Este mismo comportamiento es observado a una concentracién de 250 ppm, es decir hay
upa diferencia significativa en presencia de cadmio, mercurio y cromo, a excepcion del
plomo.

Con una concentracién de 100 ppm los crecimientos con todos lo metales se ve inhibido y

presentan una diferencia significativa (p<0.05) con respecto al crecimiento control.

Fig 16. Resistencia a Plomo de la Fig 17. Resistencia a Cadmio de
Cepa #3 la Cepa #3

Fig 18. Resistencia a Mercurio de Fig 19. Resistencia a Cromo de la
la Cepa #2 Cepa #2
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Cepa #12 {50 ppm)
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Grifica 10. Crecimiento de la cepa #12 en 50 ppm en presencia de los 4 metales

(Pb,Cd,Hg y Cr).

Cepa #12 {100 ppm)
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Grifica 11. Crecimiento de la cepa #12 en 100 ppm en presencia de los 4 metales

(Pb,Cd,Hg y Cr).
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Con la cepa #12 a una concentracion de 50 ppm se presentd una diferencia significativa
(p<0.05) del crecimiento en presencia del metal cadmio, y con los metales plomo, mercurio
y cromo no hubo diferencia significativa entre sus crecimientos y el crecimiento control.

En el caso de la concentracion de 100 ppm la diferencia significativa (p<0.05) en el
crecimiento con relacién al crecimiento control se presenté con los metales cadmio y
cromo, y donde no hubo ninguna diferencia significativa con reiaci(’)n al crecimiento

control fue en presencia de los metales plomo y mercurio.

Cepa #12 (250 ppm}

" s

6 —— Sin metal
5 —&—pb
Ccd
1 |~%—Hg
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Crecimiento en cm
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Horas

Grafica 12. Crecimiento de la cepa #12 en 250 ppm en presencia de los 4
metales (Pb,Cd,Hg y Cr).
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En la concentracion de 250 ppm de cada uno de los metales con la cepa #12 hubo
diferencia significativa (p<0.05) en el crecimiento de todos con relacién al crecimiento
control a excepcién del plomo en el cual no hubo diferencia significativa, por lo que en esta

concentracion en casi todos los metales se inhibe el crecimiento.

Fig 20. Resistencia a Plomo de la Fig 21. Resistencia a Cadmio de
Cepa #12 la Cepa #12

Fig 22. Resistencia a Mercurio de Fig 23. Resistencia a Cromo de la
la Cepa #12 Cepa #12
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Cepa #15 (50 ppm)
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Grifica 13. Crecimiento de la cepa #15 en 50 ppm en presencia de los 4 metales
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Grifica 14. Crecimiento de la cepa #15 en 100 ppm en presencia de los 4 metales

(Pb,Cd Hg y Cr).
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La grafica 13 y 14 nos muestra el crecimiento de la cepa #15 en presencia de los metales,
el cudl presenté una diferencia significativa (p<0.05) con el metal cadmio y no hubo

diferencia significativa con los metales plomo, mercuric y cromo tanto en la concentracién

de 50 ppm y 100 ppm.
Cepa #15 (250 ppm)
35
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Griafica 15. Crecimiento de la cepa #15 en 250 ppm en presencia de los 4 metales
(Pb,Cd,Hg y Cr).
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En el caso de la concentracion de 250 ppm para la cepa #15 observamos que hay diferencia
significativa (p<0.05) del crecimiento promedio en relacién con el crecimiento control en
los metales cadmio y cromo, es decir éstos metales a 250 ppm inhiben el crecimiento de la
cepa a diferencia de los metales plomo y mercurio en los cudles no se encontré una

diferencia significativa en relacién al crecimiento control.

Fig 24. Resistencia a Plomo de la Fig 25. Resistencia a Cadmio de
Cepa #15 la Cepa #15

Fig 26. Resistencia a Mercurio de Fig 27. Resistencia a Cromo de la
la Cepa #15 Cepa #15
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~ 8.4 Anilisis de Resistencia de la Cepa #15.
Debido a que la cepa #15 fue la que presenté menor inhibicion en su crecimiento en
presencia de metales come plomo, mercurio y cromo (a excepcién del cadmio) en la mayor
concentracion (250 ppm) en comparacion con las otras cepas restantes, se realizé un
andlisis de mayor resistencia con dicha cepa a dos concentraciones mayores como 400 y

800 ppm para cada uno de los metales.”

Cepa # 15 (400 ppm)
4
3.5 !-
§ o s
—&— Sin metal
% 25
$ 2 —=—FPb
E 2 cd
Es —¥—Hg
5 ——Cr
o 1
0.5
0 |
0 50 100 150 200 250 300
Horas

Grifica 16. Crecimiento de la cepa #15 en 400 ppm en presencia de los 4 metales
(Pb,Cd,Hg y Cr).

En la grifica 16 observamos que existe una diferencia significativa (p<0.05) entre el
crecimiento de la cepa #15 en presencia del cadmio y el cromo, comparado con el
crecimiento de la cepa en presencia del plomo y el mercurio en los cudles no hay diferencia
significativa entre éstos 1ltimos y el crecimiento promedio del crecimiento control (sin

presencia de metal).
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Cepa # 15 (800 ppm)
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Grifica 17. Crecimiento de la cepa #15 en 800 ppm en presencia de los 4 metales
(Pb,CdHg y Cr).

Con la concentracion de 800 ppm (grafica 17) con todos los metales hubo una diferencia
significativa (p<0.05) entre el crecimiento de la cepa en presencia de casi todos los metales
y el erecimiento control a excepcion del plomo.

Cultivamos la cepa #15 en medio de cultivo liquido para observar si también era capaz de
desarrollar en medio liquido y como seria su crecimiento en presencia y ausencia del metal

{plomo 400 ppm y cromo 250 ppm).

Fig 28, Cepa #15 en CS (izq. a der) sin  Fig 29. Micelio seco cepa #15. Izg. sin
plomo, con plomo 400 ppm y caldo  metal; der. hongo en presencia de Pb
unicamente. 400 ppm
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Al momento de cultivar la cepa #15 en presencia del mercurio a 400 ppm no se obtuvo
crecimiento alguno, de hecho se observd la presencia de un precipitado negro en ¢l fondo
del matraz, por lo que pensamos gue estdbamos teniendo un problema con la solubilizacion
del plomo en medio liquido, por lo que no podriamos lievar a cabo bien el experimento, tras
realizar varias modificaciones al medio liquido para tratar de eliminar el precipitado pero
sin éxito alguno, optamos por modificar el experimento realizéndo €l crecimiento con el
cromo a 250 ppm.

La cepa #15 también desarrolld en caldo Sabouraud mas cloranfenicol 0.005% (CS) en
presencia de 400 ppm de plomo (fig. 26), procedimos a filtrarlo, secarlo y pesarlo para ver
la reduccion del crecimiento. La diferencia de micelio sin metal y el micelio en presencia

de plomo fue de 0.06 g, es decir se redujo en un 4.84 %.

Fig 30. Cepa #15 en CS (izq. a der.) sin
cromo, con cromo 250 ppm y caldo
linicamente.
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En ¢l case del cromo a 250 ppm ¢l crecimiento micelial en ¢l medio liquido fue minimo por
lo que no se pudo llevar a filtracion y ver el porcentaje de reduccion del mismo entre el

micelio sin el cromo y en presencia de éste.

8.5 Extraccion de DNA de las cepas de hongos.
Se realizé Extraccion de DNA de las cepas de hongos utilizando un Kit de Extraccion

comercial para muestras de suelo.

Fig 31. Extraccion de DNA de los aislamientos de hongos.
Carriles del 1 al 5: Cepas #1, #2, #3, #12 y #15
respectivamente,
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8.6 Amplificacion de DNA genémico con PCR de 18S-rDNA.

800 pb

500 pb

Fig 32. Productos de PCR de DNA genémico de ios
aislamientos de hongos. Carriles 1: Marcador, carriles 2
al 6: Cepas #1, #2, #3, #12 y #15 respectivamente.
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8.7 Clonacion de la cepa #15.

Caracterizacion de las clonas

5000 pb
2500 pb

1000 pb
800 pb

Fig 33. Digestion de las clonas 2, 3 y 5 con EcoRI .
Carril 2: marcador; carril 3: clona 2 s/d; carril 4: clona
2 dig; carril 5: clona 3 s/d; carril 6: clona 3 dig; carril
7: clona S (negativo) s/d; carril 8: clona 5 (neg) dig;
carril 9: PCR (inserto) de cepa #15.
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PCR de las clonas

Fig 34. PCR de las clonas 2, 3 y 5. Carril 2: marcador;
Carril 3: PCR de DNA genomico de la cepa #15
(control +); Carril 4: PCR de DNA plasmidico {(control
-); carril 5: PCR de la clona 2; carril 6: PCR dc la
clona 3.
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8.8 Secuenciacién de la cepa #15.

A continuacién se presenta la secuencia que se obtuvo con un tamario de 775 pb.

1 ttageatggaataatygastaggacgtygcgatictatt ttottogtttetasgaccgetytaataattaatagygatagteggggacatcaatattcage 100

10l totcagagotgadattcttggatitgetgagactaactactgcgaaagcaticgtcaaggatgtiticattaatcagganacgeaagttaggogategaa 200

201 gacgatcagataccgtcgtagtcttaaccataaactatgecoactagggateggacgggatictatgatgacocgticygcaccttacyanaaateaaag 300

301 ttttigggttctggeaggagtatggicdcaagactyaaact taaagaaatigaconaagoycaccacaaggcgtggagectocagettaatttgacteaa 400

401 caccogogaaacteccaggtectagactaaaataaggatigacagattggagagettctitctigatettttggatgagigagtgcatgaccyticttag 50%

501 ttggtgggagtggattigictgcttiaattggegataacoazacgagacctoggececttaaatageceggtecgeatetacagyecyetggettcttag 600

601 wegoactatcggcteaagecgatgaaagtocyngycaataacagatetgtgatoocettagataottetyoancatacycycactacactgacagegecag 700

701 cgagtacatcaccttguccgagaggtoteggtaatetigtiaaacectgteatoctogegatagagcattgcaat

775

Fig 35. Secuencia Nucleotidica obtenida de la secuenciacion de la clona .

Datos Obtenidos con el programa Blast al comparar la secuencia nucleotidica

obtenida de la cepa #15
Se enlistan las primeras 20 secuencias nucleotidicas en score descendente.
GENBANK STRAIN IDENTITIES GAPS SCORE
ACCESION (BITS)
NO.
AB074658.1  [Uncultured ascomycete 759777 (97%) | 15/777 (1%) | 1289
AB086834.1  |Penicillium herquei 759/777 (97%) | 15/777 (1%) 1289
AF548090.1  [Penicillium glabrum 758/777 (97%) | 15/777(1%) | 1281
AB069704.1 [Thysanophora sp. WC 0944 7581777 (97%) | 15/777 (1%) | 1281
FJU21298 Eupenicillium javanicum 758/777 (97%) | 16/777 (29%6) | 1273
D88321.2 Talaromyces emersonii 758/778 (97%) | 16/778 (2%) 1267
AB032120.1  [Penicillium argillaceum 758/778 (97%) | 16/778 Q%) | 1267
PVY13996  [Paecilomyces variotii 7577778 (97%) | 15/778 (1%) | 1267
AB033534.1  [Penicillium argillaceum 758/778 (97%) | 16/778 3%%) | 1267
D88323.1 Chromocleista malachitea 756/777 (97%) | 15/777 (194) 1265
AB075440.1  [Thysanophora longispora 756/777 (97%) | 15/777 (106) | 1265
AB069700.1  [Thysanophora longispora 756/777 (97%) | 15/777 (1%) 1265
AB032070.1  [Penicillium lagena 756/777(97%) | 15/777 (1%6) | 1265
D8R322.1 Talaromyces eburneus 757/778 (97%) 16/77%) 1259
D88320.2 Geosmithia cylindrospora 757/778 (97%) | 16/778 Qo) [ 1259
AB008396.1  |Aspergillus candidus 757/778 (97%) | 16/778 (i%) 1259
D8§8319.1 Penicillivum namyslowskii TS5/TTT(97%) [ 13/777 (\we) | 1257
AB028190.1  [Penicillium namyslowskii 7551777 (97%) [ 15/777 (1os) 1257
ABO031391.1  [Eladia saccula 755777 (97%) | 15/777 (o) | 1257
AB027410.1  [Penicillium sacculum 755/777 (97%) [15/177 (Joi) | 1257
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IX. DISCUSION

La liberacion de metales pesados al medio ambiente ha ido incrementandoe continuamente
como resultado de las actividades industriales y desarrollo tecnologico, siendo una amenaza
significativa para el ecosistema vy la salud piblica debido a su toxicidad, acumulacién en la
cadena alimenticia y su persistencia en la naturaleza. Por eso es importante desarrollar
nuevos métodos para la remocion de metales y la recuperacion de soluciones diluidas o de
iones metales pesados a bajas concentraciones.

El uso de tecnologias convencionales, tales como intercambio idnico, precipitacidén
quimica, Osmosis inversa y recuperacion evaporativa, es casi siempre ineficiente y/o muy
caro (Yu and Kaewsarn, 1999; Zhao et al., 1999). A diferencia de los herbicidas, pesticidas
y otros compuestos toxicos que pueden degradarse bioldgicamente, los metales pesados no
pueden ser eliminados y permanecen en los suelos o sedimentos, de donde se liberan
lentamente al agua (Ehrlich, 1990). La remocién de los metales pesados de los cuerpos de
agua mediante métodos tradicionales, tales como el intercambio idnico o la precipitacion
con limo, resulta muchas veces costosa e incficiente, en particular a bajas concentraciones
del metal. Ademas, el tratamiento de los lodos representa uno de los mayores costos en el
tratamiento de las aguas residuales. Sin embargo, a pesar de que los lodos suelen ser
excelentes fertilizantes, su uso en la agricultura se ve limitado por la presencia de metales
pesados. La lixiviacidn quimica también es costosa por requerir grandes cantidades de
4cido; en cambio es mas sencilla y econémica la lixiviacion efectuada por microorganismos
como Thiobacillus ferrooxidans (Couillard y Zhu, 1992).

Por estas razones, se requiere desarrollar nuevas tecnologias capaces de reducir la

concentracion de metales pesados en cuerpos de agua a concentraciones bioldgicas
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aceptables, y cuyos costos sean accesibles. Desde hace mas de un siglo se ha reconocido el
potencial de los microorganismos para utilizarse en la degradacién o remocién de
contaminantes ambientales (Schonborn, 1986) y sc¢ han aplicado desde hace mucho tiempo,
por ejemplo, en el tratamiento de aguas residuales (Brock y Madigan, 1988).

Con mayor conocimiento de la fisiologia y la genética molecular de los microorganismos se
han podido establecer las bases para aplicar la biotecnologia ambiental y los procesos
denominados de biorremediacién o biorremocion.

Con esto en mente el objetivo de nuestro trabajo fue seleccionar e identificar
microorganismos, especificamente hongos filamentosos, capaces de tolerar concentfracioncs
de metales pesados, con el objetivo de identificar alguna especie que pueda servir de
estudio para su utilizacion como agente biorremediador de efluentes contaminadas con
metales pesados o la utilizacion de algin gen de resistencia que pueda ser utilizado en otra
cepa con caracteristicas mas 6ptimas de crecimiento o produccién.

En nuestro trabajo escogimos cuatro de los principales metales que consideramos son foco
de contaminacion por las diferentes industrias que se encuentran en nuestra ciudad, como
son ¢l plomo, el cadmio, ¢l mercurio y el cromo. De los 5 aislados de hongos filamentosos
que obtuvimos de las muestras de agua del proceso de lodos activados de la planta de
tratamiento de agua residual, pudimos observar que las capacidades de cada una de las
cepas para desarrollar en presencia de plomo, cadmio, mercurio o cromo, varian tanto del
tiempo de incubacidn, el metal asi como la concentracion del mismo. En estudios
extensivos acerca de la utilizacion de biomasa microbiana como bioabsorbentes para la
remocion de metales pesados, se han investigado las capacidades de remocion de varias
especies de bacterias, algas, hongos y levaduras (Yetis et al; 2000) y se ha visto que los

mecanismos como intercambio de ion, quelacidn, adsorcion y difusion que son los que
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participan e¢n este tipo de procesos, difieren de las especies utilizadas, el origen y ¢l
procesamiento de la biomasa y solucion quimica (Churchill ef al., 1995).

Observamos que existian diferencias significativas con todas las variables (tiempo de
incubacién, metal y concentracién) por lo que nos enfocamos especificamente en la
variable metal, fijando la concentracién y tomando en cuenta el wltimo tiempo de
incubacién. Dandonos como resultado que para la cepa #1 a 50 ppm los metales para los
cuales ésta presentd mayor tolerancia fueron el plomo, el mercurio y el cromo. A 100 ppm
se inhibi6 el crecimiento y a 250 ppm unicamente toler6 la presencia del plomo y el cromo.
La cepa # 2 a 50 ppm tolerd la presencia del plomo, cadmio y mercurio; a 100 ppm tolerd
los 4 metales: plomo, cadmio, mercurio y cromo; y para la concentracion de 250 ppm
tnicamente fue con el metal plomo. Con [a cepa #3, el metal con el que no se inhibi6 el
crecimiento a 50 y 250 ppm fue el plomo. A 100 ppm se inhibi6 ¢l crecimiento de la cepa
#3 con todos lo metales.

La cepa #12 a 50 ppm tolerd la presencia de plomo, mercurio y cromo, a 100 ppm la
presencia de plomo y mercurio, y Unicamente del plomo a 250 ppm. Y con la cepa #15
tanto a 50 como 100 ppm ¢l crecimiento no se inhibid en presencia del plomo, mercurio y
cromo y en una concentracion de 250 ppm toleré al plomo y mercurio. Uno de los efectos
de la toxicidad por metales pesados en los hongos es 1a alteracion de su pared celular (PC),
estructura que tiene a su cargo la forma de la c€lula y estd compuesta de polisacaridos,
quitina, las glucanas y la quitosana; y de otros componentes como glicoproteinas y lipidos.
En la Fig. 9 se muestra el cambio drastico en la morfologia de la cepa #1 en presencia del
cadmio, donde se aprecia una modificacién en el color café del crecimiento filamentoso a
un color amarillo intenso, al igual que la apariencia polvorienta del hongo a una més rugosa

y engrosada. Muchos de los componentes de las células interactian fuertemente con los
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metalcs en ensayos realizados in vitro. El Cu, a una concentraciéon de 571 ppm produjo
cambios morfoldgicos en el hongo filamentoso Cunninghamelia blakesleena caracterizados
por un ensanchamiento y vacuolizacion de las hifas, asi como un engrosamiento irregular
de la pared celular (Venkateswerlu ef ai., 1989). En la cepa #2 en presencia del ptomo y en
la cepa #12 en presencia del plomo y cadmio podemos observar la formaciéon de un
pigmento radial caf¢ obscuro en ¢l centro del crecimiento tanto en el anverso como el
reverso (Fig. 12, Fig. 20 y Fig. 21). Para otros hongos como Mucor rouxii {Ramirez-
Salgado, 1989) y Trichoderma spp. (Cortés-Penagos et al., 1994) s¢ obtuvieron
observaciones similares; en estos hongos 203 ppm de Cu provocan la formacion de hifas
con una morfologia aberrante. Dichas células mostraron alteraciones en la pared celular,
que era mas gruesa y estructuralmente diferente que la de las células crecidas sin el metal.
Rhizopus stolonifer, desarrollado en 50 ppm de Ni, mostré también aberraciones
morfoldgicas como hifas muy gruesas que tuvieron una frecuencia muy alta de ramificacién
(Babich y Stotzky, 1982%),

Después de seleccionar la cepa #15 siendo la que toleré el mayor nimero de metales
(plomo, mercurio y cromo) en las tres concentraciones, sobre todo a 250 ppm y teniendo en
cuenta como caracteristica importante que fue la (inica cepa que presentd tolerancia al
mercurio a ésta dltima; aumentamos las concentraciones de los metales a 400 y 800 ppm en
crecimiento sobre medio s6lido, para observar si el comportamiento de la cepa #1535 seguia
siendo el mismo. A 400 ppm tolerd la presencia del plomo y mercurio, pero con 800 ppm
se inhibio el crecimiento en presencia de todos los metales.

Teniamos interés de saber si este tipo de comportamiento también podiamos obtenerlo en
medio liquido, por lo que inoculamos los cultivos con los metales Pb y Hg a 400 ppm. En

el caso del plomo, observamos que de la misma manera la cepa #15 desarrollaba en
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presencia del plomo a 400 ppm, y unicamente se redujo el crecimiento en un 4.84%. Otro
de los objetivos de realizarlo en medio liquido fue para analizar ¢l micelio seco obienido, es
decir st el metal se encontraba dentro del micelio, precipitado extracelularmente o si estaba
en el caldo de cultivo modificado quimicamente y asi darnos una idea del mecanismo o
mecanismos que pudieran estar interviniendo en esa resistencia de la cepa #15 al metal. Por
problemas con el equipo de espectroscopia de absorcion atémica que utilizariamos, no se
logré este objetivo, el cudl se piensa que en estudios posteriores sea un objetivo a cumplir.
En el caso del mercurio, no se obtuvo crecimiento micelial en medio liquido a 400 ppm,
debido a la formacion de un precipitado negro que se formé al inicio de la incubacién de la
cepa #15 con el metal Hg. Por lo que después de varios intentos de eliminar ésta limitante,
se optd por sustituirlo por el cromo, a la mayor concentracién a la cual no se inhibi6 (250
ppm). En presencia del cromo a 250 ppm, el crecimiento en medio liquido, fue mucho
menor, por o que la recuperacion del micelio para su secado fue mas dificil y observar la
reduccién del micelio en presencia del cromo a 250 ppm. Desde hace tiempo se ha
observado que la biomasa fingica posee la capacidad de absorber metales a partir de
soluciones acuosas, incluso cuando ya estin muertas las células. Algunos estudios indican
que la pared celular es ¢l sitio primario donde se acumula el metal (Tobin ef gi., 1984). Se
seflala a los polisaciridos quitina y quitosana como componentes de la pared celular itiles
en la remocion de metales valiosos. La unién de los metales a la biomasa es un fenémeno
complejo que depende de la naturaleza del adsorbente y de las especies de los metales
presentes (€stas ultimas en funcién del pH, su concentracion, los aniones presentes y otros
factores). A la biosorcién se le considera como una alternativa biotecnologica de gran
potencial para la remocion o recuperacién de metales de diferentes fuentes que incluyen:

efluentes industriales, aguas residuales de origen municipal, desechos de la industria, etc.
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(Burgstaller, 1989). La biomasa utilizada generalmente proviene como desecho de procesos
de fermentacion basados en el uso de hongos filamentosos (Stoll y Duncan, 1996)
Deducimos una tolerancia a los metales aqui ensayados con las cepas aisladas, por que en
varios de ellos no hubo diferencia significativa (p<0.05) entre su crecimiento con el mctal y
el crecimiento control (sin el metal).

En muchas de las ocasiones no es s6lo uno de los mecanismos es el que participa, ya sea
precipitaciéon celular, formacidn de complejos, transformaci();] de metales (oxidacion,
reduccion, metilacién, etc), biosorcion a paredes celulares, pigmentos; expulsion,
compartamentalizacion y/o atrapamiento por ciertas moléculas. Muchos microorganismos
como levaduras y hongos acumulan cantidades considerables de éacidos orgdnicos tales
como acido citrico, oxalico, malico, tartarico, fumarico y piruvico (Rehm y Reed., 1991).
Algunos hongos como Trichoderma harzianum pueden solubilizar MnQO, Fe,O3 y Zn
mediante la liberacion de agentes quelantes (Clarke, S.E., Stuart, J., 1987). Otro caso
interesante resulta la utilizacion de una combinacién de la solubilizacién microbiana del Pb
de la piromorfita, Pbs(PO4)3Cl, mediada por el hongo Aspergiflus niger con la acumulacion
del metal disuelto por parte de plantas que crecen en suclos contaminados con dicho metal
(Gadd, G.M., 2000). La bicacumulacion es otro proceso en el cual una vez incorporado el
metal pesado al citoplama, €ste es secuestrado por la presencia de proteinas ricas en grupos
sulthidrilos llamadas metalotioninas o compartimentalizado dentro de una vacuola, como
ocurre en hongos,

Después de la identificacién por microbiologia tradicional y la seleccién de la cepa #15,
realizamos extraccion de DNA para ¢l analisis de su secuencia (Fig. 31), con el cual se
provee un mayor entendimiento de los microorganismos de habitat naturales, y pueden ser

estudiados v caracterizados sin ser cultivados. De las varias técnicas de acidos nucleicos
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utilizados para estimar la composicién y la diversidad de una comunidad microbiana en
habitat complejo, la que utilizamos fue la determinacion de las secuencias 18S rRNA
(Ward et al., 1992). Tanto la extraccion como la amplificacion del DNA se llevo a cabo de
los 5 aislados (Fig. 31 y Fig. 32), pero uUnicamente la cepa #15 fue clonada para su
secuenctacion (Fig. 33 y Fig. 34); la cudl fue realizada en Puerto Rico, por el M.C. Hugo
Leonid Gallardo Garcia Blanco y William Rosado bajo la direccidon del Dr. Govind
Nadathur. El analisis de la secuencia obtenida (Fig. 35), fue‘rea]izado por ¢l programa
Blastn y comparado por similaridad con otras secuencias conocidas en la basc de datos

NCBI Gen¢Bank Database (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast ). En suma, ¢l hongo seleccionado

como una cepa tolerante a metales pesados fue identificado como perteneciente al género
Penicillium.

Los resultados aqui presentados asi sugieren que existe la posibilidad de aislar hongos
filamentosos capaces de tolerar a metales pesados para su identificacion y utilizacién por
interaccién metal-microbiota dentro de la biotecnologia ambiental, con el objeto de
implementar métodos de remocidn, recuperacion o detoxificacion de metales pesados. Los
hongos como ya vimos poseen diversos mecanismos para unir y remover metales pesados
en solucion, Un proceso de bioremediacion fue desarrollado utilizando el hongo Aspergillus
niger para producir acidos organicos débiles para la lixiviacion de metales pesados de
suclos contaminados (Wasay, S., 1998). En algunas circunstancias, los hongos pueden
adsorber derivados insolubles de metales, por ejemplo sulfuros, lo que puede representar
otra area potencial de aplicacion biotecnologica. Aspergillus niger es capaz de oxidar
sulfuros de Cu, Fe v Zn a sus correspondientes sulfatos; las particulas de sulfuros son
adsorbidas del medio a la superficie micclial (Wainwright y Grayston, 1986). Mucor flavus

puede adsorber sulfuro de Fe, polvo de Zn e hidréxido férrico “ocre” a partir del drenaje
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acidificado de un amina (Singleton et al., 1990). A. niger, Fusarium solani y Penicillium
notatum son capaces de remover ocre a partir de una solucion, pero con menos eficiencia
que M. flavus (Wainwright et al., 1986).

Aunque en nuestro trabajo desconocemos especificamente el o los mecanismos que estan
presentes, suponemos que uno de los mecanismos de nuestra cepa de Penicillium, pudiera
ser algin proceso de inmovilizacion fisicoquimico como la adsorcion, es decir, la union a
grupos funcionales de la pared celular (-POs;, -COQ, -NH)), et;:; mecanismo que ha sido
reportado como un nuevo modelo que describe la relacion de adsorcién de iones metales a
grupos amino en una especie de Pewnicillium chrysogenum (Tan & Chen, 2003); cuyo
trabajo sugiere que el micelio podria ser utilizade para la remocidn a gran escala de Cr de
aguas de desecho de curtidurias, También Sarret en su estudio de la determinacion
estructural del Zn y el Pb a los sitios de unidn en las paredes de Penicillium chrysogenum,
nos muestra la unién predominante a grupos fosforil y carboxil (Sarret er al, 1998). La
tolerancia existe, por las caracteristicas anteriormente mencionadas, y para nuestro
propbsito la cepa dptima de nuestros aislados, fué la cepa #15 pertenenciente al género
Penicillium.

Por lo tanto mas investigacién en ¢l campo de la ecologia de habitats contaminados con
metales es mucha utilidad y es prevesible que la manipulacién genética de los hongos
utilizados, bien sea por técnicas de genética formal o ingenieria genética, conducirda a
incrementos en la eficiencia de la biosorcion de las especies utilizadas hasta ahora o de

ofras nuevas.

77



X. CONCLUSIONES

. Se realizaron 5 aislamientos de hongos filamentos de las muestras del proceso de agua
residuales.

. La seleccion de las cepas tolerantes a metales pesados se llevo a cabo en base al sintoma
de intoxicacion mas ficilmente observable que es la inhibicion del crecimiento y a la
diferencia significativa en presencia de plomoe, cadmio, mercurio y cromo entre el
crecimiento en presencia de cada uno de los metales y su crecimiento control.

. La cepa #15 fue la optima de nuestros aislados, ya gue toleré el mayor niimero de
metales (plomo, mercurio y cromo) en la tres concentraciones, sobre todo a 250 ppm.
Una caracteristica importante es que fu€ la unica cepa que presentd tolerancia al
mercurio a 400 ppm.

. La cepa #15 tolerante a metales pesados fue identificada por métodos moleculares
utilizando una base de datos de secuencias (NCBI Genebank Database) como

perteneciente al género Penicillium.
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XI. APENDICE

CRECIMIENTO DE LA CEPA #1 50 PPM

n=3
HORA Sin metal Pb Cd Hg Cr

0 0.0+0.00% 0.0+0.00* 0.0+0.00%* 0.0+0.00* 0.040.00%
24 2.610.06% 2.6+0.06% 1.840.06% 2.010.06* 2.4+).06*
43 5.4+0.10% 5.510.00* 2.710.00* 4.5H0.06* 5.540.10%
72 7.140.10% 7.1+0.06* 3.7H).06% 6.2+0.06* 7.240.00%
98 8.210.12% 8.1620.07* 4.756+).14* 7.55640.05+* 8.1+0.06*
120 8.440.03* 8.2510.03* 6.4H).06% 8.1+0.03* 8.240.03+*
144 8.5+0.06* 8.4+0.06+ 8.3+0.17%* 8.310.06% 8.310.03*

Tabla 2. Valores del crecimiento radial en cm de la cepa #1 en presencia de plomo, cadmio,
mercurio y cromo a 50 ppm. segun se describe en material y métodos.*Desviacion estandar.

n=3 “CRECIMIENTO DE LA CEPA #1 100 PPM
HORA Sin metal Pb cd Hg Cr

0 0.0+0.00 0.0+0.00* 0.0:0.00% 0.0+0.00* 0.0+0.00%
24 2.640.06* 2.740.06* 1.4+0.06% 1.8+0.00= 1.7+0.35%
48 5.410.10* 5.610.06% 2.4+0.06+ 4.4+0.06+ 5.340.44%
72 7.140.10* 7.3H0.12% 3.110.06%* 6.040.10* 7.540.32%
96 8.2+0.12* 8.110.8* 3.9+0.03* 7.43+0.15* 8.240.03*
120 8.410.03* 8.2+0.03* 4.8+0.10% 8.110.08+ 8.2540.03+
144 8.56+0.06% 8.3+0.03* 6.310.12* 8.25H0.03+ 8.3+0.03+*

Tabla 3. Valores del crecimiento radial en cm de la cepa #1 en presencia de plomo, cadmio,
mercurio y cromo a 100 ppm. segiin se describe en material y métodos.*Desviacién estandar.

CRECIMIENTO DE LA CEPA #1 100 PPM

n=3
HORA Sin metal Pb Cd Hg Cr

0 0.0+0.00* 0.0+0.00* 0.0+0.00% 0.010.00+ 0.0+0.00*
24 2.64+0.06+* 2.6+0.06+ 0.6+0.06* 0.0+0.00% 0.5+0.06%
48 5. 440.10% 5.410.10* 1.5+0.06%* 0.010.00+ 1.240.12%
72 7.110.10% 7.0+0.12* 2.240.06* 0.040.00+* 2.640,06%
96 8.2+0.14% 8.0+0.00* 3.240.00* 0.0:0.00* 5.7+0.00%
120 8.440.03* 8.25+0.05% 3.6+0.10% 0.0+0.00* 7.65+H0.22*
144 8.5H0.05% 8.35+0.03* 4.9:0.17* 0.0+0.00* 8.3+0.08%

Tabla 4. Valores del crecimiento radial en cm de la cepa #1 en presencia de plomo, cadmio,
mercurio ¥ cromo a 250 ppm. segin s¢ describe en material y métodos.*Desviacidn estdndar.
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n=3 CRECIMIENTO DE LA CEPA #2 50 PPM
HORA Sin metal Pb Ccd Hg cr
0 0.0+0.00=+ 0.040.00# 0.0+0.00% 0.0+0.00+ 0.040.00+
24 1.0+.0.06% 0.940.10* 0.8+0.06+ 0.840.06+ 0.340.10+
48 2.2+0.06* 1.940.06+ 1.7+0.06+ 1.9+.0.15+ 1.610.06+
72 3.040.10= 2.80.06+ 2.4+0.06+ 2.8+0.10+ 2.8+0.05+
96 3.840.20= 3.8+0.10+ 3.640.10+ 3.75+0.08+ 3.75+0.10%
120 4.640.10=* 4.7+0.06+ 4 1540 10= 4. 4+0.12« 4.453+0 10+
144 5.640.21= 5.4+0.06= 5.110.12+ 5.35+0.05« 5.4+0.15+
168 6.4:0.12« 6.3+0.06* 5.8540.10% 6.110.06+ 6.4+0_10%
192 6.9+0.06+ 7.010.06% 6.55+0.05+ 6.710.10* 7.040.12+
216 7.340.06+ 7.3+0.06+ 724006+ 7.340.11+ 7.010.15%

Tabla 5. Valores del crecimiento radial en cm de la cepa #2 en presencia de plomo, cadmio, mercurio
y cromo a 50 ppm. segiin se describe en material y métodos.* Desviacion estandar.

n=3 CRECIMIENTO DE LA CEPA #2 100 PPM
HORA Sin metal Pb Cd Hg Cr
0 0.0+0.00 0.0:0.00+ 0.0+0.00+ 0.0+0.00« 0.0+0.0+
24 1.010.06+ 0.8+0.06+ 0.2+0.06+ 0.740.06+ 0.0+0.00=
48 2.2+0.06+ 1.9+0.06+ 0.8+0.06+ 1.7+0.06« 0.410.00+
72 3.0:0.10« 2.9+0.06« 1.35+0.05+ 2.7+0.03+ 0.5+0.03=*
96 3.8+0.20* 3.810.06= 2.00.06+ 3.55H).03* 1.840.15+
120 4.6+0.10+ 4.8+0.12+ 2.6+0.10+ 4.254+0.05+ 3.040.20=
144 5.640.21+ 5.640.03= 3.540.15+ 5.1+0.12* 401023+
168 6.440.12+ 6.54).12+ 4.040.06+ 5.9+0.21+ 5.1+0.06+
192 6.9+0.06x 6.910.06+ 4.640.15% 6.6:40.06+ 8.0510.05+
216 7.3+0.06+ 7.320.10+ 5.240.06+ 7.240.06+ 7.040.21+

Tabla 6. Valores del crecimiento radial en cm de la cepa #2 en presencia de plomo, cadmio, mercurio

ycromo a 100 ppm. segtin se describe en material y métodos.*Desviacion estandar.

n=3 CRECIMIENTO DE LA CEPA #2 250 PPM
HORA Sin metal Pb Cd Hg Cr

0 0.0+0.00= 0.0+0.00= 0.0+0.00+ 0.0+0.00+ 0.0+0.00«
24 1.010.06+ 1.0:0.06+ 0.040.00% 0.0+0.00= 0.040.00+
48 2.240.06+ 1.8+0.06+ 0.0+0.00+ 0.0+0.00+ 0.0+0.00=
72 3.040.10+ 2.94+0.06+ 0.0+0.00« 0.040.06+ 0.0+0.00+
96 3.840.20+ 3.9+0.06+ 0.040.00+ 0.0+0.00+ 0.0+0.00+
120 4.61:0.10+ 4.710.06+ 0.0+0.00=* 0.0+0.00+ 0.040.00+
144 §.6+£0.20+ 5.6+0.06+ 0.0+0.00+ 0.0+0.00= 1.240.10+
168 6.440.12# 6.540.06+ 0.04+0.00= 0.0+0.00= 2.640.10+
162 6.910.06+ 7.040.06= 0.0+0.00+ 0.040.00=+ 3.740.10=
216 7.3+0.06+ 7.440.06+ 0.0+0.00+ 0.0+0.00% 4.8:0.10=

Tabla 7. Valores del crecimiento radial en cm de la cepa #2 en presencia de plomo, cadmio, mercurio

y cromo a 250 ppm. segiin se describe en material y métodos.*Desviacion estindar.
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CRECIMIENTO DE LA CEPA #3 50 PPM

n=3
HORA Sin metal Ph Cd Hg Cr
0 0.040.00+ 0.040.00~+ 0.0+0.00« 0.0+0.00+ 0.0+0.00+

24 0.440.06+* 0.410.06x 0.0+0.00= 0.340.06+ 0.4+0.06+
48 0.840.06« 0.8+0.06+ 0.0H).00+ 0.35+0.06+ 0.6+1.05+
72 1.60.11* 1.4H).06+ 0.0+0.00= 0.7+0.11= 1.1£0.06+
g6 2.140.06+ 1.95+0.05= 0.0+0.00= 0.9+0.06+ 1.7H0.06+

120 2.5H).06+ 2.140.03+ 0.0+0.00+ 1.240.08% 2.0+0.06+

144 2.840.06+ 2.540.10+ 0.0H0.00* 1.640.08+ 2.3+0.10+

168 2.95+0.10+* 2.7H).03x 0.020.00+ 1.8540.05+ 2.5H0.06+

192 3.240.06+ 2.940.012» 0.0+0.00+ 2.130.06+ 2.7510.05+
216 3.2+ .09 3.15H0.03* 0.0+0.00+ 2.540.21* 2.8540.10+

Tabla 8. Valores del crecimiento radial en cm de la cepa #3 en presencia de plomo, cadmio, mercurio
y cromo a 50 ppm. segln se describe en material y métodos. *Desviacion estandar.

CRECIMIENTO DE LA CEPA #3 100 PPM

n=3
HORA Sin metal Pb Cd Hg Cr
0 0:0.00 0.0::0.00+ 0.0+0.00+ 0.0+0.00+ 0.0+0.00+
24 0.4:+0.08+ 0.4+0.00+ 0.0+0.00+ 0.0+0.00+ 0.0+0.00+
48 0.8+0.06+ 0.6£0.10+ 0.0+0.00+ 0.2:+0.00+ 0.0+0.00+
72 1.6:0.12+ 1.2+0.06+ 0.0+0.00+ 0.410.03+ 0.4+0.06+
96 2.1+0.06+ 1.8+0.10+ 0.0+0.00= 0.75+0.05« 1.1+0.06+
120 2.5+0.06+ 2.0+0.08+ 0.0+0.00+ 1.010.03+ 1.440.03»
144 2.8+0.06+ 2.25+0.05+ 0.040.00* 1.5+0.03+ 1.8:40.08+
168 2.95H0.14% 2 6+0.08+ 0.0+0.00+ 1.640.03+ 2.1+0.06*
192 3.240.06+ 2.9+0.12+ 0.0+0.00+ 1.940.12+ 2.4510.05+
216 3.2+0.09+ 3.0+0.08+ 0.0+0.00+ 2.15+0.10+« 2.6+0.10+

Tabla 9. Valores del crecimiento radial en cm de la cepa #3 en presencia de plomo, cadmio, mercurio
y cromo a 100 ppm. segun se describe en material y métodos.* Desviacion estindar.

CRECIMIENTO DE LA CEPA #3 250 PPM

n=3
HORA Sin metal Pb cd Hg Cr
0 0.0+0.00= 0.0+0.00% 0.020.00= 0.0+0.00+ 0.0+0.00+
24 0.4+0.00+ 0.4+0.00+ 0.040.00* 0.640.00x 0.020.00=
48 0.840.06x 0.8+0.06+ 0.0+0.00* 0.0::0.00% 0.0+0.00=
72 1.6+0.11= 1.440.12+ 0.040.00+ 0.040.00= 0.0+0.00+
o6 2.140.06+ 1.910.06+ 0.0:0.00+ 0.020.00+ 0.0£0.00=
120 2.510.06+ 2.2+0.03+ 0.010.00+ 0.040.00+ 0.020.00+
| 144 2.86+0.06+ 2.6540.10% 0.0+0.00= 0.0+0.00=+ 1.240.10=
168 2.9540.10x 2.9+0.06+ 0.0+0.00+ 0.0+0.00+ 0.3540.03+
L 192 3.240.06+ 3.140,03+ 0.020.00* 0.00.00% 0.7+0.05+
216 3.240.09+ 3.310.06+ 0.0+0.00+ 0.01+0.00+ 1.343.10+

Tabla 10. Valores del crecimiento radial en cm de la cepa #2 en presencia de plomo, cadmio, mercurio
y cromo a 250 ppm. segiin se describe en material y métodos.*Desviacion estandar.
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n=3 CRECIMIENTO DE LA CEPA #12 50 PPM
HORA Sin metal Ph Cd Hg Cr
0 0.0+0.00* 0.020.00+ 0.0+0.00+ 0.040.00+ 0.0+0.00=

24 0.540.06+ (.410.06+ 0.0+0.00= 0.0+0.00« 0.0+0.00+
48 1.25H).05= 1.1510.05+ 0.0+0.00= 0.4+0.03= 0.040.00%
72 3.110.06+ 2.7+0.06= 0.440.06% 1.31£0.06+ 0.840.03=+
96 4.9x0.06 4.8:0.06+ 0.4+0.06+ 2.810.06+ 2.240.03+
120 6.540.15% 6.540.15* 0.55+0.03% 4.8+0.06= 4.240.08=
144 7.640.15+ 7.410.10= 0.7+0.03+ 6.040.06+ 5. 7+0.06+
168 8.310.06+ 8.240.03+ 1.140.06+ 7.7+0.06+ 7.5+0.12+
192 8.30.06+ 8.25+0.03= 1.640.15+ §.3+0.03+ 8.2510.05+

Tabla 11. Valores del crecimiento radial en cm de la cepa #12 en presencia de plomo, cadmio,
mercurio y cromo a 50 ppm. segan se describe en material y métodos.*Desviacion estandar.

n=3 CRECIMIENTO DE LA CEPA #12 100 PPM
HORA Sin metal Pb Cd Hg Cr

a 0.0+0.00x 0.010.00x 0.040.00= 0.040.00« 0.040.00x
24 0.5+£0.06+ 0.4H0.03# 0.0+0.00+ 0.0+0.00+ 0.0+0.00=
48 1.2510 05« 1.110.03= 0.040.00=+ 0.4:10.06» 0.0+0.00=
72 3.110.06+ 2.9+0.03+ 0.0+0.00« 1.240.06% 0.010.00%
06 4.940.06% 4 810.06* 0.0+0.00= 2.410.06+ 0.0+0.00+
120 6.510.15* 6.0+0.17+ 0.4+0.03~ 4.31+0.12% 0.910.06+
144 7.6+0.15= 7.040.17% 0.4+0.03+ 5.6+0.10+ 2.040.06+
168 8.340.06+ 8.1+0.06+ 0.610.06+ 7.34£0.06% 3.4+0.06+
192 8.3£0.06» 8.3+0.03= 0.9+0.06+ 8.2510.05= 5.1+0.06*

Tabla 12. Valores del crecimiento radial en cm de 1a cepa #12 en presencia de plomo, cadmio,
mercurio 'y cromo a 100 ppm. segun se describe en material y métodos.*Desviacion estandar.

=3 CRECIMIENTO DE LA CEPA #12 250 PPM
HORA Sin meta) Pb cd Hg Cr
0 0.0£0.00+ 0.0+0.00+ 0.0+0.00+ 0.0+0.00+ 0.040.00+
24 0.5+0.05%* 0.4+0.03+ 0.0+0.00+ 0.0+0.00+ 0.0+0.00*
48 1.25+0.05+ 1.05+0.04+ 0.040.00% 0.0+0.00+ 0.0+0.00*
72 3.1H).06% 2.8+0.06+ 0.040.00* 0.0+£0.00+ 0.040.00»
98 4.910.06* 4.5+0.15+ 0.0+0.00+ 0.0+0.00+ (.020.00+
120 6.5+0.15+ §.4+0 .06+ 0.0+0.00= 0.0+0.00= 0.0+0.00+
144 7.6+0.15+ 7.120.06% 0.040.00= 0.0+0.00% 0.040.00+
168 8.3+0.06= 8.1510.05+ 0.3540.03+ 0.0:0.00x 0.040.00+
- 192 8.310.06= 8.25:0.03+ 0.4£0.01+ 0.0+0.00+ 0.0+0.00+

Tabla 13. Valores del crecimiento radial en ¢cm de la cepa #12 en presencia de plomo, cadmio,
mercurio y cromo a 250 ppm. segin se describe en material y métodos. * Desviacion estandar.
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CRECIMIENTO DE LA CEPA #15 50 PPM

n=—
HORA Sin metal Ph Cd Hg Cr
0 0.0+0.00 0.0+0.00= 0.0+0.00= 0.0+0.00= 0.0+0.00+
24 0.310.01+ 0.3+0.06% 0.0+0.00= 0.3+0.03= 0.25+0.06+
48 0.8+0.03+ 0.8+0.03+ 0.3540.05+ 0.7+0.03+ 0.740.03+
72 1.4+0.06+ 1.44+0.06=+ 0.620.06+ 1.0+0.10* 1.140.12+
96 1.820.03+ 1.740.06=% 0.8+0.06~ 1.840.03+ 1.820.06=+
120 2.340.06+ 2.240.06= 1.1+0.06+ 2.3+0.03« 2.3+0.12+
144 2.5+0.12% 2.540.06= 1.240.06+* 2.54:).06+ 2.640.12%
168 2.8+0.15+ 2.740.06+ 1.440.06+ 2.940.06+ 3.0.40.06+
192 3.1:0.15% 3.110.12+ 1.440.06+ 3.440.21% 3.440.06+
218 3.440.12+ 3.420.06% 1.740.06+ 3.8+0.06+ 4.0+0.06+

Tabla 14. Valores del crecimiento radial en cm de la cepa #15 en presencia de plomo, cadmio,
mercurio y cromo a 50 ppm. segiin se describe en material y métodos.*DesviaciOn estandar.

CRECIMIENTO DE LA CEPA #15 100 PPM

n:':
HORA Sin metal Pb Cd Hg Cr

0 0.0+0.00 0.010.00= 0.0+0.00+ 0.0+0.00+ 0.040.00+

24 0.310.01+ 0.3+0.03+ 0.G:+0.00+ 0.25+0.03+ 0.0:0.00+
48 0.840.03+ 0.710.03# 0.2530.03+ 0.65:0.03+ 0.5540.05+
|72 1.440.06+ 1.4+0.06# 0.45:0.03+ 1.210.06+ 1.04+0.06
96 1.8+0.03+ 1.8+0.06+ 0.610.08+ 1.7+0.06+ 1.540.03=

120 2.340.06+ 2.2H).06~* 0.7+0.06+ 214017+ 2.1+0.01=

| 144 2.540.12= 2.410.06~ 0.8+0.10+ 2.510.17% 2.410.06=
168 2.840.15» 2.840.06+= 1.040.17+ 2.7H0.17+ 2.940.06+

192 3.140.15% 2.540.06+ 1.140.15+ 3.24H3.06+ 3.240.15=

216 3.440.12+ 3.40.06+ 1.1£0.15+ 3.620.06+ 3.44+0.12

Tabla 15. Valores del crecimiento radial en cm de la cepa #15 en presencia de plomo, cadmio,
mercurio y cromo a 100 ppm. segiin se describe en material y métodos.*Desviacion estandar.

n=3 CRECIMIENTO DE LA CEPA #3 250 PPM
HORA Sin metal Pb Cd Hg Cr

0 0.0+0.00 0.0+0.00= 0.0+0.00+ 0.00.00# 0.0+0.00+
24 0.310.01=+ 0.3+0.06= 0.0+0.00= 0.0+0.00+ 0.0+0.00%
48 0.820.03= 0.7+0.8+ 0.0+0.00+ 0.610.01+ 0.040.00=
72 1.4+0.06= 1.340.06= 0.0+0.00= 1.140.12= - 0.1540.03+
96 1.840.03+ 1.840.03= 0.040.00+ 1.740.10x 0.3+0.01=%
120 2.340.06= 2.240.06+ 0.0+0.00= 2.330.16% 0.640.06+
144 2.510.12=+ 2.5H).06+ 0.0+0.00+ 2.6+0.15+ 0.9+0.06+
168 2.840.15+ 2.640.12# 0.340.10+ 3.040.12+ 1.540.12+
192 3.1+0.15+ 3.3+0.17+ 0.4+0.08+ 3.2+0.15+ 2.040.10~
216 3.440.12+ 3.410.15+ 0.540.01= 3.4+0.15+ 2.540.08+

Tabla 16. Valores del crecimiento radial en cm de la cepa #15 en presencia de plomo, cadmio, mercurio
y cromo a 250 ppm. segin se describe en material y métodos.*Desviacion estandar.
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n=3 CRECIMIENTO DE LA CEPA #15 400 PPM
HORA Sin metal Pb Cd Hg Cr

8] 0.040.60 0.0+0.00+ 0.010.00= 0.0+0.00+ 0.010.00+
24 0.55+0.05+ 0.4+0.06+ 0.043.00+ 0.0+0.00+ 0.040.00=+
48 1.11£0.06# 1.0+0.03+ 0.0+0.00+ 0.0+0.00+ 0.0=0.00+
72 1.6+0.10= 1.640.06+ 0.0+0.00+ 0.0+0.00+ 0.0+0.00=
96 2.0£0.12# 1.940.01% 0.0+0.00% 1.340.10= 0.0+0.00x
120 2.5+0.08+ 2.34H0.12+ 0.0+0.00= 1.640.06= 0.0+£0.00=
144 2.840.12+ 2.730.10+ 0.040.00= 21017+ 0.010.00=
168 3.0+0.15+ 2.910.06+ 0.0:0.00+ 2,520.10%* 0.4+0.06*
192 3.2H3.15+ 3.1+0.06x 0.0+0.00+ 2.740.06+ 0.920.12+
216 3.310.15+ 3.3+0.01+ 0.040.00+ 2.940.06+ 1.440.06+
240 3.710.06+ 3.5H).06= 0.0+0.00+ 3.2+0.06+ 1.840.01+

Tabla 17. Valores del crecimiento radial en cm de la cepa #15 en presencia de plomo, cadmio,
mercurio y cromo a 400 ppm. segan se describe en material y métodos. *Desviacion estandar.

n=3 CRECIMIENTO DE LA CEPA #15 800 PPM
HORA Sin metal Pb cd Hg Cr

0 0.020.00 0.020.00+ 0.0+0.00~ 0.0+0.00+ 0.0:0.00+
24 0.55+H).05+ 0.440.01+ 0.0+0.00+ 0.0+0.00= 0.0+0.00%
48 1.120.06+ 1.040.01 0.020.00+ 0.0:0.00+ 0.0+0.00+
72 1.6£0.10% 1.510.06 0.0:0 00+ 0.0:0.00+ 0.0+0.00+
9 2.040.12+ 1.820.06+ 0.0:0.00+ 0.0:0.00+ 0.0+0.00+
120 2.510.06 2.120.12+ 0.0:0.00~ 0.0+0.00+ 0.0+0.00+
144 2.8+0.12+ 2.430.10+ 0.0+0.00+ 0.0+0.00+ 0.0+0.00+
168 3.010.15+ 2.620.10+ 0.0+0.00+ 0.0:0.00+ 0.0+0.00+
192 3.240.15 2.740.06+ 0.0+0.00~ 0.0+0.00~ 0.0+0.00+
216 3.320.15+ 2.9+0.10+ 0.0+0.00+ 0.020.00+ 0.020.00+
240 3.720.06+ 3.110.06+ 0.0+0.00+ 0.0:0.00+ 0.0+0.00+

Tabla 18. Valores del crecimiento radial en cm de la cepa #15 en presencia de plomo, cadmio,
mercurio y cromo a 800 ppm. segin se describe en material y métodos.*Desviacion estandar.
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