     108.63879 
                              0.70     114.74207      88.90396     171.66795 
                              0.75     167.65422     121.54136     284.46777 
                              0.80     255.74469     171.08071     502.37612 
                              0.85     418.38160     253.80410     978.82102 
                              0.90     777.21101     415.60242          2273 
                              0.91     902.61485     468.02901          2786 
                              0.92          1062     532.45177          3477 
                              0.93          1270     613.50625          4436 
                              0.94          1550     718.62297          5824 
                              0.95          1946     860.56224          7945 
                              0.96          2543          1063         11445 
                              0.97          3533          1379         17928 
                              0.98          5468          1948         32567 
                              0.99         10889          3357         83468 
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ANEXO B. Análisis estadístico del diseño factorial fraccionados 23-1 

 

Análisis de varianza usando SAS 9.0 
 
                     The SAS System          12:23 Thursday, July 27, 2018   1 
 
                    Obs    Glu    Fe     P      Bio      pH       Eh      H2O2 
 
                      1     -1    -1     1    2.9250    2.48    288.5    0.5681 
                      2     -1    -1     1    2.9675    2.56    285.5    0.3690 
                      3     -1    -1     1    2.8175    2.56    285.1    0.2511 
                      4     -1    -1     1    2.8525    2.55    285.5    0.4218 
                      5      1    -1    -1    3.2475    2.32    310.5    0.5518 
                      6      1    -1    -1    4.3325    2.31    312.9    0.6900 
                      7      1    -1    -1    3.1650    2.29    314.2    0.4909 
                      8      1    -1    -1    3.1475    2.42    268.3    0.7225 
                      9     -1     1    -1    4.3350    2.20    325.4    0.2877 
                     10     -1     1    -1    4.3675    2.18    327.5    0.5924 
                     11     -1     1    -1    4.4050    2.15    321.5    0.9744 
                     12     -1     1    -1    3.6225    2.20    324.6    0.3283 
                     13      1     1     1    3.4500    2.41    297.5    0.3446 
                     14      1     1     1    3.8800    2.38    302.2    0.1577 
                     15      1     1     1    3.7100    2.33    302.0    0.0561 
                     16      1     1     1    3.2050    2.37    300.4    0.1455 
 
 
 
  
                     The SAS System          12:23 Thursday, July 27, 2018   2 
 
                                         The GLM Procedure 
 
                                     Class Level Information 
 
                                  Class         Levels    Values 
 
                                  Glu                2    -1 1 
 
                                  Fe                 2    -1 1 
 
                                  P                  2    -1 1 
 
 
                              Number of Observations Read          16 
                              Number of Observations Used          16 
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The SAS System          12:23 Thursday, July 27, 2018   3 

 
                                         The GLM Procedure 
 
Dependent Variable: Bio 
 
                                                Sum of 
        Source                      DF         Squares     Mean Square    F Value    Pr > F 
 
        Model                        3      3.35491562      1.11830521       7.95    0.0035 
 
        Error                       12      1.68790312      0.14065859 
 
        Corrected Total             15      5.04281875 
 
 
                        R-Square     Coeff Var      Root MSE      Bio Mean 
 
                        0.665286      10.63391      0.375045      3.526875 
 
 
        Source                      DF       Type I SS     Mean Square    F Value    Pr > F 
 
        Glu                          1      0.00150156      0.00150156       0.01    0.9194 
        Fe                           1      1.90440000      1.90440000      13.54    0.0032 
        P                            1      1.44901406      1.44901406      10.30    0.0075 
 
 
        Source                      DF     Type III SS     Mean Square    F Value    Pr > F 
 
        Glu                          1      0.00150156      0.00150156       0.01    0.9194 
        Fe                           1      1.90440000      1.90440000      13.54    0.0032 
        P                            1      1.44901406      1.44901406      10.30    0.0075 
 
 
 
 
Dependent Variable: pH 
 
                                                Sum of 
        Source                      DF         Squares     Mean Square    F Value    Pr > F 
 
        Model                        3      0.25501875      0.08500625      52.24    <.0001 
 
        Error                       12      0.01952500      0.00162708 
 
        Corrected Total             15      0.27454375 
 
 
                        R-Square     Coeff Var      Root MSE       pH Mean 
 
                        0.928882      1.711466      0.040337      2.356875 
 
 
        Source                      DF       Type I SS     Mean Square    F Value    Pr > F 
 
        Glu                          1      0.00015625      0.00015625       0.10    0.7620 
        Fe                           1      0.10080625      0.10080625      61.96    <.0001 
        P                            1      0.15405625      0.15405625      94.68    <.0001 
 
 
        Source                      DF     Type III SS     Mean Square    F Value    Pr > F 
 
        Glu                          1      0.00015625      0.00015625       0.10    0.7620 
        Fe                           1      0.10080625      0.10080625      61.96    <.0001 
        P                            1      0.15405625      0.15405625      94.68    <.0001 
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Dependent Variable: Eh 
 
                                                Sum of 
        Source                      DF         Squares     Mean Square    F Value    Pr > F 
 
        Model                        3     3060.935000     1020.311667       8.08    0.0033 
 
        Error                       12     1514.675000      126.222917 
 
        Corrected Total             15     4575.610000 
 
 
                        R-Square     Coeff Var      Root MSE       Eh Mean 
 
                        0.668968      3.705136      11.23490      303.2250 
 
 
        Source                      DF       Type I SS     Mean Square    F Value    Pr > F 
 
        Glu                          1       79.210000       79.210000       0.63    0.4436 
        Fe                           1     1417.522500     1417.522500      11.23    0.0058 
        P                            1     1564.202500     1564.202500      12.39    0.0042 
 
 
        Source                      DF     Type III SS     Mean Square    F Value    Pr > F 
 
        Glu                          1       79.210000       79.210000       0.63    0.4436 
        Fe                           1     1417.522500     1417.522500      11.23    0.0058 
        P                            1     1564.202500     1564.202500      12.39    0.0042 
 
 
 
Dependent Variable: H2O2 
 
                                                Sum of 
        Source                      DF         Squares     Mean Square    F Value    Pr > F 
 
        Model                        3      0.44949242      0.14983081       4.16    0.0310 
 
        Error                       12      0.43226905      0.03602242 
 
        Corrected Total             15      0.88176147 
 
 
                        R-Square     Coeff Var      Root MSE     H2O2 Mean 
 
                        0.509766      43.68204      0.189796      0.434494 
 
 
        Source                      DF       Type I SS     Mean Square    F Value    Pr > F 
 
        Glu                          1      0.02509848      0.02509848       0.70    0.4202 
        Fe                           1      0.08680389      0.08680389       2.41    0.1465 
        P                            1      0.33759005      0.33759005       9.37    0.0099 
 
 
        Source                      DF     Type III SS     Mean Square    F Value    Pr > F 
 
        Glu                          1      0.02509848      0.02509848       0.70    0.4202 
        Fe                           1      0.08680389      0.08680389       2.41    0.1465 
        P                            1      0.33759005      0.33759005       9.37    0.00 
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Modelo de regresión  
 

The SAS System       22:47 Wednesday, August 19, 2018  11 
 
                                         The REG Procedure 
                                           Model: MODEL1 
                                     Dependent Variable: Bio 
 
                              Number of Observations Read          16 
                              Number of Observations Used          16 
 
 
                                       Analysis of Variance 
 
                                              Sum of           Mean 
          Source                   DF        Squares         Square    F Value    Pr > F 
 
          Model                     3        3.35492        1.11831       7.95    0.0035 
          Error                    12        1.68790        0.14066 
          Corrected Total          15        5.04282 
 
 
                       Root MSE              0.37504    R-Square     0.6653 
                       Dependent Mean        3.52688    Adj R-Sq     0.5816 
                       Coeff Var            10.63391 
 
 
                                       Parameter Estimates 
 
                                    Parameter       Standard 
               Variable     DF       Estimate          Error    t Value    Pr > |t| 
 
               Intercept     1        3.52688        0.09376      37.62      <.0001 
               C             1       -0.00969        0.09376      -0.10      0.9194 
               Fe            1        0.34500        0.09376       3.68      0.0032 
               P             1       -0.30094        0.09376      -3.21      0.0075 
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The SAS System       22:47 Wednesday, August 19, 2018  12 

 
                                         The REG Procedure 
                                           Model: MODEL1 
                                      Dependent Variable: pH 
 
                              Number of Observations Read          16 
                              Number of Observations Used          16 
 
 
                                       Analysis of Variance 
 
                                              Sum of           Mean 
          Source                   DF        Squares         Square    F Value    Pr > F 
 
          Model                     3        0.25502        0.08501      52.24    <.0001 
          Error                    12        0.01953        0.00163 
          Corrected Total          15        0.27454 
 
 
                       Root MSE              0.04034    R-Square     0.9289 
                       Dependent Mean        2.35688    Adj R-Sq     0.9111 
                       Coeff Var             1.71147 
 
 
                                       Parameter Estimates 
 
                                    Parameter       Standard 
               Variable     DF       Estimate          Error    t Value    Pr > |t| 
 
               Intercept     1        2.35688        0.01008     233.72      <.0001 
               C             1       -0.00312        0.01008      -0.31      0.7620 
               Fe            1       -0.07938        0.01008      -7.87      <.0001 
               P             1        0.09812        0.01008       9.73      <.0001 
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The SAS System       22:47 Wednesday, August 19, 2018  13 

 
                                         The REG Procedure 
                                           Model: MODEL1 
                                      Dependent Variable: Eh 
 
                              Number of Observations Read          16 
                              Number of Observations Used          16 
 
 
                                       Analysis of Variance 
 
                                              Sum of           Mean 
          Source                   DF        Squares         Square    F Value    Pr > F 
 
          Model                     3     3060.93500     1020.31167       8.08    0.0033 
          Error                    12     1514.67500      126.22292 
          Corrected Total          15     4575.61000 
 
 
                       Root MSE             11.23490    R-Square     0.6690 
                       Dependent Mean      303.22500    Adj R-Sq     0.5862 
                       Coeff Var             3.70514 
 
 
                                       Parameter Estimates 
 
                                    Parameter       Standard 
               Variable     DF       Estimate          Error    t Value    Pr > |t| 
 
               Intercept     1      303.22500        2.80872     107.96      <.0001 
               C             1       -2.22500        2.80872      -0.79      0.4436 
               Fe            1        9.41250        2.80872       3.35      0.0058 
               P             1       -9.88750        2.80872      -3.52      0.0042 
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                                          The SAS System       22:47 Wednesday, August 19, 2018  14 
 
                                         The REG Procedure 
                                           Model: MODEL1 
                                     Dependent Variable: H2O2 
 
                              Number of Observations Read          16 
                              Number of Observations Used          16 
 
 
                                       Analysis of Variance 
 
                                              Sum of           Mean 
          Source                   DF        Squares         Square    F Value    Pr > F 
 
          Model                     3        0.44949        0.14983       4.16    0.0310 
          Error                    12        0.43227        0.03602 
          Corrected Total          15        0.88176 
 
 
                       Root MSE              0.18980    R-Square     0.5098 
                       Dependent Mean        0.43449    Adj R-Sq     0.3872 
                       Coeff Var            43.68204 
 
 
                                       Parameter Estimates 
 
                                    Parameter       Standard 
               Variable     DF       Estimate          Error    t Value    Pr > |t| 
 
               Intercept     1        0.43449        0.04745       9.16      <.0001 
               C             1       -0.03961        0.04745      -0.83      0.4202 
               Fe            1       -0.07366        0.04745      -1.55      0.1465 
               P             1       -0.14526        0.04745      
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Anexo C. Artículo publicado 
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Anexo D. Capítulo de libro  
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Anexo E. Artículo por ser enviado 

 

 
 
 


