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RESUMEN  

Durante décadas se ha presentado la incorporación de contaminantes en sistemas 

ambientales como el aire, suelo y agua, la mayoría de estos compuestos resultan tóxicos 

para todos los organismos con los que interaccionan. En la presente investigación se aborda 

la remoción de carbamazepina (CBZ) el cual es un compuesto altamente tóxico, se ha ido 

incorporando a los sistemas ambientales por la disposición inadecuada en los sectores 

productivos, por lo que el objetivo es remover carbamazepina en medio líquido mediante 

filtros empacados con ramas de poda de Laurel de la India (Ficus sp) y estropajo (Luffa 

aegyptiaca) como material de empaque e inoculados con Pleurotus ostreatus. La 

metodología se dividió en tres etapas, en la primera se realizó la caracterización de los 

parámetros cinéticos típicamente evaluados en hongos tales como biomasa micelial y 

velocidad de crecimiento en medio mineral sólido (Glucosa, (NH4)2SO4, MgSO4, K2HPO4 y 

agar) adicional a esto se realizó una evaluación morfológica de las cepas fúngicas, en la 

segunda etapa se evaluó la remoción de CBZ en medio mineral líquido por la técnica de 

HPLC y mineralización, en la tercera etapa se evaluó la remoción de CBZ mediante filtros 

empacados con sustratos orgánicos y Pleurotus ostreatus. Los resultados mostraron que, 

la cepa de Pleurotus ostreatus  tiene la capacidad de crecer en presencia de CBZ, así 

mismo al ser evaluado en medio líquido se determinó que P. ostreatus tiene la capacidad de 

degradar y mineralizar CBZ, se encontró una degradación del 30.81% (Mm+CBZ) y una 

mineralización del 30.76% (Mm+CBZ) en un sistema en agitación. Finalmente, al evaluar la 

capacidad de remoción de CBZ en un sistema de biofiltración empacado con estropajo y 

poda de Laurel de la India (Ficus) como material orgánico de soporte, se implementó un 

sistema aerobio-anaerobio que consistía en mantener inundado por 24 horas el biofiltro y 

con aireación 48 horas, después de esto se presentó una remoción de CBZ del 49.83% en 

un periodo de 10 días para el caso de poda de Laurel de la India (Ficus), se logró tener una 

remoción total del 63.82% para este biofiltro. Los efluentes de los filtros empacados 

mostraron valores de pH de 5 y 6.9 para poda de Laurel de la India (Ficus) y estropajo-

tezontle, respectivamente, la temperatura para ambos casos se mantuvo en 24.3°C, Muez y 

Pardo (2001) reportan como temperatura óptima de crecimiento 25°C. El filtro empacado 

con estropajo-tezontle mostró una compactación del 7.7% a los 40 días de inoculación por lo 

que se implementó como medida de mantenimiento la adición de estropajo para que el 

micelio cuente con soporte para su crecimiento y degradación de CBZ. 
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ABSTRACT  

The incorporation of pollutants into environmental systems such as air, soil and water has 

been presented, most of these toxic compounds for all organisms with which to interact. In 

this research, the removal of carbamazepine (CBZ), which is a highly toxic compound, has 

been incorporated into environmental systems due to inadequate property in the productive 

sectors, so the objective is to remove carbamazepine in liquid medium. by means of filters 

packed with pruning branches of Laurel of India (Ficus sp) and scouring pad (Luffa 

aegyptiaca) as packing material and inoculated with Pleurotus ostreatus. The methodology 

was divided into three stages, in the first stage the characterization of the typical kinetic 

parameters evaluated in fungi such as mycelial biomass and growth velocity in solid mineral 

medium (Glucose, (NH4) 2SO4, MgSO4, K2HPO4 and agar) additional to This was done a 

morphological evaluation of the fungal strains, in the second stage the elimination of CBZ in 

mineral mineral by the HPLC technique and mineralization was evaluated, in the third stage 

the elimination of CBZ was evaluated in filters packed with organic substrates and Pleurotus 

ostreatus. The results show that the strain of Pleurotus ostreatus has the ability to grow in 

the presence of CBZ, so just as in the environment it was determined that P. ostreatus has 

the ability to degrade and mineralize CBZ, a degradation of 30.81 was found % (Mm + CBZ) 

and a mineralization of 30.76% (Mm + CBZ) in a system under agitation. Finally, when 

evaluating the CBZ removal capacity in a biofiltration system packed with scouring pad and 

Ficus pruning as organic support material, an aerobic-anaerobic system was implemented 

that consisted of keeping the biofilter flooded for 24 hours and with aeration for 48 hours. 

After this, a CBZ removal of 49.83% was presented in a period of 10 days. In the case of 

Indian Pruning (Ficus), it was possible to have a total removal of 63.82% for this biofilter. The 

pH values of 5 and 6.9 for Ficus and scouring pad, respectively, the temperature for both 

cases were maintained at 24.3 ° C, Muez and Pardo (2001) report as optimal growth 

temperature at 25 ° C. The biofilter with scouring pad and tezontle presented a compaction of 

7.7% after 40 days of inoculation, so the addition of a scouring pad was implemented as a 

maintenance measure so that the mycelium had support for its growth and degradation of 

CBZ.
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CAPÍTULO 1. INTRODUCCIÓN 

1.1 INTRODUCCIÓN  

 La preocupación ambiental por la presencia de compuestos farmacéuticos en el medio va 

en aumento, durante décadas se ha presentado la incorporación de contaminantes en 

sistemas ambientales como el aire, suelo y agua, la mayoría de estos compuestos resultan 

tóxicos para todos los seres vivos con los que interaccionan. El agua es uno de los 

vehículos más comunes de compuestos persistentes y emergentes, por lo que es 

considerado uno de los sistemas más afectados. Se han reportado diversas concentraciones 

de estos compuestos en aguas subterránea y superficiales, como cuerpos receptores de 

agua e incluso en agua potable, debido a que un tren de tratamiento no está diseñado para 

remover todo tipo de compuestos, lo que no proporcionan condiciones adecuadas para la 

descarga del agua tratada (Malarvizhi et al., 2011). Entre estos compuestos farmacéuticos 

se encuentra la carbamazepina (CBZ), la cual es utilizada para el control de diversas 

enfermedades. Se estima que en el mundo anualmente se consumen alrededor de 1 014 

toneladas de carbamazepina (Zhang et al., 2008) de las cuales entre el 2 y 3 % son 

excretadas por el cuerpo humano al no ser metabolizadas, lo que indica que entre 20 y 30 

toneladas están presentes en su forma original en aguas, sin tomar en cuenta los 

medicamentos que son desechados en el proceso de fabricación y los que se disponen de 

manera inadecuada. La CBZ ha sido clasificada como sustancia teratogénica (causa 

malformaciones anatómicas durante el desarrollo embrionario) con una toxicidad de 1 920 

mg/kg. Por lo anterior, resulta de gran importancia desarrollar tecnologías para su remoción, 

lo cual puede lograrse mediante diversos mecanismos, tales como la degradación por medio 

de enzimas poco específicas como las excretadas por el hongo Pleurotus ostreatus. Esta 

especie cuenta con un paquete con enzimas lignino-modificadoras como lacasa, lignino 

peroxidasa (LiP), manganeso peroxidasa (MnP) y versátil peroxidasa (VP), las cuales 

pueden funcionar de forma individual o en conjunto (Cohen et al. 2002) para la degradación 

de compuestos xenobióticos tales como plaguicidas, colorantes industriales, hidrocarburos 

polinúcleo aromáticos, entre otros. En la presente investigación, se evaluará la capacidad 

que tiene el hongo Pleurotus ostreatus (HEMIM-50) para degradar carbamazepina en un 

sistema de filtros empacados con sustratos orgánicos como una posible alternativa para su 

remoción. 
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1.1. MARCO TEÓRICO  

1.1.1 AGUA, CONTAMINACIÓN Y FACTORES QUE AFECTAN SU CALIDAD 

Poco más del 97 % del volumen de agua existente en la Tierra es agua salada y está 

contenida en océanos y mares; mientras que menos del 3 % es agua dulce o de baja 

salinidad, de este total, se estima que poco más del 75 % está concentrado en casquetes 

polares y glaciares; el 21 % está almacenado en el subsuelo, y el 4 % restante corresponde 

a cuerpos de agua superficial como lagos y ríos (Conagua, 2017). Debido a la poca 

disponibilidad de este recurso se han buscado estrategias para regular su calidad, no sólo 

con el fin de evitar la sobre explotación de mantos acuíferos y así disminuir el efecto de la 

ausencia de este vital líquido, si no con el objetivo de mejorar la calidad de las aguas 

residuales. El agua residual es aquella que es desechada una vez que ha sufrido un cambio 

en su composición por la incorporación de materia extraña como microorganismos, 

productos químicos, residuos industriales, entre otros (Zhang et al., 2008). 

Es por esto que se han estableciendo técnicas mecánicas, físicas, químicas y biológicas 

conocidas como operaciones unitarias, que tienen como objetivo disminuir la cantidad de 

agentes contaminantes del agua para su reutilización o reincorporación al ambiente. 

Clara y colaboradores (2004) y Löffler y colaboradores (2005), reportan que el agua residual 

proveniente de fuentes hospitalarias, farmacéuticas y domésticas contienen concentraciones 

de compuestos fármacos aún después de ser tratadas por un sistema biológico 

convencional, presentando concentraciones similares desde el inicio hasta el final del 

tratamiento, sin haber experimentado alguna transformación, dejando claro que los procesos 

convencionales no eliminan este tipo de compuestos, pues están diseñadas para remover 

fundamentalmente materia orgánica de fácil asimilación, fosfatos y nitratos. 

1.1.2 FÁRMACOS EN EL AMBIENTE  

Se define como fármaco a aquella sustancia que, administrada interior o exteriormente a un 

organismo, sirve para prevenir, curar o aliviar una enfermedad y, corregir o reparar las 

secuelas de esta, (RAE, 2001). 

Actualmente una gran cantidad de fármacos son consumidos en el mundo para la 

prevención, diagnóstico y tratamiento de enfermedades, no sólo para humanos sino también 

para uso veterinario, estos están conformados de forma compleja por diversos elementos, lo 

que los convierte en una nueva clase de contaminantes del ambiente (Malarvizhi et al., 



3 
 

2011). Los procesos de tratamiento de aguas residuales resultan ser ineficientes para la 

degradación de estos compuestos, por lo que podrían ser considerados como la puerta de 

entrada para ingresar directamente a los ecosistemas, Rodríguez-Rodríguez y 

colaboradores (2009), mencionan que se han encontrado concentraciones entre 0.6 y 6.6 

μg/l de distintos fármacos como ibuprofeno, naproxeno, diazepam, diclofenaco, 

sulfametoxazol, roxitromicina, iopromida y carbamazepina en los efluentes de diversas 

plantas de tratamiento de aguas residuales municipales (Löffler et al., 2005). Estos 

compuestos pueden ingresar a la planta de tratamiento de diversas formas, pueden provenir 

de fuentes como la industria, hospitales, uso doméstico e inclusive del uso agrícola a través 

de la percolación de desechos orgánicos arrojados al sistema de drenaje, adicional a esto la 

disposición inadecuada de medicamentos vencidos o rechazados, esta agua es contenida y 

clasificada inadecuadamente, pasa por una serie de operaciones unitarias en la planta de 

tratamiento, posteriormente se clasifica como agua tratada y, una vez que esta cuenta con 

las características fisicoquímicas y biológicas que son legisladas por medio de Normas 

Oficiales Mexicanas tales como la 001 (NOM-001-STPS-2008, Edificios, locales, 

instalaciones y áreas en los centros de trabajo-condiciones de seguridad), 002 (NOM-002-

STPS-2010, Condiciones de seguridad-prevención y protección contra incendios en los 

centros de trabajo) y 003 (NOM-003-SEGOB-2011, señales y avisos para protección civil.-

colores, formas y símbolos a utilizar), se libera al ambiente las cuales no hacen mención 

acerca de la presencia y concentraciones de los fármacos. Actualmente, no se cuenta con 

información que determine con certeza los efectos que producen los fármacos en el 

ambiente y seres, por lo tanto, no existe una normatividad que los regule (Barceló et al., 

2008) y como consecuencia, regresan al ambiente como agentes contaminantes.   

Entre estos fármacos se encuentra la carbamazepina que es considerada como un 

compuesto persistente en el ambiente, Ramos (2009), reporta altas concentraciones de este 

fármaco en diversos cuerpos receptores de agua, se estima una concentración de 2 µg/L en 

agua residual, 2.1 µg/L en efluentes de plantas de tratamiento de agua residual y hasta 0.46 

µg/L en agua superficial. Es importante mencionar que, la estructura química de este 

compuesto le proporciona una alta resistencia a la biodegradación, por lo que resulta ser de 

suma importancia su eliminación en los cuerpos de agua. 
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1.1.3 CONTAMINACIÓN POR CARBAMAZEPINA EN CUERPOS DE AGUA RECEPTORES  

 
De acuerdo a las propiedades fisicoquímicas de la carbamazepina, esta tiende a disolverse 

en baja proporción en agua y etanol, entre otros solventes; presenta un bajo valor para 

volatilizarse por lo que es fácilmente transportable en sistemas como agua y suelo 

prácticamente hasta llegar por riego o escurrimiento a cuerpos de agua superficiales y/o 

subterráneas. 

Se han encontrado concentraciones de este fármaco en muestras de aguas residuales 

municipales y superficiales en el orden de partes por trillón (ppt), hasta ppm (Öllers et al., 

2001), en muestras de efluentes de plantas de tratamiento se ha mostrado que se elimina 

menos del 10 % de las concentraciones presentes de este compuesto durante el tratamiento 

convencional, la cantidad de carbamazepina dependerá del origen del efluente, ya que en 

efluentes de hospitales e industrias es en donde se encuentra en mayor proporción, sin 

embargo también se han reportado concentraciones de hasta 0.460 mg/L de CBZ en agua 

superficial (Ramos, 2009). 

1.1.4 CARBAMAZEPINA  

La carbamazepina es un fármaco empleado para el control de diversas enfermedades tales 

como epilepsia, bulimia, diabetes insípida central, dolor del miembro fantasma, neuropatías 

periféricas, alcoholismo, entre otras (Zhang et al., 2008). En la Tabla 1, se muestran las 

características fisicoquímicas de la carbamazepina.  
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Tabla 1. Características fisicoquímicas de la carbamazepina, modificado de Zhang et al., 
2008. 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Parámetro Valor 

Estructura de tres anillos (2 aromáticos) 
con un grupo cetoamina unido por un 
enlace covalente  

 

Fórmula C15H12N2O 

Número CAS 298-46-4 

Peso molecular (g mol-1) 236.27  

Constante ley de Henry (25° C) atm/m3 
mol-1 

1.08 x -10 

Solubilidad en agua (mg/L) (25°C) 17.70  

Punto de fusión (°C) 190.20  

Presión de vapor (kPa) 9.70  

Temperatura de descomposición (°C )  120 

Densidad de vapor mmHg (Aire= 1) 1.40  

Densidad relativa  0.80  

Coeficiente octanol-agua Log P 2.45 
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1.1.5 DEGRADACIÓN DE CARBAMAZEPINA  

 
La degradación de la carbamazepina se ha convertido en un reto ya que no es eliminada por 

tratamientos biológicos convencionales, debido a que se adsorbe y es difícilmente 

degradado, inclusive procesos fisicoquímicos como la coagulación-floculación y flotación no 

han dado buenos resultados en cuanto a eliminación ya que solo se alcanza a remover del 

20 al 35 % (Clara et al., 2005). Por lo que han sido propuestos procesos alternativos como la 

ozonización, la degradación fotolítica por UV- H2O2, la degradación fotocatalítica con TiO2 

los cuales dan como resultado porcentajes de degradación por encima del 90 %, sin 

embargo, una de las principales limitantes es la formación de compuestos que resultan ser 

más tóxicos que el compuesto original (Tusnelda y Fritz 2003 y Doll et al., 2003). 

 

 

1.1.6 METABOLISMO DE LA CARBAMAZEPINA  

La metabolización de la carbamazepina se lleva principalmente a cabo en el hígado, un bajo 

porcentaje es excretado en forma inalterada y el restante como metabolitos, lo excretado 

representa el 28 %, de los cuales entre el 1 y 3 % están en su forma original. Entre los 

principales metabolitos se encuentran 10,11-dihidro- 10,11-epoxicarbamazepina (CBZ-

epóxido) y trans-10,11-dihidro- 10,11-dihidroxicarbamazepina (CBZ-diol), de acuerdo con 

Breton y colaboradores (2005), hasta el 2005 se habían identificado 30 metabolitos y sus 

tres principales vías metabólicas de acuerdo a lo mostrado en la Figura 1. 

 

 

 

 

 

 

 
 



7 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Metabolismo de la carbamazepina. Adaptado de Bretón et al., 2005.  
 
 

Iminoestilbeno (IM)  

 

Carbamazepina (CBZ)  
 

Oxidación P450 3A4/2C8 

 
Hidroxilación  

 

Compuestos hidroxilados 

2-hidroxi CBZ, (2-OH-CBZ) 3-hodroxi CBZ, (3-OH-CBZ) Carbamazepina -10,11-epoxido (CBZ-EP) 

Hidrólisis  

Epóxido hidrolasa 

10,11-dihidro-10,11-transdihidroxi-CBZ (DiOH-

CBZ) 2- hidroxi iminoestilbeno 

Hidrólisis  

ᵝ-glucuronidasa 

9-hidroximetil-10carbamoilacridan (9-acridan) Iminoquinona 

Oxidación 

HOCl>H202>O2 
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1.1.7 TOXICIDAD DE LA CARBAMAZEPINA 

En el tratamiento de agua residual se involucran varios procesos tales como pretratamiento, 

en donde se remueven los objetos de mayor volumen con el objetivo de evitar un daños en 

los tratamientos posteriores, tratamiento primario, en donde se remueven los sólidos 

sedimentables y las materia flotante como la grasa, tratamiento secundario en el cual se 

remueve la materia orgánica y finalmente la desinfección en donde se agregan agentes 

químicos para eliminar organismos patógenos, a estos procesos se les conoce como 

convencionales, sin embargo, se ha demostrados que, mediante tratamientos de este tipo, la 

concentración de carbamazepina es removida en un total por debajo del 7% de la 

concentración inicial (Tixier et al., 2003), esto se debe principalmente a su alta resistencia a 

la degradación microbiana y su capacidad de adsorción (Zhang et al., 2008). En el 2004, la 

carbamazepina fue clasificada como contaminante antropogénico ecotoxicológico para el 

medio acuático (Clara et al., 2004), pese a esta denominación, se ha reportado su presencia 

en agua potable.  

En estudios reportados por Malarvizhi y colaboradores en el 2011, demostraron que la 

carbamazepina es un compuesto potencialmente perjudicial en organismos acuáticos ya que 

se presentó una toxicidad aguda por debajo de 100 mg/L, en la Tabla 2 se muestra la 

concentración a la cual los organismos de prueba presentaron efectos tóxicos.  

Tabla 2. Toxicidad aguda reportada para diversos organismos expuestos a carbamazepina 

(Malvaritz et al., 2011). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

Organismo de prueba Toxicidad aguda 

Cyprinus carpio (carpa común) 59.70 mg/L 

Daphnia magna (pulga de agua) 17.2 mg/L 

Danio rerio (pez cebra) 43.0 µg/L 

Aedes albopictus (mosquito tigre) 34.4 mg/L 

Vibrio ficheri   52.5 mg/L 
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En el 2010 Vernouillet y colaboradores, evaluaron los efectos tóxicos y la bioacumulación de 

carbamazepina en tres organismos, se establecieron factores de bioacumulación, que 

muestran la relación entre la concentración de carbamazepina en los organismos dividido 

por la concentración de carbamazepina en células de organismos a peso seco, un valor 

mayor a 5 representa un factor altamente acumulable. La bioacumulación en el alga verde 

(Pseudokirchneriella subcapitata) fue de 2.2, y 12.6 para el crustáceo (Thamnocephalus 

platyurus) mientras que para el hidrozoo (Hydra attenuata) no se mostró bioacumulación 

significativa, como resultado se mostraron cambios en las actividades enzimáticas de estos 

organismos acuáticos para los dos primeros casos (Vernouillet et al., 2010).  

Estudios reportados por Matalon y colaboradores en el 2001, reportan el efecto de la 

exposición a carbamazepina de 1 255 mujeres durante el embarazo, mostrando un aumento 

en anormalidades cardiovasculares y del tracto urinario, labio paladar hendido, además de 

un patrón de anomalías congénitas menores y retraso en el desarrollo, así como la 

disminución en la edad gestacional del feto. 

En el año 2006, Suwalsky y colaboradores, evaluaron el efecto que tiene la carbamazepina 

en eritrocitos humanos, mostrando que este compuesto tiene un efecto teratogénico sobre 

estas células, en concentraciones superiores a 50 µM de carbamazepina se presenta un 

cambio de forma discoideo a equinocitos y en menor cantidad de estomatocitos en un 

periodo igual a una hora.  

1.1.8 MICROORGANISMOS DEGRADADORES DE CARBAMAZEPINA  

 
En el 2013 Li y colaboradores, lograron aislar una bacteria a partir de lodos activados de 

aguas residuales municipales la cual fue identificada como Pseudomonas sp., y probaron  

que tiene la capacidad de utilizar carbamazepina como su única fuente de carbono y energía 

y bajo condiciones específicas de crecimiento obtiene un rendimiento de biotransformación 

experimental de 46.6 % en un lapso de 144 horas.  

Por otro lado, en el 2015, Sauvêtre y Schröder evaluaron la remoción de carbamazepina por 

adsorción por rizomas y bacterias endófitas de carrizos de caña (Phragmites australis), 

teniendo como resultado la disminución de la concentración inicial de hasta un 90% del 

compuesto.  

Estudios previos mostraron como metabolito primario de la metabolización de la 

carbamazepina en humanos el 10,11- dihidro-10,11-epoxicarbamazepina el cual cuenta con 

una alta actividad anticonvulsionante, y al ser hidrolizado se obtiene trans-10,11-dihidro- 
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10,11-dihidroxicarbamazepina (CBZ-diol) el cual es un compuesto altamente persistente en 

el agua y sus sedimentos (Lofflër et al., 2005; Breton et al., 2005). En este ensayo se 

demostró que el metabolito principal producido por estas dos especies fue el 10,11- dihidro-

10,11-epoxicarbamazepina, mismo que en el metabolismo reportado para humanos, ratas y 

ratones (Kang et al., 2008). 

Tomando en cuenta la capacidad de C. elegans ATCC 9245 y U. ramanniana R-56 de 

biotransformar carbamazepina, se puede mencionar que, es posible que otras especies de 

hongos puedan desempeñar un papel biológico importante en la degradación de 

carbamazepina a través de reacciones de epoxidación en el ambiente, tales como los 

hongos ligninolíticos, los cuales han mostrado un alto potencial enzimático para la 

degradación de diversos compuestos complejos.   

 

1.2  DEGRADACIÓN DE CARBAMAZEPINA POR Pleurotus ostreatus 

En el 2015, Golan-Rozen y colaboradores,  evaluaron las posibles rutas de degradación de 

CBZ por Pleurotus ostreatus en cultivo en sólido y líquido, todos los sistemas enzimáticos se 

encontraban activos, identificaron por la técnica de HPLC dos principales metabolitos, 10,11-

epoxi carbamazepina y 10,11-dihidroxi carbamazepina como productos de la 

biotransformación en medio líquido. Durante la fermentación en estado sólido, el 

metabolismo de la carbamazepina resultó en la generación de 22 productos de 

transformación adicionales, algunos de los cuales eran tóxicos. En condiciones de 

fermentación de estado sólido, La 10,11-epoxi carbamazepina se metabolizó a través de las 

rutas acridina y 10,11-dihidroxi carbamazepina, siendo metabolizado aún más a través de 

cinco vías secundarias.  
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1.3  HONGOS LIGNINOLÍTICOS  

 
La mayoría de los hongos ligninolíticos pertenecen al grupo Basidiomycetes, la principal 

fuente de carbono y energía para estos organismos es la lignina, el cual es considerado 

como un heteropolímero muy recalcitrante, secretan varias enzimas extracelulares que son 

esenciales para la transformación inicial de la lignina y que en conjunto logran su 

mineralización (Pointing, 2001). Crece saprofitamente en ambientes naturales sobre troncos 

de árboles caídos y otras plantas leñosas en descomposición. Son hongos semi 

anaeróbicos que soporta un 32 % de CO2 y fijan el nitrógeno atmosférico (Romero et. al., 

2003). Debido a sus pocos requerimientos nutricionales y a su fácil adaptación a los 

ambientes de cultivo, requieren de técnicas simples y económicas, tanto para su cultivo, 

como para el manejo de sus desechos. El mecanismo del sistema degradador de lignina 

está basado en la producción de radicales libres, lo que permite que las enzimas sean 

catalíticamente activas sobre una gran diversidad de sustratos orgánicos (Dávila y Vásquez, 

2006), contaminantes recalcitrantes y mezclas complejas de estos, como los mostrados en 

la Tabla 3, los cuales presentan estructuras químicas muy estables y resistentes al ataque 

biológico, tales como bifenilos policlorados, explosivos aromáticos, hidrocarburos policíclicos 

aromáticos, plaguicidas clorados, plaguicidas organofosforados y fármacos, son todos 

efectivamente mineralizados a CO2  por varias  especies de hongos ligninolíticos. 
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Tabla 3. Compuestos degradados por hongos ligninolíticos (Adaptado de Dávila y Vásquez 
2006). 

Compuesto Especie degradadora 

Pc Ps Po Th Cs Tv Pb Fg Ba Cl 

Fenoles clorinados 

Pentaclorofenol ✓ ✓ ✓ ✓ ✓      

Triclorofenol ✓          

Diclorofenol ✓          

Cloroguayacoles ✓          

Bifenilos policlorinados 

Aroclor 1254 ✓     ✓ ✓ ✓   

Tetracloro bifenilo ✓          

Plaguicidas 

DDT ✓          

Terbufos ✓          

Clorpirifos ✓          

Fonofos ✓          

Endosulfan ✓          

Dioxinas 

Dicloro dibenzo-p-dioxina ✓          

Tetracloro dibenzo-p-diaoxina ✓          

Hidrocarburos policiclicos 

aromáticos 
✓          

Fluoreno ✓          

Antraceno ✓     ✓   ✓  

Fenantreno ✓     ✓    ✓ 

Pireno ✓          

Benzo(α)pireno ✓     ✓   ✓  

Alquil halidos 

Lindano ✓          

Clordano ✓          

Nitrotoluenos 

TNT ✓        ✓  

DNT ✓          

Cloroanilinas 

Dicloro anilina ✓     ✓    ✓ 

Colorantes 

Colorantes azo ✓  ✓   ✓     

Colorantes poliméricos ✓          

Cristal violeta ✓          

Violeta ácido 7      ✓     

Clorolignina ✓          

Pc, Phanerochaete chrysosporium; Ps, Phanerochaete sordia; Po, Pleurotus ostreatus; Th, Trametes 
hirsuta; Cs, Ceriporiopsis subvermispora; Tv, Trametes versicolor; Pb, Phlebia brevispora; Fg, Funalia 

gallica; Ba, Bjerkandera adusta; Cl, Chrysosporium lignosum. 
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1.3.1 CARACTERISTICAS MORFOLÓGICAS DE Pleurotus ostreatus 

El sombrero (píleo) de esta seta es el cuerpo fructífero, es redondeado, cuenta con una 

superficie lisa con volumen y convexa, físicamente cuenta con la forma de las conchas de 

las ostras, por lo que es comúnmente llamado "Hongo ostra" (Oyster Mushroom). Su tamaño 

depende de la edad, oscila entre 5 y 15 cm de diámetro, aunque se han encontrado 

ejemplares más grandes, el color es muy variable, crema, blanco grisáceo, pardo, café hasta 

los tonos más oscuros, como el negro. Las laminillas (himeneo)  generalmente son de color 

blanco y apiladas, el estípite (pie) es corto y lateral (Hernández y López. 2009), para algunos 

casos no sobresalen del sustrato en el que crece y el color es similar al de las laminillas , el 

micelio es el aparato vegetativo de la seta que sirve para nutrirse y se constituye por hifas  

(Carvajal. 2010). En la siguiente figura se muestra la morfología de la seta en donde se 

especifican sus partes para su identificación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Identificación de los componentes morfológicos de P. ostreatus.   

 

 

 

 

Sombrero (Píleo) 

Micelio 

Estípite (Pie) 
reducido 



14 
 

1.3.2 ENZIMAS DE HONGOS LIGNINOLÍTICOS INVOLUCRADAS EN EL METABOLISMO DE 

COMPUESTOS 

A partir de un gran número de reportes de investigación realizados en hongos ligninolíticos 

se ha comprobado que la degradación de compuestos complejos como la lignina da lugar a 

productos resultado de la ruptura oxidativa de anillos aromáticos, la actividad enzimática 

depende del peróxido de hidrógeno y se estiman pesos moleculares que van de 40 a 75 kDa 

del grupo de enzimas involucradas en la degradación de tales compuestos. Por lo que se 

planteó la hipótesis que las oxidasas extracelulares producidas por hongos ligninolíticos 

podrían estar involucradas en la transformación de la lignina (Kirk et al., 1975) y de una gran 

diversidad de sustratos donadores de electrones como fenoles, aminas aromáticas, anilinas, 

ésteres aromáticos, hidroquininas, colorantes, entre otros. Las principales enzimas 

implicadas en la degradación de compuestos recalcitrantes como la lignina son: lignina 

peroxidasa (LiP), manganeso peroxidasa (MnP), peroxidasa versátil (VP) y lacasa 

(Hofrichter et al., 2010). Estas enzimas ligninolíticas pueden actuar separadas o en conjunto, 

dependiendo de si el hongo es capaz de producir una o más de ellas (Dávila y Vásquez 

2006), en la tabla 4 se muestran las enzimas que son producidas de acuerdo a la especie de 

hongo con la que se esté trabajando, en el recuadro rojo se señala la especie de Pleurotus 

ostreatus y las enzimas que son producidas. 

Tabla 4. Organismos productores de enzimas ligninolíticas (Adaptado de Dávila y Vásquez 

2006). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Organismo 
Enzimas ligninolíticas 

LiP MnP Lacasa VP 

Phanerochaete chrysosporium ✓ ✓   

Trametes versicolor  ✓ ✓  

Ceriporiopsis subvermispora  ✓ ✓  

Cyanthus stercoreus  ✓ ✓  

Phlebia radiate ✓ ✓ ✓  

Nematoloma frowardii ✓ ✓ ✓  

Pleurotus eryngii, P. ostreatus, P. pulmonarius ✓ ✓ ✓ ✓ 

Bjerkandera sp. BOS55    ✓ 

Bjerkandera adusta UAMH 8258    ✓ 
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Ya que estas enzimas cuentan con características únicas, pueden reaccionar con 

compuestos xenobióticos, se ha demostrado que tienen la facilidad de degradar y/o 

transformar contaminantes orgánicos como hidrocarburos aromáticos policíclicos, colorantes 

tipo azo, plaguicidas y fármacos (Field et al., 1993; Kennedy et al., 1990 y Bumpus et al., 

1993). 

1.4.2.1 LIGNINA PEROXIDASA (LiP) Y  MANGANESOPEROXIDASA (MnP) 

 

Estas dos enzimas están involucradas en la despolimerización de la lignina, por reacciones 

de oxidación, fueron descritas por primera vez en el hongo ligninolítico P. chrysosporium. 

Estas enzimas comparten la estructura del grupo prostético férrico protoporfirina IX (grupo 

hemo) presente en su sitio activo (Dávila y Vázquez-Duhalt 2006). 

Presentan masas molares de 40 kDa aproximadamente, de acuerdo a lo reportado en la 

base de datos BRENDA (https://www.brenda-enzymes.org), están glicosiladas y tienen 

puntos isoeléctricos y pH óptimos ácidos. Además, su ciclo catalítico es común para 

diversas peroxidasas, está compuesto por tres reacciones consecutivas (Wariishi et al., 

1991) que involucran inicialmente la reacción del sitio activo de la enzima con el peróxido de 

hidrógeno. 

 

1.4.2.2 VERSÁTIL PEROXIDASA (VP) 

Recientemente se describió una tercera peroxidasa ligninolítica en los géneros Pleurotus y 

Bjerkandera. A esta enzima se le denominó versátil peroxidasa (VP). La VP, diferente de la 

MnP y LiP de P. chysosporium, es capaz de oxidar Mn2+a Mn3+ y catalizar reacciones sobre 

sustratos aromáticos en ausencia de Mn2+. Además, se encontró que posee una alta 

afinidad hacia el Mn2+, hidroquinonas y colorantes. También es capaz de oxidar al alcohol 

veratrílico (a veratril aldehído), dimetoxibenceno y dímeros de lignina, aunque con menor 

afinidad que la LiP (Martínez et al., 1996). El ciclo catalítico de la VP combina los ciclos de la 

LiP y la MnP. Sus características básicas son comunes a la mayoría de las peroxidasas.  

1.4.2.3 LACASA  

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 (Shah y Nerud 2002). Bioquímicamente, la lacasa es una 
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enzima que oxida una variedad de compuestos aromáticos. Cataliza la remoción de un 

electrón y un protón de hidroxilos fenólicos o de grupos amino aromáticos, para formar 

radicales libres fenoxilo y radicales amino, respectivamente. Este grupo de enzimas, posee 

cuatro átomos de cobre en su estado de oxidación 2+ que les confieren una coloración azul. 

Esta enzima oxida no solamente ácidos fenólicos y metoxifenólicos, sino que también los 

descarboxila y ataca sus grupos metoxilo mediante la desmetilación o desmetoxilación 

(Agematu et al., 1993). 

Los hongos también han sido utilizados para la inoculación de filtros, los cuales presentan 

resistencia a la acidificación y una amplia superficie de contacto. Los primeros reportes de 

respiración aerobia fueron con colorantes tipo azo, mediante la utilización de hongos 

ligninolíticos en 1990, cuando Cripps y colaboradores publicaron la decoloración de 22 

colorantes tipo azo por Phanerochaete chrysosporium. Además, se ha probado que no solo 

esos hongos tienen la capacidad de degradar estos compuestos si no también con otros 

hongos del mismo género como Pleurotus ostreatus que es capaz de degradar compuestos 

con estructuras químicas más complejas (Dávila y Vásquez, 2006) por lo que, actualmente 

son utilizados para la degradación de xenobióticos por la tecnología de biofiltración.  

 

1.3.3 TECNOLOGÍA DE BIOFILTRACIÓN  

 

La tecnología de la biofiltración es una tecnología versátil para el control de una gran 

variedad de compuestos, inicialmente fue utilizada con el fin de minimizar los olores en las 

emisiones a la atmósfera de las plantas de tratamiento de agua. En la actualidad, también 

puede aplicarse a otros compuestos orgánicos de origen muy diverso (Elías et al., 2002), 

aumentando considerablemente su campo de aplicación. En la siguiente tabla 4, se 

muestran algunos ensayos en los que se ha empleado la técnica de biofiltración con 

diversos sustratos y Pleurotus ostreatus como organismo degradador. 

Esta tecnología presenta importantes ventajas desde un punto de vista económico con 

respecto a otras tecnologías descontaminantes, con costos de instalación y operación 

reducidos. Además, se consiguen eficiencias de descontaminación superiores al 90 %, el 

sistema trabaja a temperatura ambiente, no está sujeta a errores humanos, no requiere 

reactivos químicos y los productos son inocuos o al menos reutilizables (Ramos y Márquez,  

2002). El principio de la biofiltración básicamente consiste en hacer pasar un flujo por un 

lecho filtrante empacado de un sustrato o la mezcla de estos, los cuales pueden ser 
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orgánicos e inclusive inorgánicos, sobre el cual crecen microorganismos que utilizan a los 

contaminantes como fuente de energía.  

 

Tabla 5. Estudios en los que se ha utilizado a Pleurotus ostreatus como organismo 

degradador en la remoción de materia orgánica y decoloración de colorantes tipo azo. 

 
Título Remoción Descripción Fuente 

Desarrollo de tecnologías 

no convencionales para el 

tratamiento de efluentes 

de la fabricación de 

colorantes tipo azo 

Se obtuvo una 

decoloración 

de 12.5 %  

 

Se midió la remoción de del 

colorante naranja ácido 24 en 

concentración de 250 mg/L en 

reactores empacados con 

turba  

Moeller y 

Garzón 

(2003) 

 

Degradación fúngica del 

colorante naranja ácido 

24 

Decolora 60 % 

del colorante y 

24 y 40 de 

DQO  

Se probó la degradación del 

colorante en concentración de 

1000 mg/L en medio líquido y 

en un biofiltro empacado con 

turba  

Dávila 

(2005) 

 

Biodegradación del azul 

brillante remazol R por un 

complejo enzimático 

producido por Pleurotus 

ostreatus 

Remoción del 

color del 100% 

por el extracto 

enzimático en 

concentración 

de 0.2% 

La remoción del colorante fue 

monitoreada 

espectrofotométricamente a 

592 nm, se midió la actividad 

enzimática de la peroxidasa y 

lacasa 

Gomes y 

Matheus 

(2006) 

Selección de cepas para 

la decoloración de 

efluentes industriales  

Remoción del 

color del 50 %  

Se evaluó la degradación de 

colorantes con hongos  

Rodríguez 

et al 

(2006) 

Diseño de reactores 

empacados para la 

remoción de color en 

aguas residuales 

industriales  

Se reportó la 

remoción del 

50 % del color  

 

Se evaluó la degradación de 

colorantes en concentración 

de 500 mg/ L en un filtro 

empacado con turba  

Alatorre 

(2007) 
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1.3.4 MATERIALES DE EMPAQUE  

Uno de los grandes retos en las últimas décadas ha sido la disminución de materiales 

producidos durante actividades de producción y consumo (residuos) que finalmente se 

convierten en contaminantes ya que no cuentan con algún valor económico (Navarro et al., 

1995). Entre estos se encuentran los residuos orgánicos, cuya principal composición son 

restos biodegradables de animales y plantas, esto incluye restos de frutas, verduras y 

procedentes de la poda de plantas (Navarro et al. 1995). Los residuos de jardinería de las 

grandes urbes ocupan una cantidad considerable de residuos orgánicos municipales 

cercanos a las 6 439 mil toneladas anuales en el país (Crescencio, 2016). Entre estos se 

encuentra el Laurel de la India (Ficus) crece de manera acelerada ya que puede alcanzar 

hasta 10 metros en un periodo de 18 años, actualmente son utilizados como árboles de 

ornato y son considerados como los mayores generadores de residuos de jardinería, 

teniendo cerca de 90m3  de residuo de este material.  Adicional a esto una gran variedad de 

residuos como el estropajo se suman a la totalidad de los residuos recaudados. El estropajo 

es una esponja vegetal que pertenece al grupo de las llamadas "Plantas industriales". La 

planta de estropajo es una enredadera de la familia de las cucurbitáceas (como los pepinos 

y calabazas) que comprende numerosas especies, de las cuales las más conocidas son la 

Luffa acutangula y L. aegyptia (cylindrica), cuenta con una planta de raíz fibrosa, con tallo 

trepador que puede subir en los árboles tropicales y alcanzar más de 15 m de longitud, tiene 

en forma separada flores masculinas y femeninas, cuenta con una vida muy corta. El fruto 

es alargado, cilíndrico, liso de color verde de 20 a 60 cm de longitud y un diámetro de 8 a 12 

cm. Cuando el fruto madura, toma un color amarillento, marcado con líneas longitudinales 

verde oscuras, las semillas son aplanadas de color negro. Dada la morfología de estos 

materiales fibrosos y el alto contenido de lignina, se ha tratado de darles algunos usos 

prácticos, como: filtros para agua y aceite, calderas y destilerías, rellenos para las industrias 

mobiliarias y textiles, con el fin de aprovechar estos residuos, se ha planteados evaluar la 

degradación de carbamazepina por Pleurotus ostreatus en filtros empacados con tales 

sustratos orgánicos como poda de Laurel de la india (Ficus sp) y estropajo (Luffa 

aegyptiaca). 
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1.4 . PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La contaminación de aguas superficiales por fármacos se ha convertido en un tema de sumo 

interés debido a que este tipo de compuestos resultan tóxicos no sólo para organismos 

acuáticos sino para todos los seres que interaccionan de forma directa o indirecta con dicho 

ambiente, unido a esto, se han reportado concentraciones relativamente altas de diversos 

fármacos, entre estos la carbamazepina (CBZ), en efluentes de plantas de tratamiento, 

aguas superficiales e inclusive en agua potable (Ramos, 2009). Se estima que en el mundo 

se consumen más de mil toneladas de CBZ (Zhang et al., 2008) de las que al no ser 

totalmente metabolizadas en el cuerpo humano se excreta aproximadamente el 28%, de 

estos el 1% en su forma inalterada y el resto en forma de metabolitos, de los cuales se han 

identificado por lo menos 30 (Martínez, 2013).  

Dado que por el momento no se ha encontrado algún proceso eficiente que garantice la 

ausencia de este tipo de compuestos en el agua, se propone el uso de filtros empacados 

con sustratos orgánicos e inoculados con Pleurotus ostreatus, el cual cuenta con enzimas 

poco específicas que al metabolizar este compuesto podría lograr la disminución y/o 

eliminación de este fármaco presente en sistemas ambientales. 

 

1.5 . JUSTIFICACIÓN 

Actualmente fármacos como la CBZ considerada un compuesto teratogénico, ha sido 

catalogado como un contaminante emergente antropogénico ecotoxicológico altamente 

persistente en el ambiente (Clara et al., 2004). Es necesario contar con sistemas de 

tratamiento adecuados que garanticen la inocuidad del agua, ya que las tecnologías 

actuales para la remoción de contaminantes emergentes y persistentes no son eficientes, 

debido a que sólo remueven el 7% de la concentración de estos compuestos (Martínez 

2013). Al contar con agua de baja calidad se presentan inconvenientes que afectan a los 

consumidores, por lo que se deben implementar tecnologías que garanticen la remoción de 

compuestos que pongan en riesgo la salud. Una alternativa es la implementación de 

biofiltros inoculados con Pleurotus ostreatus, que tiene la capacidad de degradar 

compuestos emergentes y persistentes. 
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1.6  OBJETIVOS 

1.6.1 OBJETIVO GENERAL 

 

Remover carbamazepina en medio líquido mediante filtros empacados con ramas de poda 

de Laurel de la India (Ficus sp) y estropajo (Luffa aegyptiaca) como material de empaque e 

inoculados con Pleurotus ostreatus. 

 

1.6.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Determinar los parámetros cinéticos de crecimiento del hongo Pleurotus ostreatus en 

medio mineral sólido 

• Caracterizar la remoción de carbamazepina en medio mineral líquido 

• Evaluar la remoción de carbamazepina en un sistema de filtros empacados con 

sustratos orgánicos y Pleurotus ostreatus  

1.6.3 PREGUNTAS DE INVESTIGACIÓN  

 

• El hongo Pleurotus ostreatus ¿tiene la capacidad de crecer y desarrollarse en 

presencia de carbamazepina en medio sólido mineral in vitro? 

• La remoción de carbamazepina por Pleurotus ostreatus en un medio líquido mineral 

¿puede ser llevada a cabo? 

• ¿Es posible degradar carbamazepina utilizando filtros empacados con sustratos 

orgánicos? 

 

1.6.4 HIPÓTESIS 

 

Los biofiltros empacados con sustratos orgánicos como poda de Laurel de la India (Ficus) y 

estropajo-tezontle con cultivo de Pleurotus ostreatus adaptado al crecimiento con 

carbamazepina, son una tecnología viable para remover mediante el proceso de biofiltración 

más del 50% de la concentración de este fármaco presente en agua sintética en 

concentración de 100 mg/L. 
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CAPÍTULO 2. ANTECEDENTES  

2.1 DEGRADACIÓN DE CARBAMAZEPINA POR HONGOS LIGNINOLÍTICOS Y LAS ENZIMAS 

INVOLUCRADAS  

De acuerdo a estudios reportados por Jelic y colaboradores (2012) y Golan-Rosen y 

colaboradores (2015), las especies de hongos Trametes versicolor y Pleurotus ostreatus 

cuentan con enzimas capaces de degradar compuestos recalcitrantes como la 

carbamazepina. 

Jelic y colaboradores (2012), reportaron un porcentaje de degradación de la carbamazepina 

de un 94 % por Trametes versicolor durante un periodo de seis días de incubación, 

evaluaron la capacidad del hongo para degradar este contaminante en concentraciones 

ambientales en el orden de ppm, adicional a esto fueron realizados ensayos de toxicidad 

aguda en donde se demostró que los medios con lo que se realizaron los ensayos de 

degradación no eran tóxicos, lo que indica que, un proceso de degradación de 

carbamazepina por T. Versicolor es una tecnología viable para remover el contaminante. 

Golan-Rosen y colaboradores (2015), reportaron que Pleurotus ostreatus tiene la capacidad 

de disminuir la concentración de carbamazepina hasta un 98 % en un periodo de ocho días 

de incubación, evaluaron sistemas enzimáticos tales como citocromo P450 (CYP450) y la 

manganeso peroxidasa (MnP), mostrando que cuando estos sistemas se encuentran activos 

en conjunto son capaces de remover hasta un 99 % de la concentración de CBZ, sin 

embargo, cuando estos sistemas son inactivados se presenta una eliminación del 10-30 %, 

resultando responsable de esta degradación la enzima versátil peroxidasa (VP), 

demostrando que dos clases de enzimas son las que están involucradas en la oxidación de 

CMZ por este hongo. 

Las hifas de T. versicolor y P. ostreatus producen fenoles relacionados con la lignina o 

ácidos grasos insaturados y actúan como mediadores naturales lo que proporciona a las 

enzimas el potencial oxidativo para la degradación de xenobióticos. 
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2.2  METODOLOGÍA 

 

La metodología general se muestra a continuación en la figura 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Desarrollo experimental para la evaluación de la remoción de carbamazepina 

(CBZ) mediante filtros empacados con sustratos orgánicos y Pleurotus ostreatus 

(HEMIM-50). 
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Para el desarrollo de la presente investigación se plantearon tres etapas experimentales, 

con el fin de llevar un control para el reporte del alcance de los objetivos planteados como 

se muestra en la figura 4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Desarrollo experimental para la evaluación de la remoción de carbamazepina 

(CBZ) mediante filtros empacados con sustratos orgánicos y Pleurotus ostreatus (HEMIM-

50). 
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2.2.1  CARACTERIZACIÓN DE LA CEPA FÚNGICA 

2.2.2 MATERIAL BIOLÓGICO  

La cepa de Pleurotus ostreatus HEMIM-50 (cepa madre), fue proporcionada por el Herbario 

Micológico de Morelos (HEMIM) del centro de Investigaciones Biológicas (CIB) de la 

universidad Autónoma del estado de Morelos (UAEM) la cual fue crecida en medio HIT 

(Harina integral de trigo y dextrosa). 

Una vez obtenida la cepa se realizó la propagación en dos medios de cultivo: glucosa 

peptona (GP) y PDA (Agar de dextrosa y papa) como control, todos los ensayos se 

realizaron por quintuplicado. 

2.2.3 FORMULACIONES DE MEDIOS DE CULTIVO SÓLIDOS Y LÍQUIDOS   

 
Las formulaciones de los medios de cultivos fueron utilizadas tanto para la evaluación en 

medio sólido al incorporar agar a la mezcla, así como en líquido. 

2.2.4 MEDIO AGAR DE DEXTROSA Y PAPA (PDA) 

Se utilizó un medio de cultivo comercial marca Divico ®. Se rehidrataron 39 g del medio de 

cultivo en un litro de agua destilada. Se dejó reposar la mezcla de 10 a 15 minutos. Se 

calentó agitando frecuentemente hasta el punto de ebullición durante 1 minuto para disolver 

por completo. Se esterilizó en autoclave a 121°C (15lbs de presión) durante 15 minutos. Se 

enfrió a temperatura ambiente hasta aproximadamente a 45°C y se vació en cajas de Petri 

de 90x15 mm con un volumen aproximado de 15 mL. En la tabla 6, se muestra la 

formulación del medio.  

Tabla 6. Medio de cultivo agar de dextrosa y papa. 
 

 

 

 

 

 

Medio agar de dextrosa y papa (PDA) 

Reactivo  Cantidad (g/L) 

Agar 15 

Dextrosa 20 

Infusión de papa 4 



25 
 

2.2.5 MEDIO GLUCOSA PEPTONA Y MEDIO MÍNIMO 

Se mezclaron los reactivos en las porciones establecidas en la tabla 7, se esterilizó en 

autoclave a 121°C (15lbs de presión) durante 15 minutos. Se enfrió aproximadamente a 

45°C y se vació en cajas de Petri con un volumen aproximado de 15 mL. Adicional a esto se 

elaboraron las siguientes formulaciones de medios limitados en nutrientes, como se indican 

en las tabla 7, a la par se agregó la CBZ marca Sigma® en una concentración de 100 mg/L, 

con el fin de verificar que la cepa fúngica tenga la capacidad de crecer en presencia del 

fármaco. 

Tabla 7. Formulaciones evaluadas para el crecimiento de P. ostreatus. 

 

 Formulaciones 

Reactivo 
GP MM GP+CBZ MM+CBZ 

Cantidad (g/L) 

Glucosa 20 20 20 20 
Peptona 5 0 5 0 

(NH4)2SO4 0 5 0 5 
K2HPO4 1 1 1 1 

MgSO4.7H2O 0.5 0.5 0.5 0.5 
Agar 15 15 15 15 
CBZ 0 0 0.1 0.1 

 

2.2.6 RESIEMBRA DE Pleurotus ostreatus 

A partir de la cepa madre se tomaron, con ayuda de un horadador, 20 discos de 8 mm de 

micelio, con una aguja de disección se tomó cada disco y se colocó en el centro de la caja 

Petri previamente preparada con medio de cultivo en condiciones de esterilidad, se incubo a 

28°C hasta que la cepa llenó la totalidad de la caja esta fue llamada cepa F1.  

2.3 CARACTERIZACIÓN MICELIAL DE  Pleurotus ostreatus EN MEDIO SÓLIDO 

2.3.1 VELOCIDAD DE CRECIMIENTO  

Se cortaron 5 discos de 8 mm aproximadamente con un horadador, a partir de la cepa F1, 

se tomó con una aguja de disección y se colocó en el centro de una caja Petri previamente 

preparada con medio de cultivo en condiciones de esterilidad, se incubó a 28°C. Se 

monitoreó el diámetro de crecimiento micelial hasta que la cepa cubrió la totalidad de la caja, 
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se midió el diámetro del disco cada 24 horas con un vernier hasta que se cubrió la caja Petri 

y se determinó la tasa radial de crecimiento diametral de acuerdo a la ecuación 1 (López et 

al., 2012). El bioensayo se realizó por quintuplicado y el resultado fue expresado en µ (d-1).  

Ecuación 1. 

 

Dónde:  

X0= Invasión diametral inicial al día de inoculación (cm) 

X  = Invasión diametral calculada con el modelo matemático (cm) 

K  = Diámetro máximo al último día de incubación (cm) 

µ  = Velocidad especifica de crecimiento (d-1) 

t   = tiempo de crecimiento (d) 

2.3.2 BIOMASA MICELIAL 

A partir de la cepa F1 se cortaron con un horadador 5 discos de 8 mm aproximadamente, 

con una aguja de disección se tomaron y colocaron en el centro de cada caja Petri 

previamente preparada con medio de cultivo en condiciones de esterilidad, se incubo a 

28°C, se monitoreo visualmente el crecimiento de la cepa cada 24 horas hasta que esta 

cubrió la totalidad de la caja, una vez finalizado el crecimiento se colocó la caja Petri 

descubierta en un horno de microondas durante 40 segundos a una potencia del 10%, una 

vez que el agar fue separado del micelio se traspasó a papel filtro de peso conocido y se 

dejó  reposar por 30 minutos, se pesó en una balanza analítica y se colocó en una 

incubadora a 65°C durante 4 horas, se dejó enfriar por 30 minutos y se tomó nuevamente el 

peso, la biomasa micelial se determinó  pesando el micelio retenido en papel filtro, secado a 

peso constante. El contenido micelial alcanzado se expresó en gramos de micelio por caja 

de medio de cultivo utilizado como lo mencionan Salmones y Mata (2005). El bioensayo se 

realizó por quintuplicado.  

2.3.3 CARACTERIZACIÓN MORFOLÓGICA  

Para el análisis de las características morfológicas del micelio se observaron y describieron 

el color, textura (algodonosa o aterciopelada), densidad (abundante, regular o escasa), tipo 



27 
 

de micelio (aéreo o rastrero), hifas aéreas y crecimiento de la colonia (Sobal et al., 2007 y 

Guadarrama-Mendoza et al., 2014). Registrando así las diferencias y semejanzas que 

presenta el micelio al desarrollarse en las formulaciones. 

2.4  ETAPA 2: EVALUACIÓN DE LA REMOCIÓN DE CARBAMAZEPINA  

2.4.1 EVALUACION DE LA REMOCIÓN Y MINERALIZACIÓN DE CARBAMAZEPINA (CBZ) 

POR HPLC Y TOC 

 

Para la segunda etapa se midió la disminución de la concentración de CBZ en medio 

mineral líquido por la técnica de HPLC (Cromatografía de líquidos de alta resolución) y 

mineralización por la cuantificación de moléculas de carbono, por medio de un análisis de 

TOC (Carbono orgánico total), producto de la respiración del hongo. Adicional a esto, se 

evaluó la velocidad de crecimiento y biomasa micelial para determinar si la presencia de 

CBZ en el medio tiene alguna repercusión en el desarrollo del organismo. Las formulaciones 

se modificaron de forma que la fuente carbono, nitrógeno y combinación de éstas fueran 

sustituidas por CBZ. Los bioensayos se realizaron por quintuplicado.  

2.5 EVALUACIÓN DE LA REMOCIÓN DE CARBAMAZEPINA (CBZ)  EN MEDIO MINERAL 

LÍQUIDO 

Para cada ensayo se cortaron dos discos de inóculo (15mm de micelio en medio mineral 

sólido ya que en esta condición la cepa ya había sido limitada en nutrientes) y se agregaron 

a 100 mL de medio mineral en frascos de 500 mL y se incubaron a 28°C en oscuridad 

durante 10 días, tiempo en el cual el medio se decantó y se adicionó medio mineral fresco 

con CBZ en concentración de 100 mg/L a la biomasa generada, se incubó nuevamente a 

28°C durante 25 días, se tomó una muestra del medio mineral cada 48 horas, la evaluación 

se realizó en sistema en agitación (150 rpm) y en estático. Para cuantificar la concentración 

de CBZ en el medio, se realizó una curva de calibración de CBZ de 0 a 200 mg/L con 

intervalos de 20 mg/L. Las muestras fueron pasadas por un filtro de teflón de 0.45 micras y 

almacenadas en frascos ámbar a 4°C para su posterior análisis. La concentración de CBZ 

se determinó por la técnica de cromatografía de líquido de alta eficiencia (HPLC), las 

soluciones para la elución de los compuestos del medio son acetonitrilo/ agua acidificada 

con ácido fórmico 0.1 % (v/v) 60/40 en condiciones isocráticas a una absorbancia de 286 nm 

como lo describen Golan-Rozen y colaboradores (2011), posterior a esto se realizó el 
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análisis de los cromatogramas obtenidos con el fin de cuantificar la concentración de CBZ 

presente en las muestras. El bioensayo se realizó por triplicado.  

2.6 EVALUACIÓN DE LA MINERALIZACIÓN DE CARBAMAZEPINA (CBZ)  EN MEDIO 

MINERAL LÍQUIDO 

 

Para evaluar la mineralización de CBZ en medio mineral se realizó la cuantificación de 

moléculas de carbono inorgánico asociadas a CO2 por la respiración del hongo Pleurotus 

ostreatus. Para cada ensayo se cortaron dos discos de medio sólido, marcado como micelio 

F1 (discos de 15mm de micelio en medio mineral sólido) se adicionaron 100 mL de medio 

mineral en frascos de 500 mL y se incubaron a 28°C en oscuridad, la evaluación se realizó 

en sistema en agitación (150 rpm) y en estático. Se tomó una alícuota de 1.5 mL y por la 

técnica de HPLC se determinó la concentración inicial de CBZ, se horadaron tapones de 

caucho No. 6 con dos orificios, en cada uno se introdujo una varilla de vidrio previamente 

doblada con el objeto de fungir como entrada y salida de aire, el material fue esterilizado y 

montado en el recipiente de vidrio (Figura 3). Por otra parte, se preparó una solución de 

NaOH 1M la cual funciono como trampa de CO2, esta se colocó en un frasco con un tapón 

de caucho con dos mangueras, una conectada a una bomba de aire, la cual estaba 

sumergida en la solución de NaOH y, la segunda colocada en la parte superior, por la que 

se suministró aire libre de CO2 al sistema. A partir del tercer día de incubación se hizo pasar 

aire libre de CO2 al frasco con el cultivo de Pleurotus ostreatus por 15 minutos, a este mismo 

se conectó un reservorio con NaOH a la salida del aire en el que quedaron retenidas las 

moléculas de CO2, se tomó la solución del reservorio y se colocó en un tubo hasta su 

análisis, la toma de muestra se realizó dos veces por semana. Para determinar la 

concentración de carbono asociado a moléculas de CO2 se tomaron 25 µL de muestra de 

NaOH y se aforó en un matraz de 25 mL, la solución fue repartida en viales de vidrio para 

TOC y se cuantificó en el equipo de carbono inorgánico. Se diseñó un método para la 

cuantificación de moléculas de carbono que incluyó una curva de calibración de 0 a 150 

ppm, como blanco se utiliza la solución de NaOH libre de CO2. Finalmente, se realizó un 

análisis de la concentración de carbono. El bioensayo se realizó por triplicado.  
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Figura 5. Sistema para la evaluación de la mineralización de CBZ en medio mineral líquido. 
 

2.7  ETAPA 3: REMOCIÓN DE CARBAMAZEPINA EN FILTROS EMPACADOS  

En la tercera etapa se evaluó la remoción de CBZ mediante filtros empacados con ramas de 

poda del árbol Laurel de la India (Ficus sp) más tezontle y, estropajo (Luffa aegyptiaca) más 

tezontle, como sustratos e inoculados con Pleurotus ostreatus. Se inocularon dos filtros con 

dimensiones de 12.7 cm de diámetro, 40 cm de altura y una capacidad de 5.7 L y se dejan 

incubar durante 25 días. 

La cepa con la que se realizó la propagación del micelio en el filtro, fue crecida en medio 

mineral y CBZ.   

2.7.1 PREPARACIÓN DEL INÓCULO  

 

Se pesaron 2.5 kg de semilla de trigo, se lavó y limpio retirando las impurezas y 

seleccionando los granos de trigo enteros, el material se hidrató hirviendo por 20 minutos 

aproximadamente, una vez transcurrido el tiempo el material se vertió en coladeras para 

eliminar el exceso de humedad y se dejó escurrir por 12 horas, transcurrido este tiempo se 

adicionaron 41.25 g de fórmula química (yeso) y 22.5 g de fórmula química (cal), se mezcló 

homogéneamente y empacó en bolsas de poli papel con 200 g de semilla, las bolsas fueron 

cerradas con ligas. El material se esterilizo durante 45 minutos a 85°C, una vez transcurrido 

el tiempo, se dejó enfriar a temperatura ambiente y, se inocularon con ½ parte del micelio 
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de aire Trampa de CO2 

(NaOH) 

Medio de 

cultivo + 
micelio 

Aire libre de 
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Trampa de CO2 

(NaOH) 
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crecido en agar (en cajas Petri de 80 mm) y, se incubaron a 28°C en oscuridad durante 21 

días aproximadamente.  

2.7.2 PRETRATAMIENTO DEL SUSTRATO  

El material de empaque fue triturado para la homogenización del tamaño de partícula entre 5 

a 10 cm de largo para las ramas de árbol de poda de Laurel de la India (Ficus sp), 

rectángulos de 5 a 7 cm para el estropajo (Luffa aegyptiaca) y 0.5 cm para el tezontle. 

Posteriormente, se lavó con agua corriente y una solución de hipoclorito de sodio al 2 %, se 

colocaron en contenedores que permitieran drenar el exceso de humedad y, se embolsaron 

para la aplicación de un tratamiento térmico, el material se pasteurizó durante 45 minutos a 

85°C y se dejó enfriar a temperatura ambiente. 

2.7.3 PREPARACIÓN DE LOS BIOFILTROS    

 

Los biofiltros fueron lavados con agua y jabón libre de fosfatos, se sumergieron en solución 

de hipoclorito de sodio al 2% durante 3 horas, se enjuagaron con agua corriente y taparon 

con gasas estériles. Previo a la inoculación del biofiltro se esterilizó a 121°C (15lbs de 

presión) durante 15 minutos el siguiente material: grava (para una distribución homogénea), 

mallas de polietileno de alta densidad (PEAD) de 40 X 25 hilos por pulgada (para evitar 

pérdidas de sustrato), mangueras, gasas y papel filtro. Los biofiltros fueron montados como 

se muestra en la figura 4. Se llenaron los biofiltros colocando una capa de 2.5 cm de 

espesor de grava en la base del filtro y la malla sobre esta, se pesó el sustrato (50g de poda 

de Laurel de la India y 25g y 75g para la mezcla estropajo-tezontle respectivamente) y 30 de 

inóculo de Pleurotus ostreatus, a los sustratos se les agregó el agua necesaria para que 

estos tuvieran 65% de humedad, para esto se tomó una muestra del sustrato y se apretó 

con los puños, se dice que se obtiene esta humedad cuando escurren unas gotas del 

sustrato. Para el llenado del biofiltro se realizó la técnica de capas (distribuidas 

homogéneamente) hasta que este quedó a ¾ de su capacidad (cuando se alcanzó una 

altura de 37.5 cm en la columna) con el fin de tener el espacio suficiente para el intercambio 

gaseoso adecuado. Se colocó el papel filtro y la gasa en la superficie descubierta de la 

columna. El biofiltro fue cubierto con una malla sombra al 75% de oscuridad que limitaba la 

entrada de luz directa en el sistema.  
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Figura 6. Esquema del biofiltro empacado con sustratos orgánicos.  
 
 

Para determinar el flujo de entrada de solución sintética de carbamazepina (CBZ) (agua 

destilada y CBZ en concentración de 100 mg/L) al sistema, se determinó la porosidad del 

material del empaque, así como el tiempo de retención hidráulica a los biofiltros previamente 

empacados e incubados a las condiciones descritas.  

2.7.4 DETERMINACIÓN DE LA POROSIDAD DEL MATERIAL DE EMPAQUE 

 

Inicialmente es determinado el volumen de espacios vacíos en la capa de grava. Se 

introdujo agua limpia hasta que fue inundada la capa de grava por la manguera de 

alimentación de aire, tratando de no mojar la capa del material de empaque, se colocó en el 

efluente un vaso de precipitados de 1 L y se dejó salir el agua del biofiltro, se midió con una 

probeta el volumen de agua desalojado el cual es equivalente al volumen de espacios 

vacíos en esta capa, se realizó por triplicado. Para la determinación del volumen de 

espacios vacíos del material de empaque del biofiltro se llenó con agua limpia hasta que el 

medio filtrante quedó totalmente sumergido. El llenado se realizó lentamente para evitar la 

expansión del mismo y la formación de burbujas de aire, para permitir que el agua penetre a 
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todos los microporos del material de empaque orgánico, el agua se dejó toda la noche. Al 

día siguiente se rellenó con agua para igualar el nivel superior del medio filtrante ya que 

disminuyó, debido a que fue absorbido en los microporos, se empezó con el vaciado del 

biofiltro, midiendo el tiempo que tardó en drenarse el agua que ocupaba los espacios vacíos, 

se abrió el efluente para vaciar la columna, el agua se colectó en contenedores diferentes 

por periodos de tiempo (1, 2, 4, 15, 30, 60, 180, 240, 420 y 1440 minutos), se midió el 

volumen desalojado con una probeta, se realizó por triplicado, al finalizar las pruebas de 

vaciado se tomó una muestra de medio filtrante de la parte alta de los biofiltros para 

determinar el contenido de agua por gravimetría. Se pesó el medio filtrante en una cápsula 

de porcelana a peso constante, se dejó secar en la estufa a 104°C 3 horas, se pesó el 

medio filtrante seco hasta obtener peso constante y por diferencia de peso se obtuvo la 

masa de agua que contenía el medio filtrante húmedo. Se realizó por triplicado. A partir del 

peso del medio filtrante húmedo que se utilizó para empacar la columna, se determinó la 

masa total de agua retenida en el lecho de la columna, se considera que un gramo de agua 

es equivalente a un mL de agua, entonces la masa de agua retenida es igual al volumen de 

agua retenida en el medio filtrante húmedo, con los resultados obtenidos se determinó la 

porosidad de la columna: 

Determinación de la porosidad del lecho filtrante 

Porosidad= macroporosidad +microporosidad 

La macroporosidad corresponde al volumen total de agua que sale de la columna durante 

las pruebas de vaciado. La microporosidad es igual al volumen de agua retenida en el 

material orgánico (% humedad) del medio filtrante. Este valor se obtuvo a partir de las 

muestras de medio filtrante tomadas al final de las pruebas de porosidad.  

2.7.5 TIEMPO DE RETENCIÓN HIDRÁULICA  

Para determinar el tiempo de retención hidráulica (TRH) en un sistema inundado con 

biomasa suspendida, el TRH es igual al volumen útil del biofiltro entre el caudal alimentado. 

A través de las pruebas de vaciado obtenidos en el apartado 3.6.1, se calculó el caudal de 

salida que corresponde a cada tiempo de muestreo (1, 2, 4, 15, 30, 60, 180, 240, 420 y 1440 

minutos), para cada caudal se calculó el volumen de espacios vacíos que se generaron (que 

es igual al acumulado de agua que sale del filtro) y se siguieron los siguientes 

procedimientos: 
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a. Para determinar el caudal (Q) se ocupó la siguiente ecuación:  

Q =  volumen acumulado /  intervalo de tiempo 

b. Con los datos se elaboró una gráfica en donde el caudal se encontraba en el 

eje de las ordenas Vs. Volumen de espacios vacíos (volumen acumulado) en 

el eje de las abscisas.  

c. Con la ecuación de la curva que se obtuvo, fue posible estimar el volumen de 

espacios vacíos para diferentes caudales aplicados al biofiltro. 

2.7.6 OBTENCIÓN DE EXTRACTOS   

 
Una vez que el micelio colonizó totalmente el sustrato, se inició con el suministro de agua 

sintética (2.5 L para poda de Laurel de la India y 0.8 L para estropajo), (agua destilada y 

CBZ en concentración de 100 mg/L), se tomaron muestras cada 24 horas del efluente del 

biofiltro y se dejó en refrigeración a 4°C hasta su análisis. 

2.7.7 ANÁLISIS FÍSICOS Y QUÍMICOS DE LOS EXTRACTOS 

 

Para realizar los análisis de los efluentes se esperó a que estuvieran a temperatura 

ambiente, se sumergió el multímetro en la muestra, se cuantificó oxígeno disuelto, 

conductividad eléctrica, pH y temperatura. 

2.7.8 DETERMINACIÓN DE PROTEÍNAS  

 

La cantidad de proteínas contenida en los extractos se determinó mediante la técnica 

descrita por Lowry. Se elaboró una curva patrón a partir de una solución de albúmina de 

suero bovino (BSA al 2mg/mL) y la concentración de proteína se determinó por la 

interpolación de los valores de absorbancia. Se prepararon soluciones (Na2CO3 al 2 %, 

NaOH 0.1 M, CuSO4 al 1 %, folin-Ciocalteu) se agregan 0.5 mL de muestra, 0.5 mL de agua, 

5 ml de solución Na2CO3 al 2 %, NaOH 0.1 M y CuSO4 al 1 %, se dejó reposar por 10 

minutos en oscuridad, se agregaron 0.5 mL de foling-Ciocalteau y se agitó para dejar 

reposar por 20 minutos, se midió la absorbancia en espectrofotómetro a 580 nm, como 

blanco se utilizó una muestra que contenía solo agua en lugar del extracto.  
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2.7.9 DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD CATALÍTICA  

3.6.9.1. ACTIVIDAD DE MANGANESO PEROXIDASA (MnP) 

 

Para la determinación de la actividad catalítica de la MnP se utilizó el método descrito por 

Rubilar (2007). En un tubo ependorff se agregaron los reactivos de la tabla 8, en orden de 

aparición, se agitó la mezcla de reacción e incubó a 30°C por 10 minutos, se adicionaron 

40µl de NaOH 2N y se determinó la absorbancia a una longitud de onda de 610nm. Como 

blanco se agregan todos los componentes sin el H2O2, que fue reemplazado por agua 

desionizada, Para calcular las unidades de actividad enzimática, se utilizó un coeficiente de 

extinción de 4460 M-1. cm-1 reportado por Michel et al. (1991) y la ecuación 2. 

 

Tabla 8. Mezcla de reacción para la determinación de la actividad catalítica de MnP. 

 

Mezcla de reacción 

Reactivo  Concentración  Cantidad (µl) 

Rojo de fenol (C19H14O5S) 0.01%(p/v) 50  

Lactato de sodio (NaC₃H₅O₃) 25 mM 50  

Sulfato de manganeso (MnSO4)  100 µM 50 
Albúmina de huevo  0.1%(p/v) 50 
Succinato de sodio  20 mM pH 4.5 50 

Muestra N/A 700  
H2O2  100 µM 50  

 
 

 
         

Ecuación 2 
 

Donde:  

UMnP = Unidades de manganeso peroxidasa  

A = Absorbancia de la muestra 

Vt = Volumen total de reacción 

Vm = Volumen de muestra 

t = Tiempo de reacción 

λ = Paso de haz de luz 
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3.6.9.2. ACTIVIDAD DE LA ENZIMA VERSÁTIL PEROXIDASA (VP) 

 
La actividad VP se midió por la formación del complejo Mn+3- en el complejo tartrato (ε238 

6.500 M-1 cm-1) durante la oxidación de 0.1 mM Mn2+ (como MnSO4) en 100 mM de solución 

reguladora de tartrato de sodio, pH 5, en presencia de 0.1 mM de H2O2 como lo menciona 

Rodríguez y colaboradores (2004).    

3.6.9.3. ACTIVIDAD DE LA ENZIMA LIGNINA PEROXIDASA (LiP) 

La actividad de la lignina peroxidasa fue medida por la oxidación de alcohol veratrílico a 

veratril aldehído de acuerdo a lo descrito por Fernández y Henao (2007). Se preparó la 

mezcla de reacción de la tabla 9 en orden de aparición, se agitó la mezcla de reacción e 

incubó a 30°C por 1 minuto, para determinar la absorbancia se utilizó una longitud de onda 

de 310nm. Como blanco se agregan todos los componentes sin el H2O2 y 760 µl de muestra, 

para el cálculo de la actividad catalítica se utilizó un coeficiente de correlación de ε 310 165 

L.mmol-1 cm-1. 

Tabla 9. Mezcla de reacción para la determinación de la actividad catalítica de LiP. 
 

 
 
 
 
 
 

3.6.9.4. ACTIVIDAD DE LA ENZIMA LACASA 

La determinación de la actividad enzimática de lacasa, fue medida por la oxidación del 

ABTS siguiendo el método descrito por Dhouib y colaboradores (2005). Se preparó la 

mezcla de reacción de la tabla 10 en orden de aparición, se agitó la mezcla de reacción y se 

le dio seguimiento por 3 minutos, se determinó la absorbancia a una longitud de onda de 

420nm.  Se tomó la absorbancia al inicio y al final de la reacción. Como blanco se agregaron 

100 µl de buffer y 900 µl de muestra para el cálculo de la actividad catalítica se utilizó un 

coeficiente de correlación de ε420 36 M-1 cm-1. 

 

Mezcla de reacción 

Reactivo  Concentración  Cantidad ( µl) 
Buffer tartrato de sodio  0.25 M  pH 3.5 200  

Alcohol veratrílico  10 mM 40  

Muestra  N/A 710  

H2O2 4 mM 50  
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Tabla 10. Mezcla de reacción para la determinación de la actividad catalítica de lacasa. 

 
Mezcla de reacción 

Reactivo  Concentración Cantidad (µl) 

Buffer acetato de sodio  0.1 M pH 4.5 100  

Muestra  N/A 800 

ABTS 
0.5 Mm 100 

 
 
 
  

2.7.10  ANÁLISIS ESTADÍSTICOS  

 

Para evaluar el efecto de los tratamientos aplicados a nivel estadístico, se determinó el 

manejo de los datos en el programa estadístico MINITAB® versión 16.  

La interpretación del efecto de los tratamientos se realizó mediante los análisis de varianza y 

las pruebas de Fisher y Tukey, con la finalidad de determinar el si había un efecto en las 

variables crecimiento y producción de biomasa por la adición de carbamazepina (CBZ). 
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CAPÍTULO 3. RESULTADOS Y ANÁLISIS 

3.1  PRIMERA ETAPA: Parámetros cinéticos de crecimiento en medio sólido  

3.1.1 CARACTERIZACIÓN DE LA CEPA Pleurotus ostreatus (HEMIM-50) 

Como parte de la caracterización de la cepa se consideraron los siguientes parámetros: a) 

características morfológicas b) velocidad de crecimiento y c) biomasa micelial. 

a) Caracterización morfológica. La evaluación de las características morfológicas del 

hongo, mostraron que el organismo es capaz de adaptarse a diversas condiciones de 

crecimiento ya que durante la evaluación no se mostraron alteraciones que evidencien 

cambios en el fenotipo de la cepa, las características como color e hifas aéreas 

permanecieron constantes durante la evaluación tal como lo mencionan Dávila (2005), 

Sobal et al., 2007 y Guadarrama-Mendoza et al., 2014 por lo que estas son 

características que se presentan de forma típica en Pleurotus ostreatus 

independientemente de la cepa evaluada. La textura, densidad, tipo de micelio, 

crecimiento y presencia de halos se vieron afectados en las formulaciones evaluadas: 

PDA (agar papa dextrosa), GP (glucosa peptona), GP+CBZ (glucosa peptona con 

carbamazepina), Mm (medio mineral) y Mm+CBZ (medio mineral con carbamazepina), en 

el caso de Mm y Mm+CBZ se presentó la disminución de la invasión del micelio 

resultando una biomasa prácticamente escasa, típicamente la cepa mostró un promedio 

de 9.3 días para llenar la caja Petri, aunque se presentaron alteraciones en algunos de 

los parámetros evaluados, no se puede asegurar que la presencia de CBZ afectan el 

genotipo de la cepa. El monitoreo del crecimiento del micelio es mostrado en la figura 7 y 

en la siguiente tabla 11.   
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Tabla 11. Morfología de la cepa de Pleurotus ostreatus en diferentes medios. 

 

Medio de 

cultivo 
Color Textura Densidad Crecimiento Halos 

Hifas 

aéreas 

PDA Blanco Algodonoso Abundante Regular No Abundantes 

GP Blanco Aterciopelado Abundante Regular Si Regular 

GP+CBZ Blanco Aterciopelado Regular Irregular Si Regular 

Mm Blanco Aterciopelado Escasa Irregular No Regular 

Mm+CBZ Blanco Aterciopelado Escasa Irregular No Poco 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Comportamiento micelial in vitro de P. ostreatus durante la evaluación 

morfológica en las formulaciones evaluadas. A) PDA, B) GP, C) GP+CBZ, D) Mm y E) 

Mm+CBZ. 

 

b) Velocidad de crecimiento. Sánchez y Royse (2001), mencionan cinco etapas para 

describir el crecimiento de Pleurotus ostreatus: 1) fase de latencia, 2) exponencial, 3) 

fructificación, 4) declinación y, 5) muerte. En el cultivo en caja solamente se aprecian 

las dos primeras fases, como se muestra en la figura 8, ya que cuando el hongo es 

inoculado para su crecimiento en medio de cultivo apropiado este se adapta y 

sintetiza los componentes celulares necesarios para inicial la elongación celular, por 

otra parte, cuando el hongo ha logrado adaptarse al medio este aprovecha al 

máximo los nutrientes por lo que la fase exponencial dura muy poco tiempo ya que 

su crecimiento es limitado por el diámetro de la caja de cultivo que lo contiene. Se 

cuantifico la velocidad de crecimiento micelial diametral sobre caja de Petri, tomando 

como control el medio PDA (0.43d-1), esta es una velocidad de crecimiento típica 

para la formulación, de acuerdo con Sobal (2007) y Guadarrama-Mendoza (2014), 

    A                           B                           C                         D                           E 
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para los medios considerados como variables en el experimento se obtuvieron los 

siguientes resultados, GP (0.55d-1), GP+CBZ (0.38d-1), Mm (0.11d-1) y Mm+CBZ 

(0.10d-1). Se observó que a pesar de que la formulación de PDA es considerado un 

medio complejo, no presenta una diferencia estadísticamente significativa en 

comparación con la formulación de GP, por otra parte al evaluar la modificación de la 

fuente de nitrógeno en GP (peptona) y Mm ( (NH4)2SO4) se muestra un efecto en la 

velocidad de crecimiento del micelio. Al adicionar carbamazepina a las formulaciones 

GP y Mm se presenta una disminución en la velocidad de crecimiento entre estas 

dos formulaciones y en conjunto con las que no contenían el fármaco.  Con el fin de 

verificar sí la formulación de los medios de cultivo era uno de los factores que 

limitaba el crecimiento del micelio, se realizó la evaluación estadística, por el método 

de Fisher (MINITAB® versión 16) el diseño estadístico fue por bloques, los 

resultados son mostrados en el Anexo 1. Por otra parte, para descartar que el agar 

aportara fuente de carbono en la formulación, se realizó la evaluación de este, 

mostrando que no se presentaba una interferencia en las formulaciones de PDA, GP, 

GP+CBZ, Mm, el análisis estadístico mostró diferencia estadísticamente significativa, 

por lo que, se descarta que el micelio tome como fuente de energía el agar. 

 

 

 

 

 

 

 

  Figura 8. Velocidad de crecimiento de Pleurotus ostreatus en medios sólidos. 

 
c) Biomasa micelial. En la Figura 9 se muestra la biomasa micelial obtenida en las 

formulaciones evaluadas, los resultados indican mayor producción en el medio 
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control PDA (0.56g/caja Petri a los 10 días), seguido de Mm+CBZ (0.10g/caja Petri a 

los 19 días), GP (0.05g/caja Petri a los 7 días), Mm (0.03g/caja Petri a los 21 días), 

GP+CBZ (0.01g/caja Petri a los 11 días). Es importante mencionar que, el tiempo de 

obtención de estos valores difieren debido a que este parámetro se calcula se 

calcula en el momento en el que el micelio toca las paredes de la caja Petri, sin 

importar la biomasa que haya desarrollado en ese momento. El PDA es un medio 

comercial que cuenta con los nutrientes necesarios para el desarrollo micelial de 

Pleurotus ostreatus, razón por la cual los resultados obtenidos son mayores al 

compararlos con las formulaciones realizadas con la finalidad de evaluar la 

generación de micelial de acuerdo con la disponibilidad de nutrientes de los 

diferentes medios.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Biomasa miceial de Pleurotus ostreatus en diferentes medios sólidos. PDA: 

Agar de dextrosa y papa, GP: Glucosa peptona, GP+CBZ: Glucosa peptona y 

carbamazepina, Mm: Medio mineral y Mm+CBZ: Medio mineral y carbamazepina. 
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3.2  SEGUNDA ETAPA 

3.2.1 CARACTERIZACIÓN DE LA CEPA Pleurotus ostreatus EN MEDIO MINERAL LÍQUIDO   

 

En la primera etapa del proyecto, se verificó que la cepa de P. ostreatus fuera capaz de 

crecer (VC) y desarrollarse (BM) sin modificaciones fenotípicas en presencia de CBZ. En 

esta segunda etapa, se verificó que la cepa tuviera la capacidad de degradar y mineralizar al 

compuesto de interés, considerando la velocidad de crecimiento en medio mineral (Mm), con 

y sin CBZ como indicador, ya que se tenía la hipótesis de que en el medio líquido la 

disposición de nutrientes estaba más disponible para el micelio. 

a) Velocidad de crecimiento y biomasa micelial. La adición de CBZ al medio líquido, 

al igual que en el medio sólido muestra un efecto estadísticamente significativo en la 

velocidad de crecimiento (VC) del micelio (Anexo 1), Mm 0.02 d-1 y 0.1939 g/ml de 

biomasa micelial (BM) y, Mm+CBZ 0.01 d-1 de VC y 0.1875 g/ml de BM, se utilizó una 

concentración de 100 mg/L, esto fue monitoreado por un periodo de 21 días 

(expresado gráficamente en horas). El comportamiento micelial es mostrado en la 

siguiente figura.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Velocidad de crecimiento en Mm con y sin CBZ. 
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b) La remoción de CBZ evaluada por la técnica de HPLC indico que el fármaco es 

removido de mejor forma cuando se encuentra como aditivo en el medio mineral 

(Mm+CBZ) mostrando 30.81% de remoción total a los 54 días de incubación. Este 

porcentaje se ve reducido cuando los componentes nutrimentales del medio mineral 

(fuente de carbón y de nitrógeno) se sustituyen por CBZ, obteniéndose 26.22 % en el 

medio mineral con CBZ como fuente de carbono (Mm+CBZFC), 13.70 % medio 

mineral con CBZ como fuente de nitrógeno (Mm+CBZFN) y, 9.50 % en el medio 

mineral con CBZ como fuente de carbono y de nitrógeno, todos los valores obtenidos 

a los X días de incubación. Es probable que se deba a que la síntesis de nutrientes 

se lleva a cabo de manera más eficiente en las formulaciones en donde la fuente de 

carbono se encuentra en forma más asimilable por el micelio, como en el caso de la 

glucosa. En la figura 10, se muestra que la generación de biomasa se produce de 

manera típica con la adición del fármaco, asumiendo que el organismo se encuentra 

estable en contacto con este, dando como resultado mayor remoción del compuesto. 

Sánchez y Royse (2001), mencionan que el carbono es necesario para los hongos 

porque es la fuente directa de energía para su metabolismo; así mismo, es necesario 

para la formación de las diferentes partes y estructuras celulares. Dada la 

importancia que tiene para la vida de la célula, este elemento es el que requiere en 

mayores cantidades. El carbono puede ser utilizado por el hongo a partir de 

diferentes fuentes como polímeros, carbohidratos y, lípidos. Y en el caso de la 

formulación en la que la remoción fue mayor, el carbono se encontraba de manera 

más simple, como glucosa, en comparación con las formulaciones que solo 

contenían carbamazepina como fuente de carbono. Hasta este punto se sabía que el 

micelio tenía la capacidad de realizar una biotransformación en carbamazepina, pero 

no que porcentaje es transformado a otro compuesto ya que al realizar el análisis de 

los cromatogramas se observa la disminución del área del pico de CBZ, pero la 

aparición de un metabolito resultado del proceso (figura 10), por lo que es necesario 

realizar análisis con mayor detalle y descartar la aparición de compuestos que 

pudieran resultar más recalcitrantes que el compuesto original.  
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Figura 11. A) Cultivo de P. ostreatus. Medio mineral (Mm; izquierda), medio mineral con 

carbamazepina (Mm+CBZ; derecha), B) cromatograma del análisis del efluente de medio 

mineral con CBZ. 

c) Mineralización. Los resultados de la evaluación de la mineralización de CBZ en 

medio mineral (Mm) es mostrado en la figura 11, la concentración de carbono tiende 

a aumentar conforme pasa el tiempo, esto podría deberse a que cuando el hongo 

está limitado en nutrientes toma la CBZ y la transforma en sus procesos metabólicos, 

lo que da lugar a un incremento en la cantidad de CO2 producido por la respiración, 

con el fin de verificar que el incremento de la concentración de CO2 estuviera 

asociado a la presencia de CBZ se realizaron formulaciones en donde se evaluaron 

condiciones como Mm sin micelio, Mm con micelio, Mm con micelio y CBZ, los 

resultados de la mineralización son mostrados en la Tabla 12. Golan-Rozen y 

colaboradores (2011), mencionan que la remoción de CBZ se lleva a cabo 

eficientemente en un sistema en estático, sin embargo este ensayo fue evaluado en 

agitación, con el fin de obtener una mayor mineralización en el sistema, se modificó 

esta condición y el ensayo se evaluó en estático, los resultados no mostraron mayor 

mineralización del compuesto en comparación con el sistema en agitación, 

nuevamente la formulación que mayor mineralización mostró fue Mm+CBZ (14.83%), 

seguido por Mm+CBZFN (10.30%), Mm+CBZFCN (3.54%) y Mm+CBZFC (2.86%), 

como se muestra en la Tabla 13. 

CBZ  

Posible metabolito 

de CBZ  

(A)                                              (B) 



44 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Evaluación de la cuantificación de carbono asociado a moléculas de CO2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A Medio mineral con CBZ en agitación  

B Medio mineral con CBZ como fuente de carbono en agitación 

C Medio mineral con CBZ como fuente de carbono y nitrógeno en agitación 

D Medio mineral con CBZ como fuente de nitrógeno en agitación 

E Medio mineral con CBZ estático  

F Medio mineral con CBZ como fuente de carbono  estático 

G Medio mineral con CBZ como fuente de carbono y nitrógeno  estático 

H Medio mineral con CBZ como fuente de nitrógeno  estático 

A 
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C 

D 

E 
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Para ambos casos la formulación en la que se presentó mayor remoción fue Mm+CBZ. 

Adicional a esto se evaluaron parámetros como la constante de mineralización la cual es 

0.007 h-1, vida media de CBZ que es 88.86 h, para este caso se realizó el monitoreo del 

experimento por un total de 54 días. 

Tabla 12. Mineralización de CBZ en medio mineral.  

 Mineralización (%) 

Constante de 

mineralización 

(h-1) 

Vida media de 

CBZ (h) 

Formulación SE SA SE SA SE SA 

MM+CBZ 14.83 30.76 0.0039 0.0071 177.73 97.62 

MM+ CBZ FC 2.86 22.90 0.0038 0.0064 182.40 108.30 

MM+ CBZ FN 10.3 5.55 0.0053 0.0013 130.78 533.19 

MM+ CBZ FCN 3.54 12.50 0.0023 0.0017 301.36 407.73 

 

*SE: Sistema estático  

**SA: Sistema en agitación 
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3.3  TERCERA ETAPA  

3.3.1  OBTENCIÓN DEL MATERIAL BIOLÓGICO 

 

La cepa de Pleurotus ostreatus para la generación del inoculo se obtuvo a los 15 días de 

incubación, sobre medio mineral adicionado con CBZ (100 mg/L), esta presentó 

características morfológicas y de crecimiento típicas a su previa evaluación como se 

muestra en la figura 12 (A). En cuanto a la preparación del inoculo, se empaquetaron 12 

bolsas de 200 g cada una, se inocularon y dejaron colonizar las semillas por 25 días. En la 

siguiente figura 12 (B), se muestra el inóculo obtenido. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Material biológico. (A) Pleurotus ostreatus en medio mineral y CBZ (B) Inóculo 

para empaque de los biofiltros.  

 

 

 

 
 
 

 

(A)                                                 (B)                      
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3.4  PREPARACIÓN DE LOS BIOFILTROS   

 
En la figura 14, se muestran los filtros empacados previos al periodo de incubación, el cual 

se llevó en oscuridad por 10 días, se evaluó el porcentaje de humedad de los sustratos el 

cual fue de 57.6 % y 65.7% respectivamente para posa de Laurel de la India  (Ficus) y 

estropajo-tezontle por lo que al sustrato de poda de Laurel de la India (Ficus) se le adicionó 

agua con el fin de equilibrarlo al 65 % de humedad, considerándose como el porcentaje 

ideal para la etapa de incubación que fue de 10 días (Muez, 2002). El contenido de agua y 

volumen agregado se muestra en la tabla 13. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14. Filtros empacados con sustratos orgánicos. (A) Poda de Laurel de la India 
(Ficus), (B) estropajo-tezontle. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

(A)                                    (B)                      
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Tabla 13. Humedad de sustratos de empaque 
 
 
 
 
 
 

 

 

El periodo de incubación concluyo en el momento en el que la biomasa micelial cubrió en su 

totalidad el sustrato, posterior a esto se colocó el influente o agua sintética, en la figura 15 

se muestran los filtros empacados en donde se aprecia que el hongo Pleurotus ostreatus ha 

colonizado totalmente el sustrato, un indicativo de que el filtro se encontraba listo para ser 

alimentado y así evaluar el proceso de remoción por medio de las enzimas extracelulares. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
Figura 15. Filtros colonizados empacados con sustratos orgánicos. (A) Poda de Laurel de la 
India (Ficus) y (B) estropajo-tezontle. 

Sustrato Humedad 
contenida 

(%) 

Agua 
adicionada 

(mL) 

Humedad 
obtenida 

(%) 

Poda de Laurel de la India 
(Ficus) 

57.6 74 

65 
Estropajo-tezontle 65.7 -- 

(A)                                                (B)                      
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3.5  ANÁLISIS FISICOQUÍMICOS DE LOS EXTRACTOS  

Los resultados del comportamiento de las características físicas de los efluentes durante la 

fase experimental son mostrados en la figura 16. El pH y temperatura mostraron valores  

entre 4.5 y 7.5 a temperatura promedio de 24.31°C, el pH al inicio de la prueba fue de 6.2 

para estropajo-tezontle y 4.5 para poda de Laurel de la India (Ficus), durante el monitoreo 

del pH a lo largo de la prueba se mostró un incremento para  estropajo-tezontle el cual fue 

de 6.2 a 7.5, por otra parte para el caso de poda de Laurel de la India (Ficus) el pH se 

mantuvo ácido, lo que, de acuerdo con Couillard (1994), el sustrato puede presentar un alto 

contenido de ácidos húmicos y fúlvicos con pH menor a 5, por lo que lo ideal, es mantener el 

biofiltro con valores por encima de este.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Características físicas en filtros empacados con sustratos orgánicos. (A) pH y (B) 

temperatura. 

 

Se verificó la temperatura y humedad relativa del laboratorio fueran las adecuadas para el 

crecimiento del hongo (Garzón-Zúñiga. 2001) durante el periodo de incubación del biofiltro y 

la evaluación de la remoción de CBZ, se monitoreo la variación de estos parámetros por un 

periodo de 30 días, en la figura 17, se muestran los resultados obtenidos teniendo una 

temperatura promedio de 24.9 °C y 50.5 % de humedad relativa.    

 

24.3°C 

(A)                                                                                  (B) 
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Figura 17. Condiciones ambientales. (A) temperatura y (B) humedad relativa. 
 

La evaluación de la remoción de CBZ en los biofiltros empacados fue realizada en dos 

ensayos en condiciones variadas, para obtener los parámetros de operación adecuados en 

la implementación de esta tecnología a escala laboratorio. Con el fin de verificar la remoción 

por la degradación de la interacción de las enzimas extracelulares con el fármaco, se evaluó 

inicialmente la tecnología en fase aerobia, ya que Moeller y Garzón (2003), Dávila (2005) y 

Alatorre (2007), mencionan que un sistema en continuo da como resultado porcentajes de 

remoción superiores al 50 %.  

a. Sistema en continuo con el fin de contar con un intercambio adecuado de gases en 

los biofiltros, se implementó el sistema por goteo, tomando como referencia los 

ensayos previos de Moeller y Garzón (2003) con un 12.5% de remoción y, Alatorre 

(2007) con un 50% de remoción, en ambos casos el empaque utilizado fue turba y el 

contaminante a degradar era un colorante tipo azo. Al realizar la evaluación de la 

porosidad del medio filtrante (MF), se observó que uno de los parámetros más 

críticos para que la tecnología sea viable de acuerdo a Muez (2001), el contenido 

ideal de humedad debe mantenerse en un rango de entre 65-70% ya que, en un 

valor menor, se presentará la falta de agua en el sistema y, por el contrario, en mayor 

proporción se corre el riesgo de que el material se eche a perder. En un primer 

ensayo con el reactor empacado con estropajo la humedad se encontraba por 

encima del 90%, por esta razón con el fin de aumentar la porosidad y reducir el 

(A)                                                                      (B) 
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contenido de agua, se añadió tezontle a la mezcla en proporción 1:3, logrando 

regular el porcentaje de humedad al 65.7%. Por otro lado, el reactor con poda de 

Laurel de la India (Ficus), el contenido de humedad fue de 57.6%, por lo que el 

contenido de agua dentro de este reactor fue más controlado. Los parámetros 

evaluados son mostrados en la tabla 14. 

Tabla 14.  Porosidad de los medios filtrantes.  
 
 
 

 

 

 

 

 

Mediante la técnica de vaciado se determinaron las ecuaciones de ajuste entre el volumen 

de espacios vacíos y el caudal (tabla 15), obteniendo las siguientes relaciones para cada 

ecuación, poda de Laurel de la India (Ficus) (y=-30.26ln(x)+2094.4; R=94.7) y estropajo-

tezontle (y=-67.7ln(x)+1718.6; R=89.02) se evaluaron cuatro distintos tiempos de retención 

hidráulica con el fin de cumplir con los parámetros más importantes para este proceso 

(contenido de humedad y remoción de CBZ). Del total del volumen de los biorreactores 

(4.685 L), para poda de Laurel de la India (Ficus) cerca del 44% estuvo compuesto de 

espacios vacíos (2 L), por lo que, lo ideal era mantener un tiempo de retención hidráulico 

corto y así mantener un elevado contenido de humedad en el sistema (TRH=15.7 h; 4 L/d) , 

para el caso del biorreactor de estropajo y tezontle, el volumen de espacios vacíos (1.6 L) 

fue del 34% por lo que, el tiempo de retención hidráulico fue más grande (29.1 h; 2.5 L/d), en 

la siguiente tabla 16, se muestran los valores de TRH para los caudales del influente. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Material de empaque Estropajo Poda de Laurel de 
la India (Ficus) 

Volumen del reactor (L) 4.685 
Macroporosidad (L) 1.493 1.813 
Microporosidad (L) 0.427 0.184 
Porosidad (L) 1.921 1.998 
Porosidad del MF (%) 41% 42.6 
Contenido de humedad del MF (%) 65.7 57.6 
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Tabla 15. Tiempo de retención hidráulica en biofiltros empacados con poda de Laurel de la 
India (Ficus) y estropajo con tezontle. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

El sistema en continuo fue evaluado por 30 días, sin embargo, durante este periodo no se 

mostró la disminución de la concentración de CBZ para el caso del biofiltro empacado con 

poda de Laurel de la India (Ficus), el biofiltro empacado con estropajo y tezontle, alcanzó un 

periodo de estabilidad en el que, una vez disminuido el 25 % de la concentración inicial no 

se presentó decremento del compuesto como se muestra en la figura 18. Mejía (2014), 

menciona que la degradación de un compuesto complejo como los colorantes, se lleva a 

cabo en dos etapas, en la primera se presenta la división reductiva de enlaces azo (fase 

anaerobia) y en la segunda se lleva a cabo la degradación de aminas aromáticas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Remoción de CBZ en biofiltros empacados. A) Poda de Laurel de la India (Ficus) 

y (B) estropajo-tezontle. 

Caudal 
(L/d) 

Espacios 
vacíos (L) 

Volumen 
total (L) TRH (h) 

Poda de Laurel de la India (Ficus)  

2.5 2.06 2.61 25.14 

2.1 2.07 2.61 29.86 

3.3 2.05 2.62 19.10 

4 2.05 2.63 15.79 

Estropajo 

2 1.67 3.01 36.2 

2.5 1.65 3.02 29.1 

3 1.64 3.04 24.3 

4 1.62 3.06 18.4 

(A)                                                             (B) 
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b) Sistema en lote. Ya que el hongo es un organismo semianaeróbico que soporta 

hasta un 32% de CO2, se cambió el sistema en continuo a un sistema en lote con el fin 

de estresar al organismo. Se hizo la modificación (inundación del biofiltro) en el influente 

para que el micelio tome como fuente de energía al fármaco, a partir del décimo día 

después de modificar el sistema, se presentó la remoción total del 40.89% para el caso 

del reactor empacado con poda de Laurel de la India (Ficus) limitándose el monitoreo 

por la aparición de contaminantes que impidieron la evaluación por más tiempo. Para el 

caso del biofiltro empacado con estropajo-tezontle la evaluación de la remoción se 

monitoreó por 65 días se presentó la remoción total de 63.8%, durante todo el proceso 

se presentó la remoción tanto en sistema en continuo como en lote, empleando este 

empaque como se observa en la figura 19. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 19. Remoción de CBZ en sistema en lote. (A) Reactor empacado con poda de Laurel 

de la India (Ficus), (B) reactor empacado con estropajo-tezontle. 

 

 

 

 

 

Sistema en continuo  

Sistema en lote  

Sistema en 

continuo 

Sistema en lote  

(A)                                                                     (B) 
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El biofiltro que mejores resultados mostró fue el empacado con estropajo-tezontle, una vez 

que se inoculó y suministrar el agua sintética posterior a la incubación, después de 30 días 

de evaluación se presentó una compactación del 16.9% por lo que se adicionaron 150 g de 

sustrato, a los 40 días de la primera adición de sustrato, fue necesario realizar una segunda  

adición de sustrato ya que se presentó nuevamente la compactación del 8.45% por lo que 

se añadieron 101.1 g de sustrato por lo que se implementó como medida de mantenimiento 

del biofiltro la incorporación de sustrato para que el micelio cuente con soporte para su 

crecimiento y degradación de CBZ. El monitoreo del biofiltro es mostrado en la figura 20. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Monitoreo del biofiltro empacado con estropajo-tezontle como sustrato. 

Días 

Inoculación del 
reactor  

Primera 
inundación 

Adición de sustratos  

150 g  
• Compactación del 16.9% 

Adición de sustratos  101.1 g  
• Compactación del  8.45% 

Contaminación de 
sustrato 

HPLC 

0      10      20      30      40      50      60      70      80      90     100      110      120  
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Es necesario realizar un monitoreo mensual de la compactación del material, para tener un 

control de cuanto material de empaque es necesario adicionar. Con el fin de disminuir la 

probabilidad de contaminación, además del sustrato es necesario adicionar micelio para que 

la especie predominante sea P. ostreatus y así prolongar la vida útil de la tecnología.   

3.6  DETERMINACIÓN DE PROTEÍNAS TOTALES Y ACTIVIDAD ENZIMÁTICA 

La cuantificación de proteínas en sistema en lote, mostró que el filtro con poda de Laurel de 

la India (Ficus) como sustrato tiene mayor contenido de proteínas totales (0.50 mg/mL) para 

estropajo-tezontle, el contenido de proteínas era 25 veces menor (0.02 mg/mL), sin embargo 

al realizar la cuantificación de la actividad enzimática, no fue posible realizarla, por lo que se 

realizó el concentrado de los efluentes, logrando así tener 0.97 mg/mL para poda de Laurel 

de la India (Ficus) y 0.05 mg/mL para estropajo-tezontle, como se muestra en la figura 21. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura. 21. Cuantificación de proteínas totales por el método de Lowry en efluentes de filtros 

empacados con sustratos orgánicos, E1 Efluente de biofiltro empacado con poda de Laurel 

de la India (Ficus), E2 Efluente de biofiltro empacado con poda de Laurel de la India (Ficus) 

concentrado, E3 Efluente de biofiltro empacado con estropajo-tezontle y E4 Efluente de 

biofiltro empacado con estropajo-tezontle concentrado. 
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Como se observa en la tabla 17, la evaluación de la actividad enzimática mostró que, para 

ambos casos, se presentó la mayor actividad enzimática para la versátil peroxidasa (VP) 

63.89 U/L proveniente del efluente empacado con poda de Laurel de la India (Ficus) y 52.95 

U/L para el empacado con estropajo-tezontle, de acuerdo a Rodríguez y colaboradores 

(2004), los resultados obtenidos se encuentran dentro del rango que típicamente se 

encuentran al realizar la remoción de compuestos complejos que es de 40 a 70 U/L, seguido 

por lacasas 46.48 U/L de poda de Laurel de la India (Ficus) y 12.97 U/L de estropajo-

tezontle, sin embargo, al ser comparados con ensayos de remoción de compuestos 

provenientes de la industria textil, los valores obtenidos en la evaluación son mayores para 

ambos casos, Fernández y Henao (2007), reportó 8 U/L y 2 U/L por Villegas-Rosas (2003). 

De acuerdo Moreno (2008), las unidades enzimáticas para MnP se encuentran dentro del 

rango de 0.03 y 2.14. Por otra parte, la evaluación arrojó valores por debajo de lo reportado 

por Ospina (2008) de 2.72 a 2.81 para LiP. Con este ensayo no se puede confirmar en qué 

etapa de la evaluación la actividad enzimática es menor o mayor, ya que fue realizada al 

final del monitoreo de la remoción de CBZ en los biofiltros empacados. 

 

Tabla 16.  Evaluación de la actividad enzimática de efluentes de biofiltros empacados con 

sustratos orgánicos. 

 

Estropajo poda de Laurel de la India (Ficus) 

Actividad enzimática (U/L) 

MnP LiP VP Lacasa MnP LiP VP Lacasa 

0.22 0.23 52.95 12.97 1.12 0.34 63.89 46.48 
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3.7  CONCLUSIONES 

 
 

 De acuerdo con lo planteado en la hipótesis del proyecto, un biofiltro empacado con 

un sustrato que cuente con la humedad adecuada, como el de estropajo-tezontle con 

cultivo de Pleurotus ostreatus adaptado al crecimiento con carbamazepina, es una 

tecnología viable para remover mediante el proceso de biofiltración más del 50% de 

la concentración de este fármaco presente en agua sintética en concentración de 

100 mg/L. 

 La tecnología de biofiltración representa una alternativa para el tratamiento de aguas 

residuales con características similares a las generadas en la industria farmacéutica, 

ya que se alcanzan hasta un 63% de remoción del fármaco.  

 El biofiltro empacado con estropajo e inoculado con Pleurotus ostreatus, es una 

alternativa viable para remover CBZ en concentraciones iguales a 100 mg/L.  

 Pleurotus ostreatus tiene la capacidad de crecer en presencia de CBZ en 

concentración de 100 mg/L, alcanza su máximo crecimiento en 21 días, con una VC 

de 0.116 d-1 Mm sólido y 0.48 d-1 Mm líquido sin CBZ y 0.108 d-1 Mm+CBZ 0.24 d-1 

MM+ CBZ líquido. 

 Pleurotus ostreatus degrada hasta el 30% de la concentración de CBZ en medio 

líquido. 

 El contenido de humedad de un sustrato por arriba del óptimo es uno de los 

principales factores que determina que la tecnología sea viable, por lo que, el empleo 

de sustratos orgánicos en un biofiltro, requieren ser mezclados con algún sustrato 

inorgánico, para controlar la humedad del sistema y mantener el proceso.  

 El sistema en lote es el ideal para remover CBZ en los biofiltros empacados con 

estropajo-tezontle y poda de Laurel de la India (Ficus). 

 Estropajo-tezontle es el sustrato que mayor eficiencia de remoción de CBZ mostró 

con un 63.8%, seguido por poda de Laurel de la India (Ficus) con un 49.83% de 

remoción. 
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 Los filtros empacados con sustratos orgánicos necesitan un sistema de 

mantenimiento para que continúe el proceso de remoción. 

 El concentrado por flujo tangencial en malla de 10 kDa es una alternativa viable para 

incrementar la cantidad de proteínas totales en los efluentes de los biofiltros.  

 Es posible verificar la presencia de enzimas extracelulares presentes en la remoción 

de CBZ en un sistema de biofiltración, siendo la que más predomina en el sistema la 

versátil peroxidasa (VP), Lacasas, manganeso peroxidasas (MnP) y lignina 

peroxidasas(LiP). 
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3.8  PERSPECTIVAS 

 Se propone realizar un pretratamiento alcalino al sustrato de poda de Laurel de la 

India (Ficus) para reducir el color generado en el efluente del biofiltro. 

 Evaluar si el color naranja del efluente del biofiltro de poda de Laurel de la India 

interfiere con la cuantificación de la actividad enzimática de las enzimas evaluadas. 

 Al realizar el mantenimiento del biofiltro, se recomienda re-inocular tanto con medio 

filtrante como inóculo para garantizar que el organismo dominante en el sistema sea 

P.ostreatus  y así evitar la contaminación por otros microorganismos. 

 Realizar las pruebas de adsorción y desorción en los sustratos y micelio para estimar 

la concentración real degradada por el organismo.  

 Tener la caracterización completa del efluente del biofiltro.  

 Evaluar el comportamiento del sistema con agua residual farmacéutica que tenga 

una concentración conocida de carbamazepina. 

 Tomando en cuenta que el propósito de evaluar esta tecnología es llevarlo a escala 

real y así implementar el tratamiento en una planta de tratamiento convencional, se 

propone lo mostrado en la figura 22, en donde, el tratamiento primario y secundario 

operen de manera típica, el fluente del tratamiento secundario se convierta en el 

influente del biofiltro, se espera que la biotransformación del compuesto genere 

valores elevados en la carga orgánica por lo que se plantea la posibilidad de que la 

tecnología de la biofiltración se acompañe de un humedal artificial, ya que solo así se 

podría garantizar que el agua tratada cumpla con la legislación mexicana para su 

reincorporación al ambiente.  
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Figura 22. Propuesta del escalamiento de la tecnología de biofiltración acoplado a un tratamiento de agua residual 

convencional.  
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3.9 ANEXOS  

3.9.1  ANEXO 1 

 

Análisis estadístico de la velocidad de crecimiento en formulaciones sólidas  

One-way ANOVA: VC versus Medio  
Method 
Null hypothesis         All means are equal 
Alternative hypothesis  At least one mean is different 
Significance level      α = 0.05 
Equal variances were assumed for the analysis. 
Factor Information 
Factor  Levels  Values 
Medio        6  1, 2, 3, 4, 5, 6 
Analysis of Variance 
Source  DF   Adj SS   Adj MS  F-Value  P-Value 
Medio    5  196.970  39.3941   108.41    0.000 
Error   18    6.541   0.3634 
Total   23  203.511 
 
Model Summary 
 
       S    R-sq  R-sq (adj)  R-sq (pred) 
0.602807  96.79%     95.89%      94.29% 
 
Means 
Medio  N    Mean   StDev        95% CI 
1      4   7.435   0.483  (6.802,  8.068) 
2      4   7.996   0.466  (7.363,  8.629) 
3      4   5.281   0.904  (4.648,  5.914) 
4      4  0.3887  0.0366  (-0.2445, 1.0220) 
5      4   3.125   0.877  (2.491,  3.758) 
6      4   1.451   0.377  (0.818,  2.084) 
 
Pooled StDev = 0.602807 
 
Fisher Pairwise Comparisons  

Grouping Information Using the Fisher LSD Method and 95% Confidence 
Medio  N    Mean  Grouping 
2      4   7.996  A 
1      4   7.435  A 
3      4   5.281    B 
5      4   3.125      C 
6      4   1.451        D 
4      4  0.3887          E 
Means that do not share a letter are significantly different. 
Fisher Individual 95% CIs  
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Análisis estadístico de la velocidad de crecimiento en formulaciones en líquido   

One-way ANOVA: vc versus Formulacion  
Method 
Null hypothesis         All means are equal 
Alternative hypothesis  At least one mean is different 
Significance level      α = 0.05 
Equal variances were assumed for the analysis. 
 
Factor Information 
Factor       Levels  Values 
Formulacion       2  1, 2 
 
Analysis of Variance 
Source       DF    Adj SS    Adj MS  F-Value  P-Value 
Formulacion   1  0.000151  0.000151     8.04    0.047 
Error         4  0.000075  0.000019 
Total         5  0.000226 
 
Model Summary 
        S    R-sq  R-sq (adj)  R-sq (pred) 
0.0043340  66.78%     58.47%      25.24% 
 
Means 
Formulacion  N     Mean    StDev        95% CI 
1            3  0.19597  0.00349  (0.18902, 0.20291) 
2            3  0.18593  0.00504  (0.17899, 0.19288) 
 
Pooled StDev = 0.00433397 
 
Fisher Pairwise Comparisons  

Grouping Information Using the Fisher LSD Method and 95% Confidence 
Formulacion  N     Mean  Grouping 
1            3  0.19597  A 
2            3  0.18593    B 
 
Means that do not share a letter are significantly different. 
 
Fisher Individual 95% CIs  
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