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RESUMEN 

 

El impacto ambiental por colorantes azo como el cristal violeta (CV) constituye 

un grave problema de contaminación de aguas residuales de hospitales y laboratorios 

en Perú, sin existir soluciones eficientes para su tratamiento biológico; por ello se 

sometió el CV a degradación microbiana por una cepa de levadura residual industrial 

(LRI). La LRI se analizó por pruebas microbiológicas, tintoriales y moleculares 

aplicando cultivos en Caldo Papa Sacarosa (CPS), Chromoagar; xº; así como análisis 

moleculares por PCR e identificación bioinformática por BlastN. La LRI se identificó 

como Saccharamyces cereviseae. Esta cepa fúngica de LRI se incubó por 7 a 14 días 

en medios CPS y caldo de papa (CP) en presencia de CV: 25, 50, 100, 300 y 500 mg/L 

a pH 4,5 a temperatura ambiente (22 °C) en experimentos por triplicado. S. cerevisiae 

LRI mostró ser capaz de biodegradar CV de 25 a 100 mg/L en CP: 99 % a 80 % y CPS: 

80 a 60 % respectivamente, sin embargo, con CV de 300 a 500 mg/L la biodegradación 

decayó de 30 a 10 %. La cepa de LRI presenta mayor capacidad de biodegradación de 

tintes en ausencia de sacarosa donde logra biodegradar casi el 100 % de CV. Los 

resultados de esta investigación sugieren el uso exitoso LRI como residuo de la 

agroindustria azucarera para aplicarlo en la biodegradación de los tintes azo (CV). 

Estos hallazgos son importantes para diseñar tecnología de biorremediación para tratar 

el CV de aguas residuales hospitalarias o de laboratorios que aplican el CV en las 

técnicas de diagnóstico biomédico. 

 

Palabras claves: biodegradación, biotecnología, cristal violeta, levaduras, 

tinción gram 
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ABSTRACT 

 

The environmental impact by azo dyes such as the Crystal violet (CV) 

constitutes a serious problem of wastewater pollution of hospitals and laboratories in 

Peru, without efficient solutions for biological treatment; Therefore, the CV to microbial 

degradation was submitted by an industrial residual yeast strain (LRI). The LRI was 

analyzed by microbiological, tinctorial, and molecular tests applying crops in sucrose 

potato broth (CPS), Chromoagar; as well as molecular analysis by PCR and 

bioinformatics identification by blastN. The LRI was identified as Saccharamyces 

cerevisae. This fungal strain of LRI was incubated for 7 to 14 days in CPS media and 

potato broth (CP) in the presence of CV: 25, 50, 100, 300 and 500 mg/l at a pH 4.5 at 

room temperature (22 °C) in triplicate experiments. S. Cerevisiae LRI showed being 

able to biodegrade CV from 25 to 100 mg/l in CP: 99 % to 80 % and CPS: 80 to 60 % 

respectively, however with CV from 300 to 500 mg/l the biodegradation declined 30 to 

10 %. The strain of LRI has a greater capacity for biodegradation dyes in the absence 

of sucrose where it manages to biodegrade almost 100 % of CV. The results of this 

research suggest the successful use of LRI as a residue of sugar agribusiness to apply it 

in the biodegradation of azo dyes (CV). These findings are important to design 

bioremediation technology to treat hospital or laboratory wastewater CV that apply the 

CV in biomedical diagnostic techniques. 

 

Keywords: biodegradation, biotechnology, gram staining, violet glass, yeasts 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



x 

INTRODUCCIÓN 

 

Los efluentes hospitalarios y de laboratorios biomédicos contienen colorantes 

que se consideran un importante problema medioambiental y son preocupación en el 

mundo actual. La tinción Gram usada en todos los laboratorios y hospitales del mundo 

contiene el colorante cristal violeta, es uno de los tintes del grupo trifenilmetano que es 

ampliamente utilizado en la industria textil y hospitalaria, pero es mutagénico y 

mitótico. Además, contiene otros componentes como iodo, alcohol, y safranina, estas 

mezclas de colorantes hospitalarios tienen alto impacto en las salas internas de 

laboratorios hospitalarios y biomédicos, que se impregnan en lavadores de porcelana, 

plástico y metal, después se vierten al desagüe doméstico, impactando como efluente 

hospitalario altamente tóxico. A la fecha, no existe norma interna en los hospitales o 

sistema de biotratamiento eficiente del efluente hospitalario que tiene tinciones que 

contengan cristal violeta, además no existen investigaciones que solucionen el 

problema de degradar tintes hospitalarios o residuos de la tinción de Gram usando 

mohos o levaduras. 

 

Por otra parte, la industria de destilación, en el norte de Perú (Trujillo), usa 

levaduras (Sacharamyces spp), al finalizar la destilación esta levadura es desechada en 

sus efluentes como levadura residual industrial (LRI), sin ser aprovechada para otras 

aplicaciones biotecnológicas o ambientales. En el mundo, el biotratamiento de aguas 

contaminadas usa bacterias como biofiltros en la recuperación de aguas, hasta obtener 

efluentes que cumplan las normas ambientales sin considerar aplicar LRI como 

tratamiento ecoamigable. La LRI constituye un recurso biológico de bajo costo para 

tratar efluentes porque es un desecho industrial de la destilación que cuenta con las 

capacidades de ser un modelo biológico para tratar efluentes contaminados con 

colorantes. En consecuencia, la biomasa de LRI puede ser reusada como filtro biológico 

para tratar efluentes contaminados con colorantes o tintes provenientes de ambientes 

hospitalarios. 

 

La biorremediación de colorantes, especialmente a través de bacterias, se está 

convirtiendo en un sector emergente e importante en el tratamiento de efluentes; sin 

embargo, escasos estudios se han publicado aplicando levadura comercial 

Sacharamyces spp lo que representa mayores costos del tratamiento, pero surge como 

alternativa el uso del desecho industrial que contiene cepas de dicha levadura, este 

desecho contiene levaduras residuales industriales (LRI) de la destilería peruana que 

puede reusarse o reciclarse para tratamiento de efluentes de colorantes, y puede 



xi 

evaluarse como potencial biodegradador de cristal violeta y otros colorantes 

biomédicos presentes en ambientes y laboratorios hospitalarios que genera una 

biotecnología ambiental como alternativa natural y ecológica para la biodegradación 

de colorante cristal violeta presente en la tinción de Gram.



12 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO I 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

1.1. Problema de Investigación 

La entrada de tintes sintéticos en ambientes acuáticos está asociada con 

desafíos ambientales. La estructura de estos contaminantes suele ser duradera y estable. 

Por lo tanto, estos contaminantes no se descomponen fácilmente en los sistemas 

biológicos comunes [1-3]. La contaminación de los cuerpos de agua por tintes tóxicos 

resultantes de la industria textil es una grave amenaza para la vida acuática y los seres 

humanos. La mayoría de los contaminantes industriales no son descompuestos por 

microorganismos y permanecen en el ambiente acuático durante mucho tiempo [4, 5]. 

Asimismo, la penetración de los tintes sintéticos en los ecosistemas acuáticos conduce 

a una disminución en la concentración de oxígeno disuelto, la actividad fotosintética y 

la calidad del agua [6]. Por lo tanto, estos contaminantes deben ser tratados antes de su 

liberación al medio acuático [2].  

 

La producción anual de tinte en el mundo pesa más de 7×108 kg [7]. Los tintes 

sintéticos se utilizan a menudo en industrias como la del cuero, papel, plástico, 

farmacéutica, textil, etc. Por lo tanto, los efluentes industriales contienen grandes 

cantidades de colorantes sintéticos. Incluso en baja concentración, los tintes sintéticos 

pueden tener efectos adversos sobre el medio ambiente [8, 9]. Es difícil reducir estos 

contaminantes de los ambientes acuáticos debido a su estabilidad frente a calor, agentes 

oxidantes y luz [10]. En general, los tintes sintéticos incluyen tres categorías 

principales: trifenilmetano, antraquinona y azo [11, 12]. El cristal violeta (CV), 

perteneciente al grupo de los trifenilmetanos, es de naturaleza catiónica. En 

comparación con los colorantes aniónicos, este contaminante tiene efectos más 

destructivos sobre la membrana celular [13]. 
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El CV tiene efectos tóxicos en animales y humanos, incluso en concentraciones 

de 1 ppb. Este tipo de tinte aumenta la frecuencia cardíaca y provoca sensibilidad, 

asfixia, vómitos, cáncer e irritación ocular [14]. Sin embargo, el CV es ampliamente 

utilizado en la industria textil debido a su fácil acceso, alta eficiencia y bajo costo [15]. 

En un estudio, la cáscara de nuez de argán (ANS) y la cáscara de almendra (AS) 

regenerado por ácido nítrico eliminó el 98,21 % y el 98,6 % del CV, respectivamente 

[16]. En otro estudio, el CV fue eliminado con éxito por residuos de materiales 

agrícolas tratados con álcalis [17]. Irshad et al. [18] eliminaron el CV mediante 

nanopartículas sintetizadas de actividad fotocatalítica. Recientemente, la eliminación 

de colorantes por microorganismos ha recibido más atención debido a su rentabilidad 

y seguridad biológica. De hecho, en comparación con las técnicas químicas o físicas, 

los métodos de biodegradación pueden reducir la toxicidad de los lodos [19]. 

 

La industria alimentaria produce un subproducto llamado S. cerevisiae, que 

puede producir alcohol mediante procesos de fermentación [20]. Las ventajas de 

utilizar este método incluyen bajo costo, fácil cultivo en grandes cantidades y uso 

conveniente [21]. Muchos investigadores han explorado el uso de materiales de 

desecho agrícola como adsorbentes de bajo costo para eliminar tintes. Por ejemplo, El 

Khomri et al. [22] investigaron la eliminación del rojo Congo de una solución acuosa 

en sistemas de mezcla simple y binaria utilizando madera de cáscara de nuez de argán. 

Messaoudi et al. [23] sintetizaron nanopartículas de Ag2O utilizando extracto de hoja 

de Punica granatum para la adsorción del antibiótico sulfametoxazol. Su estudio 

demostró que las nanopartículas fabricadas exhibían una excelente capacidad de 

adsorción hacia el antibiótico, lo que sugiere su uso potencial como adsorbente para 

eliminar el antibiótico sulfametoxazol. En otro estudio, se encontró que el carbón 

activado derivados de hojas de Citrus sinensis eliminaron eficazmente el 98,64 % del 

CV de 100 mg/L [24]. Además, algunos estudios muestran que los adsorbentes 

naturales, como los materiales de desecho agrícola, se pueden utilizar como 

adsorbentes alternativos para la eliminación de colorantes azoicos [25-29].  

 

En un artículo, se estudió la biodegradación del tinte CV por la levadura 

S. cerevisiae en medio acuoso [30]. Los hongos juegan un papel importante en la 

descomposición y decoloración de tintes orgánicos por enzimas y procesos como la 

absorción y acumulación de tintes para aguas residuales [30]. La biodegradación de 

tintes sintéticos por hongos está surgiendo como un enfoque eficaz y prometedor [31]. 

Se estudió la biotransformación del verde de malaquita por S. cerevisiae y se encontró 

que el verde de malaquita se decoloraba por biosorción [32]. En algunos estudios, la 
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S. cerevisiae se ha utilizado para la eliminación de contaminantes, como arsénico [19], 

Hg2+ [33], cadmio (Cd), plomo (Pb) [34], verde de malaquita [35] y rojo de metilo [36-

37] a partir de soluciones acuosas.  

 

1.1.1. Justificación Ambiental 

La justificación ambiental del presente estudio describe que la contaminación 

de ecosistemas por colorantes hospitalarios y de laboratorios biomédicos en Perú, es un 

problema ambiental y de salud pública que no ha sido resuelto, en consecuencia esta 

investigación en necesaria su ejecución porque aportará en la recuperación ecoamigable 

de desechos líquidos hospitalarios contaminados con colorantes hasta producir 

efluentes tratados para minimizar el impacto tóxico de los colorantes a ecosistemas 

locales. 

 

1.1.2. Justificación social 

El impacto social de la contaminación de colorantes en efluentes afecta a toda 

la población donde estos efluentes contaminados no pueden ser degradados 

eficazmente y las aguas con estos colorantes tienen impacto en la salud por ser 

cancerígenos, el evitar la eliminación de los colorantes al medio ambiente, minimizará 

el potencial carcinogénico de estos colorantes, ya que esta investigación aplicó biomasa 

de LRI para transformar los tintes cancerígenos en moléculas menos tóxicas o que sean 

biodegradas hasta su eliminación total 

 

1.1.3. Justificación tecnológica 

La justificación tecnológica se basa en que en el Perú no existe tecnologías 

ambientales para tratar efluentes contaminados con colorantes hospitalarios 

provenientes de la tinción Gram, por ello, el desarrollo de esta investigación permitirá 

que los hospitales y centros biomédicos cuenten con una tecnología ecoamigable para 

tratar sus efluentes contaminados con tintes cancerígenos, para ello se planteó aplicar 

biomasa de LRI para que sea aplicado como biotratamiento y se biodegrade 

eficientemente los tintes y se transfiera una nueva biotecnología ambiental a los 

hospitales o centros biomédicos e impacte positivamente a la salud pública y al medio 

ambiente.  

 

Por lo tanto, esta investigación tiene por objetivo investigar el uso de levadura 

residual industrial (LRI) como una alternativa natural y ecológica para la 

biodegradación de colorante violeta cristal, que puede complementar los métodos 

existentes para la eliminación de tintes desde los efluentes hospitalarios y de 

laboratorios biomédicos. 
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1.2. Marco Teórico 

1.2.1. Antecedentes de la investigación 

En la presente investigación se ejecutó una búsqueda de diversos artículos 

científicos y tesis en distintos repositorios nacionales, así como el empleo de bases de 

datos de Scielo y Scopus, en estas búsquedas se incluyeron las palabras claves: 

levaduras, cristal violeta, biodegradación, biotecnología, tinción Gram. En la búsqueda 

se priorización los artículos científicos Scopus, con evidencia más actualizada y 

validada por pares. También se tuvo en cuenta el criterio temporal, donde se consideró 

investigaciones entre 2019 al 2024, con la finalidad de identificar las publicaciones y 

estudios de investigación con información de calidad y fiabilidad.  

 

1.2.2. Antecedentes Internacionales 

A nivel internacional los colorantes azoicos se encuentran entre las principales 

clases de colorantes sintéticos, incluidos más de 3000 colorantes diferentes que se utilizan 

en industrias como la del papel, la química, la alimentación, los productos cosméticos, 

los tejidos y la industria farmacéutica. En la industria del teñido, los colorantes azoicos 

se utilizan ampliamente y constituyen más de la mitad de todos los colorantes utilizados 

a nivel mundial [38]. Además, a medida que la industria textil global se ha expandido en 

las últimas décadas, también lo ha hecho el uso de estos colorantes, lo que ha aumentado 

los contaminantes generados por las aguas residuales contaminadas con colorantes. La 

eliminación incontrolada de aguas residuales textiles que comprenden colorantes azoicos 

y sus productos intermedios en la vida acuática tiene un aspecto desagradable y reduce la 

penetración de la luz solar, lo que reduce la fotosíntesis, la cantidad de oxígeno disuelto 

(OD) presente en el agua y la calidad del agua. También tiene consecuencias nocivas para 

la flora y los animales acuáticos, generando graves problemas ambientales en todo el 

mundo. Como resultado, existe un requisito de limpiar los efluentes textiles antes de su 

eliminación en el entorno natural [38]. 

 

Además, los colorantes azoicos dañan la demanda química de oxígeno (DQO), 

la demanda biológica de oxígeno (DBO) y el carbono orgánico total (COT). Numerosos 

colorantes sintéticos con sus metabolitos son cancerígenos, mutagénicos y tóxicos. 

Además, numerosos estudios han demostrado que los efluentes que contienen colorantes 

dañan la eficiencia de germinación, así como la biomasa de varias especies de plantas 

que cumplen funciones ecológicas necesarias, como prevenir la erosión del suelo, 

contribuir al hábitat para la vida silvestre y proporcionar materia orgánica que es esencial 

para la fertilidad del suelo [39]. Como resultado, los efluentes que contienen colorantes 

y sus metabolitos podrían erradicarse antes de ser liberados en los recursos hídricos y el 

medio ambiente. 
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Se han empleado muchos enfoques, como procedimientos químicos, físicos y 

biológicos, en el tratamiento de aguas residuales que contienen colorantes. Las técnicas 

físicas y químicas tienen las desventajas intrínsecas de ser incómodas económicamente 

(debido al mayor uso de energía y productos químicos), ser ineficientes en la eliminación 

de colorantes recalcitrantes o sus metabolitos, lo que resulta en una gran cantidad de 

biosólidos que eventualmente pueden terminar causando contaminación secundaria, y 

requieren técnicas avanzadas [39]. En comparación con los métodos fisicoquímicos, la 

eliminación y degradación de colorantes microbiológicos o enzimáticos es un sustituto 

más amigable con el medio ambiente y rentable. 

 

1.2.3. Antecedentes nacionales 

Cada año se producen en todo el mundo una gran variedad de colorantes 

textiles (aproximadamente 10 000 colorantes sintéticos; 7×107 toneladas métricas), lo 

que supone una amenaza para la seguridad medioambiental [40]. Los colorantes 

azoicos representan la clase de colorantes sintéticos más grande y más utilizada en la 

industria textil. Sin embargo, los efluentes de estas industrias han demostrado tener 

actividades tóxicas, mutagénicas y carcinógenas debido a la presencia de uno o más 

enlaces azoicos. Recientemente, el vertido de efluentes de colorantes en corrientes 

naturales ha ganado gran atención pública debido a los graves riesgos ecológicos. Por 

lo tanto, es urgente encontrar métodos más eficaces y ecológicos para tratar los 

efluentes de aguas residuales industriales antes de su vertido en el medio ambiente 

natural. 

 

A pesar de la eliminación de colorantes azoicos de los efluentes mediante 

tratamientos convencionales, como la floculación, la filtración por membranas, la 

fotocatálisis y la adsorción; la decoloración microbiana es una técnica aceptada más 

barata y ecológica para la eliminación de colorantes en comparación con los métodos 

físicos y químicos convencionales. Por lo tanto, la mayoría de los estudios actuales en 

Perú es limitada sobre la degradación de colorantes azoicos, ya que se centran 

principalmente en la degradación microbiana mediante bacterias de tintes textiles, sin 

estudios sobre biodegradación de colorantes biomédicos y hospitalarios como el cristal 

violeta. Sin embargo, aportes de la biodegradación de colorantes textiles (azo) 

mencionan que, por la actividad bacteriana, producen aminas aromáticas que tienen un 

impacto adverso en el ambiente. En comparación, se ha descubierto que los hongos 

decoloran los colorantes sin producir aminas aromáticas en función de su actividad 

extracelular de forma más eficiente, como en el caso de Sterigmatomyces halophilus 

SSA157 [40]. 
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1.3. Definiciones 

Levaduras. Es un microorganismo perteneciente al dominio Eucario, que se 

caracteriza por ser un hongo microscópico unicelular (8µ m), de forma esférica o 

elipsoide, que crece en medios orgánicos a pH ácido (< 4.5). 

 

Levadura residual industrial. Es un subproducto de desecho de la industria 

de producción de azúcar de caña o etanol que contiene más del 90 % de presencia de 

hongos unicelulares (levaduras). 

 

Medios de cultivo microbiano: Es aquel que contiene nutrientes necesarios 

como fuente de carbono o energía para el desarrollo y crecimiento de células 

microbianas (bacterias, arqueas, hongos, etc.) y permite su aislamiento en soportes 

solidos (agar) o en medios líquidos. 

 

Tinción de Gram: Comprende un método por el cual se clasifican 

microorganismos en Gram positivos (captura el colorante cristal violeta) y Gram 

negativos (capturan el tinte safranina). Este procedimiento es altamente usado en los 

laboratorios biomédicos y de docencia universitaria del mundo, donde los colorantes 

cristal violeta (cancerígeno) es usado y eliminado al drenaje sin considerar métodos de 

biotratamiento eficiente. 

 

1.4. Objetivo general 

Biodegradar cristal violeta (tinción Gram) desde efluentes hospitalarios y 

biomédicos en medios líquidos y sólidos aplicando levadura residual industrial (LRI).  

 

1.5. Objetivos específicos 

1. Aislar y caracterizar levadura residual industrial (LRI).  

2. Identificar por métodos moleculares levadura residual industrial (LRI). 

3. Evaluar el efecto de la concentración de biomasa de levadura residual industrial 

(LRI) en la biodegradación de cristal violeta (tinción Gram) presente en efluentes 

hospitalarios y biomédicos. 

 

1.6. Hipótesis  

1.6.1. Hipótesis general 

La levadura residual industrial (LRI) tiene capacidad catalizadora para 

biodegradar el cristal violeta (tinción Gram) presente en efluentes hospitalarios y 

biomédicos para ser aplicado en biotecnología ambiental. 
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1.6.2. Hipótesis específicas 

1. El aislamiento y las características microscópicas de Levadura Residual Industrial 

(LRI) con potencial de biodegradación de colorantes son compatibles con hongos 

unicelulares de Saccharamyces spp. 

 

2. El análisis de biología molecular de Levadura Residual Industrial (LRI) aplicada a 

la biodegradación de cristal violeta corresponde a la cepa Saccharomyces 

cerevisiae. 

 

3. El efecto de la concentración de biomasa (1x106 cel/ml) de la levadura 

Saccharomyces cerevisiae (LRI) en la biodegradación de cristal violeta (CV) 

presente en efluentes hospitalarios y biomédicos permite biodegradar entre el 80-

100 % de CV ( 25 a 100 mg/L). 
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CAPÍTULO II 

MATERIAL Y MÉTODOS 

 

2.1. Métodos y alcance de la investigación 

La prueba de hipótesis se desarrolló demostrando que la LRI tiene capacidad 

biológica para la biodegradación de colorantes hospitalarios (cristal violeta). 

 

2.2. Diseño de investigación 

El tipo de investigación ejecutada fue aplicada, con diseño experimental con 

variable independiente: La biomasa de LRI incluyendo la variable dependiente: 

porcentaje (%) de biodegradación de colorantes de efluente hospitalario. 

 

2.3. Población y muestra 

La población fueron los microorganismos fúngicos (levaduras) presente en 

20 mL de efluente de procesos de fermentación de caña de azúcar provenientes de aguas 

residuales de la Empresa Azucarera Casa Grande y la muestra fue aislados de la Levadura 

Residual Industrial que desarrollen en medios Agar Papa Sacarosa (APS) y Chromoagar 

(CAG). 

 

2.4. Metodología 

2.4.1. Muestreo 

El efluente (20 ml) con microorganismos fúngicos (1x108 cel/mL) de procesos 

de fermentación de caña de azúcar de las aguas residuales de la Empresa Azucarera Casa 

Grande se recolectó en tubos falcón estériles de 50 ml, se conservaron en cadena de frío 

a 4-8 °C y se usaron sin ningún tratamiento preliminar. En en laboratorio se procedió a 

procesar la muestra bajo cabina de bioseguridad (biobase) para ejecutar el aislamiento de 

microorganismos. 
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Las muestras de tintes hospitalarios con residuos de colorantes azoicos de tinción 

Gram (cristal violeta) se formularon desde Laboratorios de Microbiología de la 

Universidad Nacional de Trujillo. Las muestras de tinte comerciales de tinción Gram, se 

usaron como control.  

 

2.4.2. Aislamiento e identificación de levaduras desde efluentes residuales 

industriales 

Para el aislamiento se usó la técnica de vertida en placa con medio Agar Papa 

(APS) Sacarosa y Chromoagar (CAG). Para ello 0.1 mL de efluente de la aguas 

residuales de la empresa azucarera Casa Grande, se sembró por estría y se incubó a 

temperatura ambiente (22 °C) por 48 a 72 horas. 

 

2.4.3. Mantenimiento de levaduras residuales industriales (LRI) 

Las colonias de levaduras bien desarrolladas fueron replicadas en APS y se 

almacenaron a 4 °C en refrigerador LG 426L. 

 

2.4.4. Identificación de los aislados fúngicos (LRI) 

La identificación de los aislados de LRI se llevó a cabo por los métodos 

micológicos de rutina por análisis de la morfología de la colonia, pruebas preliminares 

como tinción de Gram y tinción de levaduras con azul de metileno.  

 

2.4.5. Ensayos de identificación molecular de LRI 

Las cepas aisladas de LRI fueron sometidas a purificación y extracción de ADN 

total mediante el kit Promega siguiendo las indicaciones del proveedor. El ADN aislado 

de la LRI se usó como molde para realizar amplificación del gen ARN 18S por PCR (Taq 

ADN polimerasa Promega) aplicando oligonucleótidos universales [37] en termociclador 

Eppendorf (Mastercycler X50p). El amplicón resultante se purificó mediante 

electroforesis en geles de agarosa TAE usando safered (ABP bioscience), en cámara de 

electroforesis hibrida UV (Umbrella Genomics). Luego el amplicón se secuenció usando 

secuenciador de ADN (Oxford Nanopore Technologies) y el resultado se analizó por 

BlastN hasta obtener la identificación bioinformática respectiva.  

 

2.4.6. Preparación del inóculo de LRI 

Para investigar la capacidad de decolorar cristal violeta, se realizó la suspensión 

de cultivos de levaduras LRI en Solución Salina Fisiológica Estéril (cloruro de sodio al 

0,85 %). Una alícuota de 0,5 ml de cultivos de levaduras se inocularon en 50 ml de 

solución salina y se incubaron a 22 °C durante 3 horas (incubado FAITHFUl modelo 

WP-25AB). 
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2.4.7. Experimentos de decoloración de cristal violeta (CV) 

Los experimentos se ejecutaron por triplicado y se evaluó la decoloración de CV 

en viales de 25 ml con 15 ml de cristal violeta (0, 25, 50,100, 300 y 500 mg/l), en caldo 

de papa con y sin sacarosa a pH 4.5. Luego, los viales se esterilizaron en autoclave a 

121 °C durante 15 minutos (Autoclave Portable Biobase Bkm-p 18 L). Luego cada vial 

fue inoculado con 1.5 ml de suspensión celular de LRI aplicando agitación manual por 

aireación externa y se incubó (incubado FAITHFUl modelo WP-25AB) a 22 °C durante 

7-14 días. Se tomaron muestras a intervalos de 24-48 horas para observación 

microscópica (microscopio Greatlab - XSZ 157H) y evaluación visual de decoloración. 

La decoloración del sobrenadante se evaluó por la absorbancia en espectrofotómetro 

(Jenway 6850, IQ/OQ; 230 V) y el sedimento se analizó al microscopio óptico 

(Greatlab). Algunas muestras de LRI en presencia de CV de 100 y 300 mg/L fueron 

evaluadas en su viabilidad celular por siembra en placas Petri conteniendo en APS y 

Chromoagar. 

 

2.4.8. Ensayo de decoloración 

El ensayo de decoloración se ejecutó por medición del porcentaje de 

decoloración (biodegradación) utilizando espectrofotómetro (Jenway 6850) midiendo la 

Densidad Óptica (DO) a 600 nm de cada ensayo al inicio y al final. El porcentaje de la 

decoloración se calculó a partir de la siguiente ecuación: 

 

Porcentaje de biodegradación = DO inicial- DO final x100 

OD inicial 

  

2.4.9. Biodegradación del efluente de aguas residuales hospitalarias por 

LRI 

Biodegradación efluente hospitalaria o efluente de laboratorio biomédico, se 

llevó a cabo en un matraz de 250 ml con 150 ml del efluente. El efluente con residuos de 

colorantes de tinción de Gram se enriqueció con caldo de papa y luego se esterilizó en 

autoclave (Biobase Bkm-p 18 L) a 121°C durante 15 minutos a pH 4.5 (Hanna 

Instruments). El matraz fue inoculado con 15 ml de inóculo de LRI (106 cel/mL). El 

matraz se agitó por aireación mecánica, a 22 °C en incubadora (FAITHFUl modelo WP-

25AB) durante 7-14 días. La biodegradación se analizó por presencia y ausencia de 

decoloración al finalizar los tiempos de incubación respectivos. 
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CAPÍTULO III 

RESULTADOS 

 

Tabla 1. Características microscópicas de Levadura Residual Industrial (LRI) compatibles 

con Saccharamyces. 

Parámetros biológicos Descripción 

Análisis microscópico 
Células eucariontes ovaladas (8 µm) en estado de 

gemación algunas con pseudohifas 

Análisis macroscópicos 
Colonias de 3 a 6 mm de diámetro, bordes 

redondeados, aspecto cremoso y colonias convexas 

Tinción azul de metileno (AM) Células con movilidad que captan colorante AM 

Tinción de Gram Células tiñen Gram positivas 

 

El aislamiento y caracterización microbiológica del efluente de levadura residual 

industrial (tabla 1) fue posible aplicando técnicas clásicas de microbiología para 

determinar la anatomía celular de la muestra mediante observación al microscopio 

óptico, donde se encontró presencia de células eucariontes ovaladas (8 µm) en estado de 

gemación con algunas pseudohifas, en las observaciones a inmersión se encontró células 

independientes en estado de gemación con morfología elipsoide con núcleo central bien 

característico de las cepas del género Sacharamyces. Cuando la LRI se sembró en medios 

de cultivo sólido cromogénicos se encontró el desarrollo de colonias de 3 a 6 mm de 

diámetro con bordes redondeados, aspecto cremoso y formas convexas, las tonalidades 

del agente cromogénico (Chromoagar) dieron resultado de colonias púrpuras 

características de Saccharomyces cerevisiae las cuales fueron expuestas a tinción de 

Gram que resultó en células Gram positivas y al exponerlas al colorante vital azul de 

metileno se evidenció bajo microscopio óptico (40X) células motiles (100 células x 

campo), con un 90 % de viabilidad. Este resultado (tabla 1) permite evidenciar la 

presencia de biomasa activa de LRI que corresponde a levaduras de la cepa 

Saccharomyces cerevisiae. 
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Tabla 2. Análisis de biología molecular de levadura residual industrial (LRI) aplicada a la 

biodegradación de cristal violeta 

Biología molecular Descripción 

Extracción de ADN genómico 100 ng/µL 

Amplificación por PCR PCR (positivo) 

Identificación de Molecular Saccharomyces cerevisiae 

 

El análisis de biología molecular (tabla 2) del aislado microbiológico del efluente 

de levadura residual industrial (tabla 1) se desarrolló mediante la extracción de ADN 

genómico de células de LRI. Para ello, una colonia de levadura fue sometida de lisis 

celular para proceder con el kit de extracción de ácidos nucleicos Promega, hasta obtener 

ADN purificado (100 ng/ul). Este ADN genómico se aplicó como molde para amplificar 

por PCR el gen ARNr, y detectar un amplicón correspondiente al tamaño esperado dando 

un PCR positivo (tabla 2). Para el PCR se usaron oligonucleótidos (SB1/SB2 y SC1/SC2) 

de la región del ITS del ARNr de levaduras según lo descrito previamente [37]. Los 

parámetros de PCR fueron con desnaturalización inicial a 94 °C durante 5 min y 30 s 

para los ciclos posteriores, hibridización de oligonucleótidos a 50 °C durante 1 min y 

extensión a 72 °C durante 1 min. Se programaron 30 ciclos seguidos de una extensión 

final a 72 °C durante 7 min en termociclador Biorad. Los productos amplificados se 

sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 1,4 % (Boehringer) y se tiñeron con 

Safered. Se utilizó un marcador de ADN de 100 pb (Gibco BRL) como estándar de 

tamaño. El amplicón resultante se usó como molde para análisis de secuenciamiento de 

ADN, resultando en la identificación de la LRI (tabla 2) mediante BlastN ser 

Saccharomyces cerevisiae. El análisis de biología molecular de Levadura Residual 

Industrial (LRI) aplicada a la biodegradación de cristal violeta corresponde a la cepa 

Saccharomyces cerevisiae. 

 

La identificación molecular (tabla 2) por PCR permite validar las características 

microscópicas y macroscópicas (tabla 1) de la LRI como Saccharomyces cerevisiae. 
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Figura 1. Biodegradación de cristal violeta (mg/L) por levadura residual industrial (LRI) 

Saccharomyces cerevisiae (106 cel/mL) en medios de caldo de papa (CP: barra azul) y caldo 

de papa sacarosa (CPS: barra naranja) durante 14 días de incubación a temperatura 

ambiente (22 °C). Se incluyen la desviación estándar en barras de error de experimentos por 

triplicado 

 

La evaluación del efecto de la concentración de biomasa (1x106 cel/ml) de la 

levadura Saccharomyces cerevisiae (LRI) en la biodegradación de cristal violeta (CV) 

presente en efluentes hospitalarios y biomédicos resultó (figura 1) en la capacidad de 

biodegradar entre el 80-99 % de CV (25 a 100 mg/L) cuando se usa caldo de papa y de 

80- 60 % de CV (25 a 100 mg/L) cuando se usa caldo papa sacarosa. Al parecer la 

concentración celular de LRI es idónea para lograr 100 % de biodegradación de CV en 

CP, versus CPS (80 %) en 25 mg/mL de CV. La sacarosa en el medio CPS interfiere en 

la eficiencia de biodegradación del CV por la LRI, ya que en este medio la LRI usa de 

forma preferente la sacarosa como fuente de carbono, en vez de biodegradar de forma 

prioritaria el CV, como se evidencia en la figura 1, cuando la incubación se desarrolló a 

22 °C por 14 días. El análisis celular de LRI bajo las diferentes concentraciones de CV, 

permitió detectar las levaduras activas y viables, pero con 100 % de captación intracelular 

del colorante CV, estas elevadas dosis de CV, hacen que este colorante tiña toda la 

anatomía celular, conforme pasa el proceso de incubación las células van decolorando el 

CV intracelular hasta recuperar su coloración natural original. 
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Figura 2. Biodegradación de cristal violeta (mg/L) por levadura residual industrial 

Saccharomyces cerevisiae en caldo de papa (CP: barra azul) durante 14 días de incubación a 

temperatura ambiente (22 °C). Se incluye la desviación estándar en barras de error de 

experimentos por triplicado 

 

El efecto de la concentración de biomasa (1x106 cel/ml) de la levadura 

Saccharomyces cerevisiae (LRI) en la biodegradación de elevadas concentraciones de 

cristal violeta (CV) de 300 a 500 mg/L no ha sido reportado, por ello se evaluó la 

capacidad de la LRI de desarrollarse bajo esta condición de extrema toxicidad (figura 2), 

que según, la información obtenida, son condiciones letales donde la muerte celular es 

inminente por estrés oxidativo, radicales libres y desnaturalización de proteínas de 

membrana [25-30]. Al usar un inóculo celular de LRI de 1x106 cel/ml se puede obtener 

que el CV (figura 2) alcanza a biodregradarse al 30 % cuando la concentración inicial de 

CV es 300 mg/L y del 10 % cuando fue de 500 mg/L. A pesar de lograr capacidad 

degradativa del 10 al 30 % del CV, se observó que las células de levadura independientes 

están mayormente destruidas con las membranas celulares dañadas y bajo porcentaje de 

viabilidad (< 20 %) o células sobreteñidas con CV; sin embargo, se logró observar células 

resistentes a colorearse con CV, quizás las poblaciones descendientes logran adaptarse, 

observando cepas de levaduras de mayor tamaño (40 a 80 µm) que las parentales 8 µm. 

Este reporte demuestra mecanismos de respuesta de aumento de tamaño celular para 

evadir la toxicidad del CV, lo que causa letalidad en la población progenitora, pero los 

descendientes resultaron ser capaces de adaptarse a dosis letales de CV (300-500 mg/L).  
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Figura 3.Viabilidad celular de la levadura residual industrial (LRI) Saccharomyces 

cerevisiae en presencia de cristal violeta (CV) 500 mg/L durante 14 días. La barra azul 

representa a células de levadura que permanecen teñidas con CV durante 14 que están sin 

actividad biológica (células muertas), la barra blanca, representa células vivas que resisten la 

toxicidad de la elevada concentración de CV (500 mg/L) que logran tener resistencia a 

absorber el CV dentro de su matriz celular 

 

La elevada concentración de cristal violeta (CV) al 500 mg/L representa una 

acción de alta mortalidad celular (figura 3) alcanzando 80 % de células de LRI muertas, 

cuando se aplica agente de tinción vital (azul de metileno). Al pasar 14 días de incubación 

a 22 °C en presencia de CV al 500 mg/L, existe un 20 % de viabilidad, pero las células 

logran tener mayor tamaño, así como experimentaron resistencia a captar el CV en su 

anatomía celular. 

 

En la práctica biomédica, el CV al ser aplicado en procesos de coloración de 

muestras biológicas y ser desechado al drenaje, inicialmente, alcanza concentraciones 

letales que luego de mezclarse con el agua servida va diluyéndose. Los resultados 

(figuras 2 y 3 de esta investigación) se pueden aplicar para usar la LRI como producto 

biológico bioabsorbente con capacidad de biodegradar el CV. De esta forma, se puede 

minimizar el impacto ambiental del CV y prevenir su efecto cancerígeno y letal a otras 

especies. 
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CAPÍTULO IV 

DISCUSIÓN 

 

Las investigaciones sobre la degradación de colorantes por hongos aún son 

escasas a nivel comercial para el tratamiento eficaz de compuestos cancerígenos como 

el cristal violeta. Por ello, los estudios deben centrarse en minimizar los factores 

limitantes que afectan el metabolismo celular fúngico. Un proceso de biodegradación 

eficiente debe considerar las vías de degradación, los factores ambientales, la tasa de 

biodegradación y los mecanismos que inciden en la eliminación de estos colorantes 

contaminantes. Es imperativo garantizar que los productos resultantes de la degradación 

no sean tóxicos para la vida acuática o las plantas. 

 

La integración de diferentes tecnologías para el tratamiento de colorantes 

contaminantes es altamente deseable a fin de implementar soluciones tecnológicas 

efectivas en industrias sanitarias, hospitales y laboratorios que actualmente desechan 

colorantes al ambiente sin un tratamiento adecuado. El estudio de los mecanismos de 

biodegradación fúngica de colorantes azoicos, como el cristal violeta presente en aguas 

residuales de tintorerías, contribuiría a explorar la cinética de degradación de hongos 

levaduriformes. 

 

La contaminación del agua por parte de industrias textiles y centros hospitalarios 

representa un problema crítico, ya que se vierten grandes cantidades de tintes a los 

efluentes y cuerpos de agua. La eficacia de los procesos microbianos para la eliminación 

o degradación de estos compuestos se basa en el uso de microorganismos capaces de 

decolorar y degradar tintes sintéticos con estructuras químicas diversas. La degradación 

o decoloración fúngica de los tintes ha sido investigada principalmente a nivel de 
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laboratorio [19, 21, 27, 33]. Estudios previos se han centrado en bacterias para la 

decoloración de tintes, y los hallazgos han dependido en gran medida de un medio de 

cultivo adecuado y de la optimización de diversos parámetros (como la adición de 

cosustratos, nutrientes, moléculas mediadoras y condiciones físicas), así como del 

manejo de cepas comerciales o biomasa [19]. 

 

La integración de tecnologías es otro aspecto clave que podría aportar beneficios 

significativos. Es necesario desarrollar tecnologías y materiales avanzados para la 

degradación efectiva de colorantes en aguas residuales industriales. Actualmente, solo 

existen estudios básicos en laboratorio sin aplicaciones a escala comercial para resolver 

el problema de los colorantes en los efluentes. En ese contexto, esta tesis desarrolló un 

modelo eficiente de biodegradación del colorante azoico cristal violeta utilizando la 

Levadura Residual Industrial (LRI) Saccharomyces cerevisiae. Este modelo emplea dos 

residuos ambientales para su valorización tecnológica: 

 

Efluentes hospitalarios o de laboratorio que contienen cristal violeta, y residuos 

industriales de la industria azucarera provenientes de la producción de etanol, 

específicamente la Levadura Residual Industrial (LRI). 

 

Ambos contaminantes son actualmente vertidos a los efluentes, afectando el 

medio ambiente. En esta tesis, se les otorga una nueva utilidad tecnológica, empleando 

la LRI como insumo para la biodegradación del cristal violeta (CV), logrando una 

eficiencia del 99 % en un periodo de 7 a 14 días de tratamiento, bajo condiciones 

ambientales y a bajo costo. 

 

Se desarrolló también la validación tecnológica de la biodegradación del CV, 

evidenciada mediante la caracterización e identificación microbiológica y molecular de 

la LRI (tablas 1 y 2), determinando que la cepa evaluada corresponde a Saccharomyces 

cerevisiae. Este hongo, al ser expuesto a diferentes concentraciones de cristal violeta (25 

a 500 mg/L) (figuras 1, 2 y 3), demostró la capacidad de utilizar el CV como fuente de 

carbono, logrando una mayor eficiencia de biodegradación en medio de caldo de papa 

(CP) en comparación con caldo de papa sacarosa (CPS) (figura 1). 

 

La LRI logró biodegradar el 99 % del CV (25 mg/L) en CP en un periodo de 7 a 

14 días, y el 80 % en CPS. No obstante, concentraciones más altas (300 a 500 mg/L) 

reducen la eficiencia de biodegradación (de 30 % a 10 %), debido a la citotoxicidad y al 

efecto antimicrobiano [1] del CV. Esto se evidencia en la muerte celular de más del 80 % 

de las levaduras expuestas a 500 mg/L de CV (figura 3). 
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En general, concentraciones superiores a 100 mg/L de CV son difícilmente 

biodegradadas por modelos microbianos. Solo unas pocas especies de bacterias o 

levaduras han mostrado capacidad de biodegradación en estos rangos [2-19], ya que el 

CV > 100 mg/L posee efectos antibacterianos y antifúngicos [1-2]. Sin embargo, en esta 

tesis (figuras 2 y 3) se demuestra que la LRI es capaz de resistir y sobrevivir a 

concentraciones letales de CV: más del 20 % de la población celular sigue siendo viable. 

Futuros estudios podrán analizar los mecanismos de resistencia y extender los tiempos 

de tratamiento a 4 u 8 semanas, con el fin de determinar si la población viable puede 

biodegradar eficientemente CV a concentraciones de 500 mg/L. 
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CONCLUSIONES 

 

1. La levadura residual industrial (LRI) Saccharomyces cerevisiae tiene capacidad 

catalizadora para biodegradar el cristal violeta (CV) presente en efluentes 

hospitalarios y biomédicos para ser aplicado en biotecnología ambiental. S. cerevisiae 

biodegrada del 80 a 99 % del CV en caldo de papa, pH 4,5, por 14 días a 22 °C cuando 

el CV esta entre 25 a 100 mg/L, pero disminuye 10 a 30 % para concentraciones de 

CV: 300 a 500 mg/L, en elevadas concentraciones de CV (500 mg/L) la LRI muestra 

resistencia al CV por 14 días al observarse 20 % de células fúngicas viables. 

 

2. Las estrategias de crecimiento en medios agar de papa sacarosa y medio chromoagar 

permite aislar y caracterizar la presencia de biomasa activa de LRI que corresponde a 

levaduras de la cepa Saccharomyces cerevisiae. 

 

3. El análisis molecular por PCR usando ADN genómico identificó como 

Saccharomyces cerevisiae al aislado de LRI consistente con sus características 

microscópicas y macroscópicas de fisiología de cultivos en medios agar de papa 

sacarosa y chromoagar.  

 

4. La biomasa (1x106 cel/ml) de la levadura Saccharomyces cerevisiae (LRI) tiene 

efecto de biodegradación de cristal violeta (CV) presente en efluentes hospitalarios y 

biomédicos  
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Anexo 1 

 
Figura 4. Desarrollo de experimento de biodegradación de colorante azo cristal violeta por 

levadura residual industrial (LRI) en medio de caldo de papa (CP). El primer vial (control) 

contiene solo LRI en vinaza de caña de azúcar, del 2.° al 7.° vial se observa la LRI en medio 

CP con 0, 25, 50, 100, 300 y 500 mg/L de CV 

 

 
Figura 5. Observación microscópica a 10X de biodegradación de colorante azo cristal violeta 

por levadura residual industrial (LRI) en medio de caldo de papa conteniendo 25 mg/L de CV 

después de 7 días de incubación a 22 °C. Se muestra la presencia de células de LRI 

(incoloras) en su totalidad demostrando la biodegradación de casi 100 % del CV 
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Figura 6. Observación microscópica a 40X de biodegradación de colorante azo cristal violeta 

por levadura residual industrial (LRI) en medio de caldo de papa conteniendo 50 (A), 100(B) 

y 300 (C) mg/L de CV después de 7 días de incubación a 22 °C. Se muestra que la totalidad de 

la LRI corresponde a células azules elipsoides de LRI que están en proceso de 

biodegradación de CV 

 

 
Figura 7. Observación microscópica a 40X de biodegradación de colorante azo cristal violeta 

por levadura residual industrial (LRI) en medio de caldo de papa conteniendo 500 mg/L de 

CV después de 14 días de incubación a 22 °C. Se muestra la presencia de células azules de 

LRI (espermatozoide like) de forma ahusada con prolongación de pseudohifas tipo 

filamentosa con morfología diferente a las levaduras silvestres originales (células azules 

elipsoides) 
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Figura 8. Observación microscópica a 40X de biodegradación de colorante azo cristal violeta 

por levadura residual industrial (LRI) en medio de caldo de papa conteniendo 500 mg/L de 

CV después de 14 días de incubación a 22 °C. Se muestra la presencia de células de LRI 

(incoloras) de 4 a 5 veces más grandes que las levaduras silvestres originales (células azules 

elipsoides) 

 

 
Figura 9. Observación microscópica a 100X de biodegradación de colorante azo cristal 

violeta por levadura residual industrial (LRI) en medio de caldo de papa conteniendo 500 

mg/L de CV después de 14 días de incubación a 22 °C. Se muestra la presencia de células de 

LRI (incoloras) de 4 a 5 veces más grandes que las levaduras silvestres originales (células 

azules) 
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Figura 10. Observación macroscópica de levadura residual industrial (LRI) en medio agar 

papa sacarosa después de 2 días de incubación a 22 °C. Se muestra la presencia colonias 

cremosas de 3 mm de diámetro de LRI. 
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