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Resumen:

El Soconusco, Chiapas es una zona dedicada predominantemente a actividades
agricolas y por las caracteristicas geograficas es una zona con humedad superior
al 70%. Esta condicion ambiental favorece el desarrollo de una amplia
biodiversidad en especies vegetales, propiciando que en las zonas destinadas al
cultivo abunde la maleza, mas que en cualquier otra zona agricola del Pais,
problema que es minimizado con el uso desmedido de herbicidas como el
glifosato, mas conocido mundialmente por su marca comercial "Round up". Esto
ha provocado la contaminacion de suelos y cuerpos de agua del Soconusco,
Chiapas como lo reportan Ruiz-Toledo et al 2014, quienes encontraron este
herbicida en zonas de cultivo, en pozos de aguas particulares y en areas
protegidas.
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on la finalidad de mitigar el impacto negativo ocasionado por el uso desmedido
del glifosato y para atender la convocatoria de "Desarrollo de innovaciones
tecnoldgicas para una agricultura mexicana libre de agro-insumos toxicos" se
elabord la presente propuesta que tratd del desarrollo de protocolos para la
degradacion de glifosato en suelos y cuerpos de agua empleando
microorganismos y enzimas inmovilizados en diversos soportes. El objetivo de
esta convocatoria estuvo enfocado a la mitigacion del impacto ambiental que
durante anos ha contaminado nuestros suelos y cuerpos de agua, por lo que, se
requieren soluciones que puedan ser escalables y puedan ser aplicadas en un
corto, mediano y largo plazo en volumenes grandes de agua, asi como también
para su aplicacidon en suelos, por estos motivos, se utilizaron diversos soportes de
inmovilizacion con caracteristicas deseables para su futuro escalamiento.

Wy

INTRODUCCION Y ANTECENDENTES

El Soconusco, Chiapas es una zona dedicada predominantemente a actividades
agricolas y por las caracteristicas geograficas es una zona con humedad superior
al 70%, existen dos épocas del ano, la de lluvias que comprende del mes de mayo
hasta finales de noviembre y alcanza mas de 90% de humedad ambiental, el resto
del afio es periodo de estiaje con una humedad promedio del 70%. Esto provoca
una amplia biodiversidad en microbiota y sobretodo en especies vegetales,
provocando que las zonas destinadas al cultivo se invadan con facilidad de
maleza. Este problema es atenuado con el uso desmedido de herbicidas como el
glifosato, mas conocido mundialmente por su marca comercial "Round up". Esto
ha provocado la contaminacién de suelos y cuerpos de agua como lo reportan
Ruiz-Toledo et al 2014, quienes encontraron este herbicida en zonas de cultivo,
en pozos de aguas particulares y en areas protegidas del Soconusco, Chiapas.

Con lafinalidad de mitigar el impacto negativo ocasionado por el uso desmedido
del glifosato se elabord la presente propuesta que tratd del desarrollo de
protocolos para la degradacién de glifosato en suelos y cuerpos de agua
mediante sistemas inmovilizados de microorganismos y enzimas.

Algunos de los integrantes de la presente propuesta se dedican a la busqueda de
enzimas que degradan la materia vegetal, principalmente en glicosilhidrolasas y
enzimas ligninoliticas. Estas Ultimas son ampliamente usadas en procesos de
biorremediacion de suelos y aguas para eliminar contaminantes como: derrames
de petrdleo, colorantes, pesticidas en nuestro institucion y parte de los
integrantes de esta propuesta han utilizado sistemas enzimaticos ligninoliticos
para la degradacion de contaminantes emergentes como los farmacos:
metamizol, naproxeno, ketoprofeno, diclofenaco, el herbicida altamente téxico
paraquat, entre otros (Aguilar-Najarro 2021; Cruz-Ornelas et al. 2019, Cruz-Ornelas
2019-B; Camacho Moralez et al 2017; Mayorga et al 2017, Camacho et al 2017-B).
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or otro lado, esta reportado que las enzimas ligninoliticas asi como también los

hongos productores de este tipo de enzimas se han empleado para la
degradacion de glifosato (Pizzul et al 2009; Eman et al 2013, Klimek et al 2001).
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Por estos motivos, hemos hecho una selecciéon de los microorganismos
ligninoliticos que se han aislado en nuestro grupo de trabajo de los cuales ya se
tienen estudios de las condiciones necesarias para la produccién de enzimas
ligninoliticas y evaluar sus capacidades de degradacion del glifosato en suelos y
aguas contaminadas del Soconusco, Chiapas.

Como primer etapa de la propuesta se caracterizaron aguas y suelos de las zonas
contaminadas con glifosato. Por otro lado, se analizaron cual de los hongos
filamentosos ligninoliticos fue capaz de remover glifosato, estos hongos han sido
aislados de diversos ambientes. Ademas, provienen de residuos agroindustriales
de la cana de azucar, del tequila y del café.

Como parte de la segunda ytercer etapa se obtendran los sistemas inmovilizados
utilizando los extractos enzimaticos completos del microorganismo
seleccionado parainmovilizarlos en soportes inertes tipo zeolitas. Los soportes de
inmovilizacion que se emplearan en la presente propuesta tienen |la
caracteristica de ser escalables, esto favorecera su uso en sistemas a mayor escala
para la biorremediacién de aguas contaminadas con glifosato. Los hongos
inmovilizados fueron evaluados para la biorremediacidén de cuerpos de agua,
pero preferentemente para la biorremediacién de los suelos contaminados con
el herbicida el soporte en el que se inmovilizaron fue poliuretano.

Los suelos y aguas contaminados se colectaron de las zonas de cultivo donde se
aplica el glifosato.

JUSTIFICACION.

Basandonos en los estudios previos de deteccion de glifosato reportados en el
Soconusco, Chiapas, asi como también, aprovechando que en el grupo de trabajo
cuenta con reportes previos de la produccién de enzimas ligninoliticas que
degradan contaminantes emergentesy otro tipo de herbicidas empleados en las
zonas de referencia. Encontramos la oportunidad de llevar a cabo la aplicacion
de los biocatalizadores que hemos caracterizado previamente y realizar estudios
de biorremediacion de suelos y aguas contaminados con glifosato.

Debido a la naturaleza de la convocatoria se buscdé que los estudios aqui
realizados fueran facilmente escalables permitiendo que el estudio prelimina
pueda aplicarse en un medianoy largo plazo para volUmenes mayores de aguas
contaminadas con glifosato asi como también en extensiones grandes de suelos,
con recuperacion de los soportes a emplear para tener una mejor gestion de los
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residuos soélidos que puedan generarse con la presente propuesta.

La implementacion de esta tecnologia a nivel laboratorio permitidé evaluar el
potencial de degradacidon de glifosato. Los resultados obtenidos fueron positivos
por lo que podran ser desarrollados en futuros estudios en los cuales se realice la
optimizacién de los sistemas para que estos sean aplicados a una mayor escala
en un mediano o largo plazo.

OBIJETIVO GENERAL

El objetivo de esta convocatoria esta enfocado a la mitigaciéon del impacto
ambiental de suelos y cuerpos de agua que el glifosato ha contaminado durante
anos, por lo que se requieren soluciones que puedan ser escalables y puedan ser
aplicadas en un corto y mediano plazo en campo, tanto para cuerpos de agua
como para su aplicacion en suelos, por estos motivos, se utilizaran soportes de
inmovilizacidn con caracteristicas deseables para su futuro escalamiento como
son poliuretano zeolitas.

OBIJETIVOS ESPECIFICOS.

e Seleccionar microorganismos ligninoliticos que sean capaces de degradar
glifosato.

e Caracterizar fisicoguimicamente muestras suelo y cuerpos de agua de zonas
cultivables.

e Propagar e inmovilizar por lo menos un hongo y las enzimas ligninoliticas en
soportes poliméricos inertes como poliuretano y zeolitas.

e Desarrollar estrategia experimental para la degradacion de glifosato en
suelos y agua contaminados empleando microorganismos y enzimas
inmovilizados en poliuretano y zeolitas.

Metodologia y actividades realizadas
El proyecto se dividié en 3 etapas como se describen a continuacion:

ler etapa: (a) muestreo de zonas de cultivo y (b) seleccién de los
microorganismos degradadores del glifosato.

a) Muestreo en zonas de referencia y zonas libres de herbicidas.

Muestreo en zonas de referencia y zonas libres de herbicidas.

En esta etapa se trazaron poligonos en las zonas de cultivo para la toma de muestras de suelo

y agua donde se conoce aplican glifosato y en zonas libres del herbicida como son los pozos
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de agua particulares de los cuales las personas que viven aledafias a las zonas de cultivo usan

el agua para el aseo personal, consumo personal y de sus animales domésticos, aseo de sus
viviendas, entre otras necesidades basicas. La seleccion de los sitios de muestreo se llevo a
cabo basados en estudios previos donde llevé a cabo la deteccidn de glifosato en cuerpos de
agua durante el 2013-2014 (Ruiz-Toledo 2014). Por otro lado, se tomd en cuenta el registro
de la cantidad de hectareas en las que se ha sembrado diversos cultivos en donde aplican
glifosato desde el 2012, publicada en el portal del CONACYT/CIBIOGEM, ubicando al

Soconusco como principal productor de soya en el estado de Chiapas con 20 mil toneladas

anuales y mas de 7mil has sembradas (SIAP, 2015; www.cibiogem.gob.mx/OGMs/Paginas/
Permisos.aspx).

A partir de esta informacion, se seleccionaron los sitios con mayor concentracion del
herbicida glifosato. Los suelos y cuerpos de agua se analizaron para determinar la presencia

de glifosato.


http://www.cibiogem.gob.mx/OGMs/Paginas/%20Permisos.aspx
http://www.cibiogem.gob.mx/OGMs/Paginas/%20Permisos.aspx
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Tipo de muestra muestra Nombre de la Muestra Norte Oeste

agua 1|Rio Cahoacan 1 14937'6" 929219'00"
agua 2|Rio Coatdn 1 142 53' 55.1" 92921'35.2"
agua 3|Agua de lavado 14943'45,5" 92219'4.3"
agua 4|Canal de riego 1 14937'55.2" 92218'54.2"
agua 5]|Rio Cahoacdn 2 14947'03.2" 92915'37.7"
agua 6|Pozo 1 149 45' 455" 92218' 12.7"
agua 7|Pozo 2 142 45'36.4 " 92918'7.2"
agua 8|Pozo 3 149 43' 27.1" 922 16'14.7"
agua 9|Pozo 4 149 40' 8.2" 9292 17' 29.8"
agua 10|Pozo 5 14¢ 38' 33.6" 9292 18' 28.5"
agua 11|Canal de riego 2 149 42' 57.3" 922 18' 26.3"
agua 12|Rio Cahoacéan 3 142 37' 25.7" 922 19'3.8"
agua 13|Pozo 6 149 46' 6.5" 929 15' 51.2"
agua 14|Pozo 7 142 44' 56.7" 92919'6.6"
agua 15|Canal de riego 2 14¢@ 37' 55.2" 922 18' 54.3"
agua 16|Rio Coatan 2 142 50' 19.1" 92924'11.1"
agua 17|Rio Coatan 3 14¢51' 21.6" 9292 25' 53.1"
agua 18|Rio Coatan 4 14¢@51' 57.2" 929 25' 25.3"
agua 19|Rio Coatan 5 149 49' 58.0" 92228' 12.3"
agua 20|Rio Coatadn 6 149 48' 0.005" (929 30' 30.1"
suelo 21|Rio Coatdn 7 142 48' 0.005" |92¢ 30' 30.1"
suelo 22|Rio Coatdn 8

suelo 23|Rio coatdn 2 rio seco 14954'26.2" 92924'20.5"
suelo 24|rio coatan 3.1 terreno agri{149251'57.1" 92925'25.3"
suelo 25| orilla rio coatan 4

suelo 26| punto Daniel 142 43' 44.7" 92919'6.70"
suelo 27|desembocadura cahuacan|14937'25.7" 92919'03.8
suelo 28|coatan 2 bananera 142 54' 26.2" 929 24' 20.5"
suelo 29(canal de riego 14947'08.8" 92916'04.5"
suelo 30|pozo Daniel 14944'56.7" 922 19' 6.6"
suelo 31|Rio Cahoacan 1 14237'6" 92219'00"

Determinacion de la calidad del agua

La determinacién de los parametros de calidad de agua se llevaran a cabo mediante analisis
estandarizados validados por la Environmental Protection Agengy (EPA) utilizando el

equipo HACH, los pardmetros analizados fueron:



Los sitios seleccionados correspondieron a las zonas de cultivos para la toma de muestras de
suelo y agua en donde se aplica glifosato asi como también en zonas en donde no se aplica
el herbicida como son pozos particulares de consumo de agua de los agricultores que viven
en zonas aledafias de las parcelas de cultivo. Los criterios de seleccion de los sitios de
muestreo se basaron en un estudio previo realizado por Ruiz-Toledo 2014 en el cual se
reporto la presencia de glifosato en diferentes cuerpos de agua durante los afios 2013 y 2014
los cuales incluyeron sitios donde se aplica el glifosato y sitios que deberian estar libres del

herbicida, sin embargo la presencia de este se encontrd en ambos tipos de sitios.

Determinacién de la calidad del agua

Se determinaron los parametros de calidad de agua mediante analisis estandarizados
validados por la Environmental Protection Agengy (EPA) utilizando el equipo
multiparamétrico HANNA modelo H198194. Se emplearon muestras de agua que fueron

transportadas al laboratorio y almacenadas en refrigeracion.

El pH de las muestras se encontr6 en el intervalo de 7. 1 a 7.85, la conductividad eléctrica
entre 93 a 633 uS/cm, los Solidos totales disueltos de 0.05 a 0.316 ppt y la salinidad de 0.5 a
0.1 ups. Estos valores indican condiciones propicias para la existencia de plantas y animales,
asi como para sus procesos ecoldgicos e interacciones. En el caso de las muestras de agua de

pozos son las que presentaron los valores mayores observado para estos cuatro parametros.

Tabla . Analisis de muestras de agua. Mediciones de pH, Conductividad eléctrica, Solidos

disueltos totales y salinidad del Rio Cahoacéan, Rio Coatéan, canales de riego y pozos.
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Potencial de Conductividad Solidos Salinidad  Fuente
H Eléctrica disueltos (PSU) de agua
(nS/cm) totales
(ppt Tds)

M1 7.67 100 0.05 0.05 Rio
Cahoacan

M2 7.69 151 0.076 0.07 Rio
Coatan

M3 7.46 362 0.181 0.17 Agua de
lavado

M4 7.32 237 0.119 0.11 Canal de
riego

M5 7.38 93 0.046 0.04 Rio
Cahoacan

M6 7.8 536 0.268 0.26 Pozo

M7 7.53 362 0.181 0.17 Pozo

M8 7.57 335 0.167 0.16 Pozo

M9 7.7 497 0.248 0.24 Pozo

M10 7.83 633 0.316 0.31 Pozo

Mi1 7.62 130 0.065 0.06 Canal de
riego

M12 7.6 101 0.05 0.05 Rio
Cahoacan

M13 7.85 573 0.286 0.28 Pozo

Mi4 7.62 367 0.183 0.18 Pozo

M15 7.75 352 0.76 0.17 Canal de
riego

M16 7.46 192 0.096 0.09 Rio
Coatan
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En la Tabla se muestran los datos de los parametros fisicoquimicos realizados en muestras
de agua, utilizando la técnica de HACH, siguiendo la metodologia propuesta por Official
Methods of Analysis of the Association of Official Analytical Chemistry (AOAC, 1984) y
Standard Methods for Examination of Water and Wastewater (APHA, 1999).

Tabla 1. Parametros fisicoquimicos en agua

MUESTRA | Fosforo reactivo Sulfato Nitrato Nitrito Amonio
(PO4mg/L) (SO4gl/L) (NO3mgl/L) (NO2 g/L) (NH4 mg/L)
1 0.43 14 0.9 5 ND
2 0.64 12 3.1 4 ND
3 0.92 14 1.7 7 ND
4 0.48 2 2 1 ND
5 0.3 58 5.5 7 ND
6 0.58 23 2 7 ND
7 0.65 6 4.7 3 ND
8 1.52 7 1.6 3 ND
9 2 44 1.2 3 4
10 1.96 17 4.3 3.6 2
1 0.4 80 4.6 9 ND
12 0.86 3 1.3 4 0
13 0.62 18 5.5 3 ND
14 0.85 21 1.2 1.2 1
15 0.14 25 0.8 6 ND
16 0.36 23 1 4 ND
17 0.47 27 0.8 3 0
18 0.35 23 1.1 5 ND
19 0.38 27 1.1 1 0
20 0.1 2 1 1 2

Concentracion de glifosato de los diferentes sitios de muestreo
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MUESTRAS DE | [GLIFOSATO]
AGUA microgramos/L
1 31.3165
2 35.6197
3 33.7752
4 35.6197
5 34.4301
6 33.6493
7 32.7082
8 34.1102
9 37.0639
10 37.5082
11 35.7021
12 36.6803
13 33.9498
14 35.4869
15 36.9553
16 33.1769
17 36.3072
18 33.8323
19 37.4382
20 36.1525

Caracterizacion de suelos

Las muestras de suelo se secaron a temperatura ambiente, se trituraron en molino rotatorio,
se elimind previamente piedras y material vegetal visible. Se pasaron a través de un tamiz o

colador (malla 2 mm). A cada muestra se le determind pH, conductividad eléctrica
Determinacion de pH:

A 10 g de suelo se le adicionaron 20 ml de agua destilada, se agitaron 1 m, despues se dejan
reposar 5 m, se repitio este procedimiento sei vseces hasta completar un ciclo de 30 minutos.

Posteriormente se leyo en el potencidmetro.
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MUESTRAS DE | [GLIFOSATO]
SUELO microgramos/L
21 32.6472
22 29.6843
23 34.2500
24 35.3232
25 30.4407
26 34.3140
27 31.9693
28 31.0780
29 31.9210
30 34.4454
31 26.5830

Propagacion y seleccion de hongos que tengan la capacidad de degradar
glifosato.

Alternativamente se realizaron en laboratorio la propagacion de los diferentes
hongos filamentosos ligninoliticos P. chrysosporium, A. niger, Thielavia terrestris,
Chaetomium sp. y Lichtheimia ramosa para evaluar su capacidad de
degradacion del glifosato (Garcia-Huante et al 2017; Aguilar-Najarro 2021; Pena-
Maravilla et al 2017), de esta evaluacion se seleccionaron dos microorganismaos
porque yva se tenian estudios de optimizacion de la obtencidn de enzimas
ligninoliticas y porgue se determind que estos degradaron glifosato.

Los hongos seleccionados se utilizaron para la produccidon de las enzimas
ligninoliticas.

Produccién de los hongos seleccionados y obtencién del extracto enzimatico
para la degradacioén de glifosato.

Propagacion del hongo y produccién de las enzimas ligninoliticas.

Los hongos seleccionados fueron propagados por fermentacién en estado sélido.
Debido a que ya se conocian sus requerimientos para la expresidén de enzimas
ligninoliticas y porque durante los estudios de remocion mostraron que si
lograron remover el glifosato de las muestras a las cuales fueron expuestos.


Arianna Rubí González Sánchez
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Los protocolos de propagacion para la expresion de las enzimas ligninoliticas se
llevaron a cabo de acuerdo a lo reportado (Aguilar-Najarro 2021; Pena-Maravilla
et al 2017).

@ Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia

La pulpa de café se obtuvo de la finca “La alianza” ubicada en el ejido de
Ahuacatlan del municipio de Cacahoatan, Chiapas;y el bagazo de palma africana
de la procesadora de palma africana SA (PAPSA), ubicada en el municipio de Villa
Comaltitlan, Chiapas. Los sustratos, se lavaron para remover las impurezas como
polvo o insectos plaga que pudieran tener cada uno de estos, después se secaron
a 55 °C durante 24 horas, posteriormente se trituraron y se tamizé para obtener
un tamano de particula de 700 micras, este se almaceno en bolsas de plastico
selladas, y se conservaron a temperatura ambiente hasta su uso posterior.

Propagacion e inmovilizacion del hongo sobre el poliuretano.

El poliuretano es un_ material inerte con buenas propiedades mecanicas
principalmente con una alta resistencia vy elasticidad ademas de ser de bajo
costo. Su porosidad es alta cercana al 97%, caracteristica que permite poseer una
superficie grande de adsorcion, no sufre desgaste de material o de la afectacion
de sus caracteristicas fisico-quimicas o mecanicas al escalar los procesos (De Ory
| et al 2008). Las esporas de los hongos seleccionados se inocularon sobre cuadros
de poliuretano de 1 cm?® en medio liquido con la siguiente composicion (g/L):
Glucosa (10); extracto de malta (10); peptona (2); extracto de levadura (2);
asparagina (1); KH2PO. (2); MgSO4 7H20O (1); Tiamina (0.1); agar (20).

La propagacion de los hongos se llevd a cabo en el medio liquido descrito Y a
partir de estos se logroé la produccion de los extractos enzimaticos con los cuales
se llevdé a cabo los estudios de inmovilizacion de enzimas y las posteriores
remociones de glifosato.

La produccion del micelio de los hongos seleccionados fue analizado y observado
por microscopia optica.

Observacion de los hongos inmovilizados en poliuretano por microscopia:

Reporte de observaciones en el microscopio
Ambos hongos fueron observados por microscopia dptica a 5X, 10X, 40X y
algunos a 100X
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Figura. Esponja de poliuretano colonizado con A. niger observado con
estereoscopio. En la imagen se pueden observar las esporas caracteristicas de A.
niger en color negro.
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Figura. Esponja de poliuretano colonizado con A. niger observado con
estereoscopio. En la imagen se pueden observar las esporas caracteristicas de A.
niger en color negro.

Lo primero que se observd en este parametro es que el crecimiento que tuvo el
hongo Aspergillus fue un crecimiento hacia la zona periférica del cubo ya que la
mayor concentracion de hifas fue en estas zonas. En la parte central del cubo la
concentraciéon de las hifas fue menor y siempre en las paredes de los poros, en el
centro de dichos poros solamente se observaron las esporas en grandes
cantidades. Las esporas se encontraron también en la parte superior del cupo,
posiblemente tengan menor densidad con respecto al agua.

Al observar a este aumento se logré observar los cuerpos fructiferos de los
hongos se localizaron en las zonas con mayor concentracion de hifas siempre en
la periferia del cubo. Al hacer una busqueda de dichos cuerpos en la parte central
estos fueron disminuyendo conforme se alejaban de las paredes y al centro de
cada poro se concentraban las esporas en grandes cantidades. Las hifas se
aprecian septadas, igualmente se puede observar como se formaron algunos
racimos de los cuerpos fructiferos, al parecer se formaron en las zonas mas
cercanas a los poros en direccidn al centro del poro, siempre en la zona de la
pared de los poros.
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Muestras de biopeliculas
En las biopeliculas los cuerpos fructiferos se formaron en las zonas aglomeradas
de hifas se observo a mayor detenimiento que existe septos dentro de las hifas
con una variacion en la longitud de los mismos. Igualmente existe una mayor
cantidad de esporas solamente que estas estan distribuida homogéneamente
entre las hifas, igualmente se hizo notar la diferencia en la densidad de las
muestras.

Observacion a 40x

Muestras en cubo

Las hifas observadas se aprecian con mayor detalle los septos formados, se
pueden observar igualmente la formacion de los cuerpos fructiferos y los racimos
de los mismos.

Muestras en biopeliculas

Las hifas se aprecian cada vez mas septadas con diferenciacién en la longitud, los
cuerpos fructiferos fueron observados dentro de las zonas con mayor
aglomeracion pero se hace notar que la formacién de racimos no se encontraron
en las muestras de biopeliculas.

Phanerochaete chrysosporium
Observacion a 5x
Muestras en cubo

Figura. Cubo de poliuretano colonizado con P. chrysosporium.
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Lo primero que se observa es la presencia de esporas en buena cantidad pero
menor _en _comparacion a las de aspergillus, la forma del crecimiento fue
generalizada dentro del cubo, con la peculiaridad de que crecid¢ desde las
paredes del cubo donde se concentraron las hifas al parecer hasta obtener una
buena concentraciéon ya que conforme se dirige hacia el centro del poro las hifas
se comienzan a separar en forma de ramas o brazos individuales hacia otra pared
del poro donde las hifas observadas comenzaban a aumentar en concentracion
simulando el mismo procedimiento.

Los cuerpos fructiferos observados fueron de forma generalizada principalmente
en las zonas de mayor de concentracion de hifas sin embargo, se pudieron
observar en los extremos de las zonas de mayor concentracion de hifas.
Muestras de biopelicula.

Las muestras de biopeliculas presentaron estructuras grandes de mayor tamano
a los cuerpos fructiferos, se encontraron estas estructuras en diferentes zonas
donde la concentracion de hifas era mayor. Las esporas se avistaron en la periferia
de la biopelicula observada.

Observacion a 10x

Muestras en cubo

En esta observacion se aprecia mejor lo descrito anteriormente con respecto al
crecimiento en forma de arbusto debido a la aglomeracion de las hifas. Se aprecia
gue los cuerpos fructiferos descritos anteriormente se presentan de forma
secuenciada, es decir se aprecia el cuerpo fructifero al extremo de la hifa de
origen, pero antes de la zona apical se formoé una segunda estructura similar al
cuerpo fructifero. Este tipo de estructuras fueron observadas en varias secciones
junto a las estructuras normales de los cuerpos frutiferos.

Igualmente se logré observar la presencia de esporas o cuerpos fructiferos
aglomerados en las zonas cercanas al centro de los poros. No se logrd observar la
presencia definida de los septos dentro de las hifas pero si se distingue una
especie de separacion dentro de las hijas similares a los que se presentarian por
la presencia de los septos.

Muestras en biopelicula

Las muestras observadas indican la presencia de las estructuras fructiferas
secuenciadas pero en menor cantidad, al igual que en la muestra en cubo no se
distinguen la formacion de los septos dentro de las hifas.

Observacion a 40x

Muestras en cubo.

Las estructuras observadas indican una gran profundidad de hifas dentro de la
Zona Mas cercanas a la pared del poro de los cubos, no se distinguen los septos
con facilidad dentro de las hifas. Se determino que los tamanos de los cuerpos
fructiferos secuenciados son muy similares entre si, donde los que se encuentran
en los extremos son ligeramente mayores. Se pudieron apreciar algunas
estructuras de cuerpos fructiferos separadas de la hifa en las zonas con mayor
concentracion de las hifas.

Muestras en biopelicula

La mayoria de las estructuras observadas son similares a las detalladas en el
apartado anterior, sin embargo la cantidad de estructuras secuenciadas es
menor y la aglomeracién de las esporas o cuerpos fructiferos son bastante
€SCasos.
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Inmovilizaciéon de enzimas.

Los extractos enzimaticos se inmovilizaron sobre 3 soportes Lifetech ECR 8806,

Lifetech ECR1090 v Lifetech ECR1030 los cuales se utilizan poara el escalamiento

por sus caracteristicas de porosidad y tamano de particula. Estas resinas se

utilizan para la inmovilizacion de varios kilos hasta cientos de kilos de enzimas
inmovilizadas, debido a que son particulas esféricas en el rango de 150 a 300 um,
ya que brindan altas actividades enzimaticas y un rendimiento optimo y se

recomiendan en sistemas para ser escalados.
Degradacion del glifosato con los sistemas inmovilizados

La degradacidon se llevd a cabo en lote debido a que los reactivos alun no han

llegado, pero se hizo una modificacion en esta actividad vy la inmovilizacion se

reailzd con otras resinas qgue también sirven para el escalamiento. La

inmovilizacién en el soporte comprometido se realizard en la siguientes semanas.

Para entregar el reporte en forma aungque no en tiempo. La justificacion se
encuentra en el apartado del cumplimiento de las actividades correspondiente

al Anexo 1 de avances.

Los analisis de degradacion de glifosato se llevaron a cabo por

espectrofotometria usando el kit de ELISA Clyphosate Magnetic Particle Kit

Abraxis Inc siguiendo las instrucciones del fabricante.

La metay cada uno de los objetivos de este trabajo se cumplieron al 100% ya que

se logrd obtener la remocion del glifosato en diferentes sistemas evaluados: el 5%

usando extractos enzimaticos de A. Niger en la resina lifetechECR 8806; 20%

usando extractos enzimdaticos de A. niger inmovilizados en la resina Lifetech

ECRI090M: 27% usando extractos enzimaticos de A. niger inmovilizados en la

resina LifetechECR1030M: 11% usando el hongo A. niger inmovilizado en

poliuretano y 9% usando el hongo P. chrysosporium inmovilizado en poliuretano.

En |la Tabla 3 se observan los datos finales de concentraciéon de glifosato de los

experimentos realizados para la degradacién del contaminante, donde
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estuvieron en contacto las cepas con las muestras de suelo (muestra 24) y agua

(muestra 10), las cuales fueron las que presentaron mayor concentracion de dicho

contaminante, como se muestra en la Tabla 2.

Tabla 3. Concentracion de glifosato en experimentos de

remocion
. . Tipo de Tiempo [ug de
Microorganismo muestra (Horas) glifosato/L]
PHA AGUA 26 478
ASP 4.67
PHA SUELO 84 47
ASP 4.60
ASP 1030 3.82
ASP 8806 INMOVILIZADOS 12 5.01
ASP 1090 422

PHA Phanerochaete chrysosporium
ASP Aspergillus niger

En la Grafica 1se observa la degradacion de los hongos Phanerochaete
chrysosporium y Aspergillus niger en las muestras de agua. Mientras que en la
Crafica 2 se observa la degradacion del glifosato de los extractos crudos

enzimaticos inmovilizados en las resinas ECR 8806, ECR 1090 Y ECR1030.

Hongos inmovilizados en poliuretano vs % de
remocion de glifosato en muestras de agua

11.58

% de remocion

PHA ASP
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Extractos crudos enzimaticos de A. niger inmovilizados vs
% de remocion de glifosato en muestras de agua
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Tabla. Cantidad de proteina de A. niger inmovilizado en las tres resinas de inmovilizacién y

cantidad de proteina residual de la fraccién que no se inmovilizé en las resinas.

Proteina
Muestra mg/L
ECR 8806 C/R 0.466
ECR 8806 S/R 0.68
ECR 1090 C/R 0.449
ECR 1090 S/R 0.699
ECR1030C/R 0.552

ECR 1030 S/R 0.606



GOBIERNO DE

MEXICO
Actividad Lacasa

CONACYT

Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia i: :2

ECOSUR

Muestra u/L
ECR 8806 C/R 1209.259
ECR 8806 S/R 111.111
ECR 1090 C/R 537.037
ECR 1090 S/R 0
ECR 1030 C/R 274.074
ECR 1030 S/R 135.185

Datos de actividad lacasa encontrada en los extractos enzimaticos
inmovilizados de A. niger. Las enzimas inmovilizadas en la resina Lifetech

ECR1030 son las que mostraron cantidades mas altas de remocion de glifosato.

Conclusiones finales:

Los sistemas propuestos para la remocion de glifosato mostraron resultados

favorables. Estos consistieron en A. niger vy P. chrysosporium inmovilizados en

poliuretano los cuales lograron remover el glifosato contenido en las muestras

de agua recolectada de zonas de cultivo donde se aplica glifosato, asi com

también sus extractos enzimaticos al ser inmovilizados sobre las resinas

estudiadas mostraron remocion del glifosato de las muestras de agua. Por otro

lado, ambos hongos no mostraron degradacion del glifosato presente en suelos,

por lo gue se deberdn realizar estudios de optimizacidn para lograr la remocidn

del herbicida. Se deben buscar nuevos métodos o mejorar el protocolo para

llevar a cabo la remocion del glifosato en este tipo de muestras.

Los archivos de datos de Excel, imagenes de los resultados se encuentran en la
siguiente carpeta, en la cual se colocaran los resultados comprometidos en la
propuesta original. Para sumar a los que se entregan en este reporte técnico.
Aclarando que los objetivos y metas se cumplieron al 100%. Sin embargo, es
importante para nuestro grupo de trabajo entregar lo comprometido con la

convocatoria.
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Anexos reporte técnico sistemas inmovilizados que degradan glifosato
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