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Introducción

La contaminación ambien-
tal ocasionada por los colo-
rantes azo y bencidínicos no 
agotados en el proceso de 
t inción t iene como conse-
cuencia el deterioro de eco-
sistemas y problemas de sa-
lud pública (Hao et al., 
2000; Birhanli y Yesilada, 
2006). Los métodos fisico-
químicos convencionales 
para el tratamiento de este 
tipo de efluentes, difícilmen-
te logran la remoción com-
pleta de los colorantes en 
una sola etapa, lo que con-
lleva a un tratamiento poste-
r ior, incrementándose sus 
costos; además algunos 
subproductos generados pue-
den tener mayor toxicidad 
que la del propio colorante 
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(Kandelbauer et al., 2004). 
La industria textil es una de 
las manufactureras que más 
contamina al medio ambien-
te, ya sea a t ravés de sus 
efluentes depositarios de co-
lorantes y subproductos po-
tencialmente tóxicos y can-
cerígenos, o al provocar des-
equilibrios ecológicos (Wu-
hrmann et al., 1980; Binu-
priya et al., 2008). Lo ante-
r ior ha ocasionado que la 
descarga de estos ef luentes 
se convierta en uno de los 
problemas de contaminación 
severa a nivel mundial (dos 
Santos et al., 2007).

El Café Directo 2 (CD2) es 
una molécula que contiene un 
núcleo de bencidina (4,4 dia-
minodifenil) y dos grupos 
azo (Figura 1). La presencia 
de dos grupos sulfónicos en 

su estructura química permi-
te que sea completamente 
soluble en agua. Asimismo, 
es un colorante prohibido por 
su elevada toxicidad y por 
contener bencidina, la cual es 
carcinogénica de acuerdo con 
la Agencia de Protección 
Ambiental de los EEUU 
(EPA, 2010). Sin embargo, 
hay muchos países que conti-
núan utilizando colorantes 
bencidínicos con enlaces azo; 
tal es el caso de México, 
lndia y Tuquía (Joseph y So-
mashekar, 2000; Pazarlioglu 
et al., 2005). Algunas tecno-
logías aplicadas para tratar 
efluentes textiles conteniendo 
CD2 son la oxidación avan-
zada (Per kowski y Kos, 
2003) y la oxidación térmica 
(Odochian et al., 2007), pro-
cesos que tienen como incon-

veniente el empleo de equi-
pos costosos. Por otro lado, 
los tratamientos anaerobios 
con lodos activados (Isik, 
2004; Isik y Sponza, 2005, 
2007), requieren tiempos de 
retención de hasta 90 días.

Los hongos de pudrición 
blanca tales como el Phane-
rochaete chrysosporium, Tra-
metes vesicolor y Pleurotus 
ostreatus, entre otros, han 
sido estudiados como agentes 
para la degradación de colo-
rantes sintéticos (Dávila y 
Vázquez-Duhalt, 2006). Estos 
hongos producen enzimas 
extracelulares como la ligni-
na peróxidasa, manganeso 
peróxidasa y lacasa, las cua-
les son capaces de oxidar 
compuestos aromáticos fenó-
licos y no fenólicos (Grgic y 
Perih, 2003; dos Santos et 
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RESUMEN

La contaminación por colorantes textiles representa un 
problema ecológico a nivel mundial. En el presente trabajo 
se mostró que es posible la decoloración del Café Directo 2 
(CD2) por medio de extractos crudos de enzimas intracelulares 
y extracelulares, así como de la biomasa fúngica de Trametes 
versicolor cultivado en medio líquido con inductores metálicos 
en su forma viable. La experimentación se efectuó a tempera-
tura ambiente, a 800rpm y con un pH inicial de 4,5; la ac-
tividad de lacasa se determinó en cada uno de los extractos. 
El porcentaje de decoloración se determinó por espectrofoto-

metría UV-Visible. Todos los ensayos se realizaron por tripli-
cado. Los resultados evidenciaron una decoloración total del 
CD2 con 50mg·l-1 después de 88h, utilizando enzimas extrace-
lulares como lacasa, lignino fúngica y manganeso peróxidasa; 
mientras que con la biomasa micelial activa, la decoloración 
total se alcanzó después de 3h para una concentración inicial 
de 100mg·l-1de CD2. Se encontró que la remoción de CD2 con 
micelio es comparable o superior a la eficiencia de remoción 
reportada por los métodos de inmovilización con Phanerochae-
te chrysosporium.
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al., 2007). Esta característica 
ha sido aprovechada para ser 
empleada en el tratamiento 
de aguas contaminadas por 
la industria textil.

El objetivo del presente 
trabajo fue evaluar extractos 
crudos y biomasa fúngica 
para la remoción del CD2, 
discriminando entre enzimas 
intracelulares, extracelulares 
y asociadas.

Materiales y Métodos

Reactivos

En la preparación de medios 
se utilizó CaCl2, MnS04·H20, 
CuS04·5H20 y ABTS (ácido 
2 ,́2 azinobis -[3-etilbenzotia-
zolina-6 sulfónico]), todos de 
grado reactivo. El extracto de 
malta, de soya, dextrosa y 
agar papa dextrosa (PDA) fue-
ron de la compañia Bioxón. El 
CD2 (CAS 2429825), se ad-
quirió a la empresa Dalaqui-
mia, y su pureza corresponde 
al grado industrial.

Cepa

Las cepa pura de Trametes 
versicolor (Tv) fue proporciona-
da por Rafael Vázquez-Duhalt, 
Instituto de Biotecnología, 
UNAM, Cuernavaca, México.

Medio de cultivo para la 
preservación del hongo

El Trametes versicolor fue 
preservado en un medio com-
plejo sólido, preparado con la 
composición indicada en la 
Tabla I, esterilizado a 121ºC y 
15psi durante 15min, y poste-
riormente vertido en cajas de 
Petri. La inoculación se realizó 
cortando con bisturí el medio 
de cultivo sólido en secciones 

de 1cm2 y colocando el frag-
mento en la parte central de 
cada caja preparada; los culti-
vos se incubaron a 30°C por 7 
días. Posteriormente se mantu-
vieron las cajas de Petri a 4°C 
para uso posterior.

Selección de medio de 
cultivo líquido para 
producción de micelio

Con la finalidad de incre-
mentar la actividad enzimáti-
ca se probaron dos medios de 
cultivo líquidos (A y B) cuya 
composición es:

Medio con inductores de tipo 
metálico (medio A). Este me-
dio se preparó con 0,05g·l-1 de 

cada uno de los inductores 
CuS04·5H20 y MnS04·H20, 
suplementado con extracto de 
paja, malta y CaCl2·2H2O en 
concentraciones de 100, 20 y 
0,05g·l-1, respectivamente. El 
método seguido para la prepa-
ración del medio liquido es el 
reportado por Sainos et al. 
(2006).
Medio sin inductores de tipo 
metálico (Medio B). Esta va-
riante de medio se preparó 
únicamente con extracto de 
paja, el cual también induce 
la producción de enzimas 
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RESUMO

Textile dyes contamination represent a global environmental 
problem. In this paper it is shown that discoloration of Direct 
Brown 2 (DB2) can be obtained using crude extracts of intra-
cellular and extracellular enzymes and fungal biomass from 
Trametes versicolor cultured in liquid media with metallics in-
ductors in its viable form. The experimental series were run at 
room temperature, 800 rpm and initial pH 4.5. Laccase activ-
ity was determined in each of the extracts. The discoloration 
percentage was determined by UV-Visible spectrophotometry. 

A poluição por corantes têxteis representa um problema ecoló-
gico à nível mundial. Nesse trabalho foi mostrado-se que é possí-
vel a descoloração do Café Direto 2 (CD2) por meio de extratos 
de enzimas intracelulares e extracelulares, bem como da biomas-
sa fungicida de Trametes versicolor cultivados em meio líquido 
com indutores de metal en su forma. Os testes foram realizados à 
temperatura ambiente, a 800 rpm e com um pH inicial de 4,5. A 
atividade da lacasa determinou-se para cada um dos extratos e a 
porcentagem de descoloração determinou-se por espectrofotome-

Assays were performed by triplicate. The use of extracellular 
enzymes such as laccase, lignin and manganese peroxidase 
led to the total discoloration of 50mg·l-1 of DB2, after 88h; 
while the use of active mycelial biomass, allowed reaching a 
total discoloration after 3h for an initial DB2concentration of 
100mg·l-1. It was found that DB2 removal efficiency with myce-
lia is comparable or higher than the one reported with immobi-
lized Phanerochaete chrysosporium.

tria UV-Visível. Todos os testes foram realizados por triplicado. 
Os resultados evidenciaram uma descoloração total do CD2 com 
50mg l-1 após 88h usando enzimas extracelulares como a lacasa, 
a lignina peroxidase e manganês peroxidase, enquanto que com a 
biomassa micelal ativa a descoloração total alcançou-se após 3h 
para uma concentração inicial de 100mg l-1 do CD2. Encontrou-
-se que a remoção de CD2 com micélio é comparável ou superior 
à eficiência de remoção reportada por métodos de imobilização 
por Phanerochaete chrysosporium.

TABLA I
COMPOSICIóN 

DEL MEDIO COMPLEJO

Sustancia g·l-1

Extracto de levadura 3,0
Extracto de malta 3,0
Peptona de soya 5,0
Dextrosa 10,0
PDA 40,0

Figura 1. Estructura química del CD2
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(Hossain, 2008), y malta en 
las concentraciones anterior-
mente descritas y siguiendo la 
misma metodología.

Los medios A y B fueron 
repartidos en ocho matraces 
Erlenmeyer de 500ml, esteri-
lizados a 121ºC y 15psi, du-
rante 15min. Posteriormente 
se inoculó cada matraz con 
una sección de 1cm2 del hon-
go (Tv), el control fue el me-
dio de cultivo estéril sin inó-
culo. Los matraces inoculados 
se mantuvieron en incubación 
estática a 30˚C por un periodo 
de 15 días. La carpeta de bio-
masa fúngica fue separada 
con pinzas estériles del medio 
líquido y la actividad lacasa 
se determinó por triplicado en 
el extracto crudo.

Actividad lacasa

La actividad lacasa se de-
terminó espectrofotométrica-
mente. Se preparó un volu-
men total de reacción de 1ml, 
conteniendo 100µl de amorti-
guador de acetatos 1M a pH 
5, 700µl de agua destilada, 
100µl de extracto enzimático 
y 100µl de sustrato ABTS 
5mM. Las muestras se mez-
claron suficientemente y fue-
ron incubadas a 25ºC. Se leyó 
cada 15s el cambio de absor-
bancia a 414nm, por 3min, 
usando un espectrofotómetro 
UV-Visible Genesys 5, y los 
resultados se graficaron contra 
el tiempo. Para calcular la 
actividad lacasa se consideró 
el coef iciente de extinción 
molar del ABTS de 
36000M-1cm-1 (Bourbonnais y 
Paice 1997; Jung et al., 2002). 
Una unidad de actividad (U) 
se definió como la cantidad 
de enzima que oxida 1µmol 
de sustrato por minuto bajo 
las condiciones de reacción.

Obtención de extractos 
enzimáticos

a) Enzimas intracelulares. 
Para la extracción de enzimas 
intracelulares se utilizó la bio-
masa fúngica cultivada en 
matraces Erlenmeyer de 
250ml conteniendo 150ml de 
medio líquido A. A f in de 
eliminar las enzimas asocia-
das al micelio, cada carpeta 

de biomasa fúngica se lavó 
con agua estéril y se secó con 
papel filtro; posteriormente el 
micelio se maceró en un mor-
tero de porcelana y se colocó 
en un matraz Erlenmeyer de 
500ml, agregando 200ml de 
agua estéril, y dejando en 
agitación orbital durante 24h 
a 30°C. El procedimiento de 
extracción se hizo por tripli-
cado en condiciones estériles.

b) Enzimas asociadas a la 
carpeta de biomasa fúngica. 
La extracción de enzimas aso-
ciadas se realizó separando 
cada micelio del medio líqui-
do y colocándolo en matraz 
de 500ml. A cada matraz se 
le adicionó 200ml de agua 
estéril y se dejó en agitación 
orbital durante 24h a 30°C. 
Posteriormente la biomasa 
fúngica fue separada y el lí-
quido residual se utilizó como 
extracto crudo.

c) Mezcla de enzimas intrace-
lulares y asociadas. Se prepa-
ró una mezcla con volúmenes
iguales de los extractos de 
enzimas intracelulares y de 
las asociadas (Tabla II).

Ensayos de decoloración con 
extractos enzimáticos

En tubos de ensayo de 
50ml se colocaron 21,42ml de 
cada uno de los diferentes 
extractos enzimáticos con 
8,57ml de CD2 conteniendo 
175mg·l-1, volumen que corres-
ponde a una concentración 
final de 50mg·l-1 del colorante. 
Los ensayos se efectuaron a 
800rpm, temperatura ambien-
te, y con un pH inicial de 4,5. 
El ajuste de pH se realizó con 

ácido acético 0,2M y acetato 
de sodio 0,2M. Para cada 
bioensayo, se preparó un 
blanco conteniendo agua y 
extracto (Tabla II) en la mis-
ma proporción en volumen de 
colorante y extracto, como la 
empleada en los ensayos del 
CD2. La decoloración del 
CD2 se analizó por medio de 
un espectrofotómetro Hewlett-
Packard HP-8453. El porcen-
taje de decoloración se deter-
minó de acuerdo a la fórmula
%= 100 (Abs CD2 - Abs Ex-
tracto)/Abs CD2 inicial
donde Abs CD2: absorbancia 
registrada del colorante a la 
longitud de onda de máxima 
absorción del CD2 (480nm), y 
Abs Extracto: absorbancia a 
480nm de la mezcla (extracto 
crudo y CD2), después de un 
tiempo dado de reacción.

En todas las determinacio-
nes espectrofotométricas se 
utilizó como cero, el blanco 
correspondiente a cada mezcla 
de reacción, el cual se prepa-
ró con extracto crudo y agua 
estéril en la misma proporción 
en volumen que en los ensa-
yos enzimáticos con CD2. 
Las mediciones se realizaron 
a las 17, 39, 60 y 88h. Las 
muestras utilizadas para el 
análisis fueron centrifugadas 
a 4000rpm por 15min y el 
sobrenadante fue empleado 
para el análisis espectrofoto-
métrico. Todos los ensayos se 
realizaron por triplicado.

Ensayos con biomasa 
micelial

En otra serie de experimen-
tos, la biomasa fúngica fue 
retirada del medio de cultivo 

líquido y molida en mortero 
bajo condiciones estériles. Se 
utilizaron dos variantes: trata-
da térmicamente por el proce-
so de esterilización (a 121°C 
y 15psi por 15min) para des-
activación de enzimas y en su 
forma activa, sin tratamiento 
térmico. Se emplearon 2, 4 y 
6g·l-1 de micelio molido, a los 
que se adicionó CD2 en una 
concentración de 100mg·l-1. 
Para cada ensayo se preparó 
un blanco enzimático (la mis-
ma cantidad en g·l-1 de mice-
lio mezclado con agua desti-
lada); este blanco fue utiliza-
do como cero en las medicio-
nes espectrofotométricas. Los 
ensayos se efectuaron bajo las 
mismas condiciones de reac-
ción que los extractos enzi-
máticos, con un tiempo de 
reacción de 3h.

resultados y Discusión

Efecto de inductores 
metálicos en la actividad 
lacasa

Se realizó un análisis de 
var ianza de un factor por 
medio del programa estadís-
t ico de Excel®, teniendo 
como variable de respuesta la 
actividad enzimática, entre 
los medios líquidos prepara-
dos con y sin inductores. Los 
resultados de esta prueba 
mostraron una diferencia sig-
nificativa (p>0,05) entre am-
bos medios, por lo que se 
infiere que la adición de in-
ductores incrementó la activi-
dad de las enzimas lacasa del 
medio líquido, cuya actividad 
fue 0,246 ±0,027U/ml, y sin 
inductores de sólo 0,138 
±0,025U/ml. No obstante el 

TABLA II
COMPOSICIóN DE LA MEzCLA DE REACCIóN DE EXTRACTOS Y CD2

 Tipo 
de extracto Composición Blanco

Extracelular 
(ML)

21,42ml ML + 8,5ml 175mg·l-1 CD2 5ml ML + 2ml H20

Intracelular 
(Int)

21,42ml Int + 8,57ml 175mg·l-1 CD2 5ml Int + 2ml H20

Asociadas 
(Aso)

21,42ml Aso + 8,57ml 175mg·l-1 CD2 5ml Aso + 2ml H20

Combinación 
(IntAso)

10,52mL Int + 10,52ml Aso + 8,57ml 175 mg-1 CD2 2,5ml Int + 2,.5ml Aso + 2ml H20
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medio B, cuya composición 
fue a base de ext racto de 
paja y malta únicamente, 
funcionó también como in-
ductor, ya que éste ha sido 
empleado como sustrato en la 
producción de enzimas ligni-
nolíticas (García y Torres, 
2003; Sainos et al., 2006).

Decoloración por extractos 
enzimáticos y por enzimas 
extracelulares

En la Figura 2 se compara 
la remoción de color obtenida 
a lo largo de 88h. Como pue-
de observarse, con las enzi-
mas extracelulares se logró 
una reducción total de color; 
mientras que con las intrace-
lulares fue de sólo 57,62%, y 
con la mezcla de intracelula-
res-asociadas se tuvo 51,87%. 
La menor reducción de color 
(35,61%) se obtuvo al usar 
solamente las asociadas a la 
carpeta de biomasa fúngica. 
En la Figura 3 puede obser-
varse que el porcentaje de 
decoloración fue acorde con 
la actividad enzimática lacasa 
dado que a mayor actividad 
se observó una mayor deco-
loración, con excepción de 
las enzimas extracelulares, en 
las cuales la decoloración 
puede estar influenciada por 
la probable presencia de otro 
tipo de enzimas extracelula-
res como la MnP (Grgic y 
Perih, 2003).

Cabe resaltar que tanto las 
enzimas intracelulares como 
las asociadas fueron también 
son capaces de biodegradar 
al CD2, de manera semejante 
a lo observado con otro tipo 
de contaminantes orgánicos y 
complejos enzimáticos intra-
celulares, como reportan Le-
vin et al. (2003). Esto evi-
dencia que las enzimas intra-
celulares y las asociadas al 
micelio pueden degradar al 
CD2 sin intervención de las 
enzima extracelulares, con-
trario a lo que comúnmente 
se ha reportado sobre la de-
gradación de compuestos azo 
(Koroleva et al., 2002; 
Wesenberg et al., 2003; dos 
Santos et al., 2007). Por otro 
lado, la combinación de enzi-
mas intracelulares y asocia-
das no produjo sinergia en la 

decoloración, dado 
que sus porcentajes de 
decoloración se man-
tuvieron en el prome-
dio de las enzimas 
intracelulares y aso-
ciadas. Esto puede 
at r ibuirse a la baja 
actividad lacasa que 
presentaron las enzi-
mas asociadas, que al 
combinarse con las 
intracelulares, de ma-
yor actividad, reduje-
ron la actividad total 
del extracto y, por lo 
tanto, el porcentaje de 
decoloración. Por 
otra parte, el posible 
mecanismo de ac-
ción de la lacasa so-
bre el colorante 
pudo haberse inicia-
do en los enlaces 
O-H y N-H de la 
molécula del CD2 
(Figura 5), para for-
mar radicales fenóxi-
los y radicales ami-
no, dado que las 
reacciones cataliza-
das por lacasas sus-
traen un electrón de 
sustratos polifenóli-
cos para formar ra-
dicales cat iónicos 
aromáticos (Abdulla 
et al., 2000; zille et 
al., 2005).

Decoloración por 
biomasa fúngica

En las Figuras 4 y 
6 se aprecia que la 
decoloración del CD2 
se incrementó a me-
dida que aumentó la 
concentración de mi-
celio molido; sin em-
bargo, la capacidad 
de adsorción máxima 
para cada concentra-
ción fue muy similar 
9,97; 10,37 y 10,08mg 
CD2/g de micelio, en 

3h de contacto del mice-
lio con el colorante. La 
similitud en los resulta-
dos de capacidad de ad-
sorción signif ica que 
después de la saturación 
del micelio con el CD2, 
la decoloración adicio-
nal, se debe a la acción 
enzimática; no obstante, 
la secuencia en el fenó-
meno de adsorción y ac-
ción enzimát ica , o el 
paralelismo entre ambos 
procesos, dependerá de 
la velocidad de adsor-
ción y de la velocidad 

de reacción enzimática, 
las que son función de 
los coef icientes de 
transpor te de masa y 
coeficientes cinéticos 
(Atkinson, 2002). Lo 
anter ior explica que 
manteniendo constante 
la concent ración de 
CD2, los porcentajes 
globales de remoción 
(adsorción y reacción) 
fueran mayores a ma-
yor concentración de 
micelio, siendo la re-
moción global de color 
de 18,9; 63,2 y 94,2% 
para 2, 4 y 6g·l-1, res-
pect ivamente. La 
bioadsorción de colo-
rantes se presenta en 
células vivas e inacti-

vas ( Isik y Sponza, 
2005), fenómeno que 
involucra interacciones 
fisicoquímicas (Pazarlio-
glu et al.,  2005) que 
pueden favorecer el pro-
ceso de decoloración 
(Selvam et al., 2003). 
Por otro lado, Wang y 
Yu (1998) repor t a ron 
que la adsorción va se-
guida de una biodegra-
dación del  colorante 
adsorbido en micelio de 
T. versicolor, lo que es 
impor tante porque su-
giere la acción de enzi-
mas asociadas a la pa-

red celular del micelio.
La combinación de enzi-

mas intracelulares y asocia-
das al micelio molido acti-
vo t ambién ev idenció su 
capacidad de biodegrada-
ción del CD2 por acción 
enzimática (Figura 6), tal 
como se observó en la de-

Figura 3. Actividad lacasa a pH= 4,5 al inicio y des-
pués de 4h, para las enzimas extracelulares, intracelu-
lares, asociadas y una mezcla de las mismas.

Figura 4. Decoloración del CD2 con una concentra-
ción inicial de 100mg·l-1, después de 3h de contacto, 
distintas concentraciones de biomasa fúngica de T. 
versicolor inactivada térmicamente a 121°C y 15psi.

Figure 5. Posibles puntos de corte del CD2, por extractos crudos de 
T.versicolor.

Figura 2. Porcentaje de remoción de CD2 por extrac-
tos de enzimas extracelulares, intracelulares, combi-
nación de intracelulares-asociadas, y asociadas.
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coloración por ext ractos 
crudos. Es importante men-
cionar que la adición de los 
efectos de adsorción y de 
acción enzimática logró que 
en 3h se obtuviera una ma-
yor ef iciencia en la remo-
ción de color (94ppm con 
6g·l-1 de micelio) respecto a 
los métodos tradicionales ya 
que, por citar un ejemplo, 
para una solución de CD2 
con 50ppm, un tratamiento 
con lodos activados produjo 
una reducción del 100% con 
un tiempo de retención hi-
dráulica de 20h (Isik, 2004). 
Algunas modificaciones en 
este modelo exper imental 
permitieron que el t iempo 
de retención se redujera a 
6h (Isik y Sponza, 2005). 
En el caso de los procesos 
de ox idación avanzada , 
Perkowski y Kos (2003) uti-
lizaron una concentración 
de 30mg·l-1 requiriendo 2h 
para una oxidación total. 
Por su parte, la inmoviliza-
ción de Phanerochaete 
chr ysospor ium en pied ra 
pómez activada con zrOCl2 
permitió una decoloración 
de 95-100% en un t iempo 
de 6 días para una concen-
tración inicial de 120mg·l-1 
(Pazarlioglu et al., 2005).

conclusiones

Las enzimas intracelula-
res, asociadas y extracelula-
res del Trametes versicolor 
tienen la capacidad de deco-
lorar al CD2, al igual que 
la biomasa fúngica, ya sea 

t rat ada té r mica-
mente o en forma 
act iva .  La remo-
ción del  CD2 en 
3h para una con-
cent ración de 
100mg·l-1, tuvo una 
mayor ef iciencia 
que en otros estu-
d ios repor t ados . 
Los extractos cru-
dos ,  así  como la 
biomasa micel ia l 
podrían implemen-
ta rse a n ivel  in-
dustrial sin depen-
der de las condi-
ciones de cultivo o 
de los requer i-

mientos de los procesos de 
inmovilización, además de 
que pueden ser eficientes y 
económicos por la cantidad 
de colorante que se puede 
remover en tiempos menores 
a los repor tados por otros 
métodos.
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