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Cultivo de Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst. y
evaluacidén de su aplicacion a la biorremediacidn.

Resumen

Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst es un hongo causante de pudricién blanca y
por consiguiente es capaz de degradar la lignina de la madera y otros sustratos
sobre los que crece. Se evalud su capacidad de producir las enzimas ligninoliticas
Lacasa, Manganeso peroxidasa y lignin peroxidasa, encontrandose que soélo la
lacasa se produce con una actividad apreciable. Se evalud la induccion con
metales pesados y compuestos fendlicos y se determin6 que entre las sustancias
ensayadas, el cobre y el acido ferulico son los mejores inductores de la lacasa. Se
evaluaron fuentes de carbono y nitrogeno a fines de proponer un medio
consistente en glucosa, peptona, extracto de levadura, cobre ya acido ferulico
Optimo para la produccion de esta enzima y a través de disefos factoriales se
obtuvieron optimizaron las concentraciones de los mismos. Se encontr6 ademas
que los dos tipos de inductores (fendlicos y metalicos) producen distintos patrones
electroforéticos de actividad lacasa. Se optimizé la produccién de cuerpos
fructiferos en medios basados en aserrin de pino y alamo con y sin chips de esas
maderas, concluyendo que la mayor bioconversién (peso seco de fructificaciones /
peso seco de sustrato) se encuentra sobre aserrin de alamo con chips. Se
evaluaron los componentes de los sustratos nuevos y gastados asi como también
los de la fructificacion para caracterizar la bioconversion y se cuantificaron las
actividades enzimaticas ligninoliticas e hidroliticas. Se estudi6 la degradacién de
colorantes industriales por medios liquidos y sélidos y se evalué el efecto de los
mediadores de oxidorreduccion HBT y ABTS. Se encontr6 que los compuestos
fendlicos vainilloides producen un efecto protector sobre el micelio contra distintos
xenobibticos por vias distintas de la induccién enzimatica y se concluy6é que el
mecanismo consiste en la alteracion de la matriz extracelular del micelio

incrementando su capacidad para retener los téxicos.



Cultivation of Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst. and
evaluation of its application to bioremediation.

Summary

Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst is a white rot fungus and therefore is able to
degrade the lignin of wood and other substrates on which it grows. The ability to
produce the ligninolytic enzymes laccase, lignin peroxidase and manganese
peroxidase were assessed. It was found that only laccase occurs with appreciable
activity. Induction with heavy metals and phenolic compounds was evaluated and it
was found that among the tested substances, copper and ferulic acid are the best
inductors of laccase. Carbon and nitrogen sources were evaluated and an optimal
medium consisting of glucose, peptone, yeast extract, ferulic acid and copper was
proposed for production of this enzyme. Optimized concentrations were obtained
through a factorial design. It was also found that the two types of inductors
(phenolic and metallic) produce different electrophoretical patterns of laccase
activity. Production of fruit bodies in media based on poplar pine sawdust with and
without wood chips of those species were optimized. We concluded that the most
efficient bioconversion (dry weight of fruit bodies / dry weight of substrate) is
achieved on poplar sawdust with wood chips. Chemical composition of fresh and
wasted substrates as well as of fruit bodies were analyzed to characterize the
bioconversion. Hydrolytic and ligninolytic enzyme activities were quantified.
Degradation of industrial dyes for liquid and solid media were studied and the
effect of redox mediators HBT and ABTS was evaluated. It was found that the
vanilloid phenolic compounds exert a protective effect on the mycelium against
various xenobiotics by pathways which are different from that of enzyme induction
and it was concluded that the mechanism involves the alteration of the extracellular
matrix of mycelium by increasing its ability to retain toxic substances.
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Capitulo 1: produccion de lacasa en medio liquido

1.1 Introduccion

1.1.1 La lacasa

Los hongos de la pudricion blanca (white rot fungi) se caracterizan por su
capacidad de degradar la lignina. Dado que esta consiste en un heteropolimero
compuesto por unidades de diferente estructura (en general compuestos fendlicos)
se requiere de enzimas especiales que sean capaces de oxidar estos enlaces sin
alta especificidad pero de manera eficaz. Estas enzimas se conocen como
ligninasas o mas recientemente, como enzimas modificadoras de la lignina. Si bien
existen algunas otras descriptas, los estudios clasicos reconocen principalmente a
la Lacasa, a la Lignin peroxidasa (LiP) y a la Manganeso peroxidasa (MnP).

La Lacasa es una de las de las pocas enzimas cuya investigacion se remonta al
siglo XIX. Fue encontrada por primera vez en los exudados de Rhus vernicifera, el
arbol de la laca japonesa y, aflos mas tarde, también en los hongos (7). A pesar
de su temprano descubrimiento, ha atraido considerable atencién sélo después
del comienzo de los estudios de degradacion enzimatica de la madera por los
hongos de la pudricién blanca aproximadamente a partir de la segunda mitad de
los "90.

Las lacasas se encuentran en muchas plantas, hongos y microorganismos, son
oxidasas que se caracterizan por poseer cuatro atomos de cobre funcionales
distribuidos en tres sitios y definidos de acuerdo a sus propiedades
espectroscépicas. Pueden ser poliméricas, y la forma enzimaticamente activa
puede ser un dimero o trimero. Al igual que las otras enzimas modificadoras de la
lignina, la lacasa no actla directamente sobre el sustrato sino a través de
mediadores de oxidorreduccion presentes en el medio. Es una enzima

perteneciente a un grupo de polifenol oxidasas que contienen atomos de cobre en



el centro catalitico y generalmente se las conoce como oxidasas
multicobre. Cataliza oxidaciones que involucran 4 electrones del sustrato reductor
esta reaccidn esta acoplada a la reduccién del O, para llevarlo a H>O. La Lacasa
puede catalizar directamente la oxidacibn de o-difenoles, p-difenoles,
aminofenoles, polifenoles, poliaminas y arildiaminas Es dificil definir lacasa por su
sustrato debido a la diversidad, y el solapamiento con otras fenol oxidasas,
aunque suele considerarse a la siringaldazina como sustrato caracteristico (2)
siempre y cuando el peréxido de hidrégeno se excluya de la reaccion. La lacasa
es, pues, una oxidasa que oxida un amplio rango de sustratos y una variedad de
otros compuestos, asi como también sobre el heteropolimero de la lignina, pero no
tiene actividad oxidasa sobre la tirosina como lo hacen las tirosinasas. Debido a
que también puede estar involucrada en reacciones de polimerizacidon
promoviendo el acoplamiento oxidativo de monolignoles, una familia de fenoles de
origen natural, es més correcto referirse a ella como enzima modificadora de la
lignina que como ligninasa. Se demostr6 ademas que las lacasas de los hongos
tienen una gran diversidad de funciones, entre ellas la morfogénesis, la interaccion
planta patdgeno, las respuestas a diversos tipos de estrés y la degradacion de la
lignina (3).

La actividad lacasa se ha verificado en muchas especies de hongos y la enzima ya
ha sido purificada a partir de decenas de ellos. Sin embargo, esta produccion esta
limitada a determinados grupos ecolégicos y nunca se ha demostrado
fehacientemente, por ejemplo, en los hongos inferiores.

En casi todas las especies de hongos de podredumbre blanca se informé la
produccibn de lacasa en diversos grados (4). En el caso
de Pycnoporus cinnabarinus, la lacasa fue descrita como la Unica enzima
producida por esta especie capaz de degradar la lignina (5). La presencia y el
papel de las lacasas en hongos de pudricion castafna todavia no estan claros, pero
parece ser poco comun dado que su estrategia ecolégica consiste en la
degradacion de la celulosa. No hay en ellos degradacion (mineralizacion o al
menos solubilizacién) de lignina sino una notable modificacién llevada a cabo por

mecanismos no enzimaticos como por ejemplo la reaccién Fenton.
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La mayoria de los hongos de pudricidn blanca exhiben al menos dos isoenzimas
de la lacasa (7), y en algunos casos mas, tal como P. ostreatus que produce al
menos ocho isoenzimas lacasa diferentes, seis de los cuales se han aislado y
caracterizado (6-10). La produccion de las isoenzimas de lacasa
en P. ostreatus esta regulada por la presencia de cobre y las dos isoenzimas
diméricos solo se han detectado en la presencia de cobre (9-11)

La base molecular para la produccion de distintas isoenzimas es la presencia de
multiples genes de lacasa en hongos, ver por ejemplo, Chen et al. (12-14).

Las lacasas pertenecen al grupo de las oxidasas multicobre azules (BMCO) que
catalizan una oxidacion de un electron de forma concomitante con la reduccion de
cuatro electrones de oxigeno molecular a agua (75-17). La catalisis realizada por
todos los miembros de esta familia depende de la presencia de centros de cobre
diferentes en la molécula de la enzima, en las lacasas siempre son 3. Estos
centros pueden ser identificados sobre l|la base de sus propiedades
espectroscépicas. El cobre T1 se caracteriza por una fuerte absorcién alrededor
de 600 nm, debido a su intenso color azul, mientras que el cobre T2 exhibe una
absorcién débil en la regidn visible. El sitio T2 emite resonancia paramagnética
electronica (EPR-activo), mientras que los dos iones de cobre del sitio T3 son
EPR-silencioso debido a un acoplamiento puente del tipo antiferromagnético. Los
sustratos son oxidados por el cobre T1 y los electrones extraidos se transfieren,
probablemente a través de un motif muy conservado His-Cys-His, al sitio T2/T3,
donde se reduce el oxigeno molecular dando lugar a agua (78). Algunas enzimas
carecen del cobre T1 y algunos autores no las consideran verdaderas
lacasas. Otros utilizan el término “lacasas amarillas”, porque estas variantes no
tienen la banda de absorcion caracteristica en torno a 600 nm (79, 20).

A pesar de la cantidad de informacion sobre estas enzimas, ni la via precisa de
transferencia de electrones ni los detalles de la reduccién de dioxigeno se
entienden completamente (9, 27). Por lo que la relacién entre la estructura del sitio
catalitico y la preferencia de sustrato sigue siendo dudosa.

Una gama muy amplia de sustratos se ha demostrado que se oxida por las
lacasas fungicas, pero las constantes cataliticas se ha informado sobre todo para
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un pequeino grupo de sustratos - por ejemplo, los no naturales como el &cido 2,2'-
azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico) (ABTS) y los compuestos fendlicos 2,6 -
dimetoxifenol (DMP), guayacol y siringaldazina. Los valores de Km oscilan entre
10 mM para siringaldazina y ABTS a 100 mM para DMP y guayacol.

Los valores de pH Optimos para la actividad de las lacasas fungicas se ubican
tipicamente en rangos acidos. Por ejemplo el pH 6ptimo para la oxidacién de
ABTS es generalmente inferior a 4,0, los compuestos fendlicos como el DMP,
guayacol y siringaldazina presentan valores mas altos de entre 4,0 y 7,0. pH
optimos de las enzimas de diferentes hongos para la hidroquinona y catecol son
3,6—4,0 y 3,5-6,2, respectivamente (22).

La estabilidad de las lacasas fungicas es generalmente mas alta a pH acido (23),
aunque existen excepciones (24). La estabilidad en funcién de la temperatura
varia considerablemente. La vida media a 50°C varia desde minutos en B.
cinnerea, a mas de 2-3 h en L. edodes y A. bisporus, a un maximo de 50-70 h en
Trametes sp. (25). Mientras que la enzima de G. /lucidum se inactivo
inmediatamente a 60°C segun reporta Baldrian (1), la lacasa termoestable de M.
albomyces exhibe una vida media de mas de 5 h y por lo tanto un potencial muy
alto para determinadas aplicaciones biotecnoldgicas (26).

Se propuso también que las lacasas cumplirian un papel en la proteccion contra
los metales pesados, basado en el hecho de que diferentes metales pesados
inducen su actividad y a su vez esta conectado con la produccién de melaninas a
través de la polimerizacion de compuestos fenélicos (27-30).

El desarrollo actual en la investigacion de la catélisis llevada a cabo por la lacasa y
el relevamiento y estudio de mediadores junto con la investigacion sobre la
expresion heterdloga de esta enzima abre un amplio espectro de posibles
aplicaciones en el futuro préximo. Por otra parte, las lacasas también pueden
ofrecer una alternativa mas simple y conveniente que las peroxidasas (las cuales
ademas requieren H>O,) ya que las lacasas se pueden producir en una escala

econdmicamente factible.
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1.1.2 Las peroxidasas

La lignina peroxidasa y la manganeso peroxidasa son enzimas con actividad
ligninolitica frecuentemente encontradas en hongos de pudriciéon blanca. Actuan
también de manera indirecta pero el agente oxidante principal no es el oxigeno
sino el perdxido de hidrogeno. En el caso de la manganeso peroxidasa, esto
ocurre a través de la oxidacion y reduccién del manganeso

2Mn(ll) #2H* +H0,  ——= 2Mn(lll) +2 Hy0

Si bien en muchos hongos son responsables de gran parte de la degradacion de la
lignina, no hay muchos reportes de su produccion por parte de G. lucidum (31).
Las peroxidasas son enzimas de menor factibilidad de aplicacion industrial debido
a su inestabilidad y a la dependencia de una fuente externa de perdxido de
hidrégeno, lo que restringe su accion a condiciones mas estrictas que la lacasa.

1.1.3 Las enzimas modificadoras de la lignina de Ganoderma lucidum.

La produccion de enzimas ligninoliticas por parte de Ganoderma lucidum fue
estudiada en las ultimas décadas con especial énfasis en la actividad lacasa
debido a la escasa produccion de Mn peroxidasa y Lignin peroxidasa (32-35) en
varias especies de este género se verificd la alta produccion de lacasa en medio
sélido pero también existen estudios en los que se verifican altas actividades en
medio liquido (32, 36). Las actividades peroxidasa reportadas en la literatura son
escasas Yy refieren bajos niveles de MnP y solo raramente LiP a pesar de que el
genoma de G. lucidum presenta secuencias similares a la del gen de esta ultima
(31). La induccion de la actividad lacasa por compuestos fendlicos se conoce en
muchos géneros de hongos lignoceluloliticos y también existen reportes para G.
lucidum (37). En otros géneros de hongos de la pudricién blanca ha sido muy

estudiada también la induccion de esta enzima por metales como el cobre en
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Trametes trogii (38). Hasta el momento no hay reportes publicados sobre la

induccion de la actividad lacasa en Ganoderma lucidum.

1.2 Materiales y Métodos

1.2.1 Las cepas

Se utilizaron las cepas de Ganoderma lucidum E47 y S provenientes del cepario
del CERZOS Bahia Blanca y se las mantuvo en medio extracto de malta agarizado

a lo largo de todo el trabajo.

1.2.2 Medios de cultivo

Para los ensayos de nutricién e induccidén previos a la optimizacion se utilizé el

medio GG modificado de Galvagno (39) como sigue:

MgSQ,4.7H.0: 0.5 g/l, HK,PO,: 0.6 g/I, HoKPO4 0.5 g/l
Solucién de micronutrientes A* : 2 ml
Solucién de micronutrientes B* :2 ml

Tiamina y Biotina **

14



* Micronutrientes:

Soluciones madre:

Cantidades en el medio basal (/L):

A: CuS04.5H,0 200 mg
MnCl».4H,O 45 mg
H3sBOs3 35 mg
NaMoO4.2H,O 10 mg
ZnCl».H.0 1.75¢

B: FeCl; 500 mg

** Vitaminas:

Soluciones madre:

CuS04.5H,0: 0,4 mg
MnCl,.4H,O: 0,09 mg
H3BOs : 0,07 mg
NaMo04.2H,0: 0,02 mg
ZnClo. 2,5 mg

FeCls 1,0 mg

Cantidades en el medio basal (/L):

Hidrocloruro de tiamina: 1 mg/ml

Biotina: 100 pg/ml

Fuentes de carbono y nitrégeno

Glucosa
Acido glutamico

GG agarizado: agar: 20 g

Tiamina 100 pg

Biotina 5ug

Para los ensayos de optimizacién se utiliz6 un medio de cultivo que consistié en

una suspensién de extracto de levadura (10 g/l) como fuente de vitaminas, 40 g/l

de glucosa y las cantidades de &cido ferulico, sulfato de cobre (como inductores) y
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peptona (como fuente de nitrégeno) que se detallan en la tabla 1 para cada punto
del disefio factorial de Doehlert.

cultivo peptona cobre ac. ferulico
transformado g/l transformado mM transformado mM

a 0 12 0 1 0 1

b 0 12 1 2 0 1

c 866 24 05 15 0 1

d 289 16 0,5 1,5 816 1,9

e 0 12 -1 0 0 1

f -866 0 -05 05 0 1

g 866 24 -0,5 05 0 1

h -866 0 05 15 0 1

[ -289 8 -05 0,5 -816 0,1

j 289 16 -0,5 0,5 816 1,9

k -289 8 05 1,5 -816 0,1

[ -577 4 0 1 816 1,9

m 577 20 0 1 -816 0,1

Tabla 1: valores reales y transformados calculados para el disefio factorial de Doehlert nda peptona
como fuente de nitr6geno y los inductores cobre y acido ferulico como factores pagimizar la
produccion de la enzima lacasa

1.2.3 Determinacionas analiticas

Las proteinas se cuantificaron segun el método de Bradford adaptado a proteinas

en sobrenadante de cultivos en medio liquido:

Se utilizaron 2,5 ml de Reactivo de Bradford + alicuota del sobrenadante
necesario para un buen rango de lectura (entre 5y 10 pl en este trabajo) leyendo a
595 nm contra blanco de Bradford sélo.

La curva patrdn se construy6é con una solucién patron de BSA 1mg/ml de agua,
agregando a los 2,5 ml de reactivo 10, 20, 30, hasta 60 6 70 pl de solucién de
BSA, y se leyeron las absorbancias. El factor es la inversa de la pendiente de esa

curva patron.
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abs x factor = ug de proteinas en los pl usados

Los azucares reductores se midieron segun Somogyi-Nelson utilizando 0,5 ml de
muestra y 0,5 ml de reactivo de Somogyi en bafio 100°C por 15 min, enfriando los
tubos en agua. A continuacion se agreg6 el reactivo de Nelson, se agitdé y se
adicionaron 6 ml agua agitando por inversion. Se leyé a 540 nm contra blanco de

agua (0,5 ml de agua destilada + reaccién)

Para calcular los micromoles o microgramos equivalentes de azlcar presentes, la
curva patrén se hizo con glucosa. El factor es la inversa de la pendiente de la
curva de Abs vs ug de azucar reductor (o umoles). La concentracién de azlcar
reductor se calculé como: cantidad de equivalentes de azucar reductor = abs x

factor

1.2.4 actividades enzimaticas

Se calcularon con la siguiente féormula, siendo V, el volumen de reaccién, V. el
volumen de sobrenadante, € el coeficiente de extincion molar del producto y T; el

tiempo de incubacién.

Abs - V,.(ml)
e Ve(ml) - T;(min)

UE(mol -min~" - ml™") =

La lignina peroxidasa (LiP) se midié siguiendo el método del azure B (40)
modificado como sigue:

Se utilizé como sustrato una solucién de 26 mg de Azure B en 20 ml de H.O (4
mM) la reaccién se llevd a cabo en 2,5 ml de buffer tartrato de sodio 50 mM, pH
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4.5 + 20 pl/tubo del sustrato (conc. final 32 uM) + alicuota de sobrenadante (100 —
200 pl).

Se inicié la reaccion con el agregado de H>O. 0,1 mM (preparada en el momento
de usar: 28 pl de HO, 30% en 20 ml de H,O. De esta solucion se agregaron 20
ul/tubo). Se incubd por 10 min leyendo disminucién de absorbancia a 650 nm.

La manganeso peroxidasa (MnP) se midi6 utilizando rojo fenol como sustrato (10
mg) (47) en 100 ml buffer succinato, pH 4,5, SO4sMn-4H,0, 22,3 mg. La reaccén
se llevd a cabo en tubos con 2,5 ml de sustrato + muestra (50-100 pl de
sobrenadante en este caso). Luego incubd 5-10" en bafio a 30°C y se inicid la
reaccion con H>O, 0,2 mM (Prepado en el momento de usar: 28 ul de H2O, (30%
en 10 ml de H>O. De esta solucién se agregan 20 pl/tubo)). Se incubd a 30°C 10
min. Alcalinizando finalmente con 40 ul HONa 5N para detener la reaccion. Luego
de centrifugar se ley6 a 610 nm.

La actividad de la enzima lacasa se midi6 utilizando DMP como sustrato 5 mM en
buffer acetato de Na, 0,1 M pH 3,6 (77,1 mg ABTS/ 100 ml buffer Ac-Na, pH 3,6).
La reaccion se llevd a cabo en tubos conteniendo 2,5 ml de solucién de sustrato
5-10 min en bafo a 30°C. Agregando la enzima (5-50 pl). Se incubd
cronometrando y registrando la absorbancia del producto (cerulignona) a 469 nm.

Como blanco se utilizé el reactivo solo.

1.2.5 Separacion electroforética

La separacion electroforética se llevdé a cabo en geles preparados como se
indica a continuacion:

Gel de separacion:
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agua destilada 5,55 ml

solucién B 3,25 ml
solucién D (x) 0,13 ml
solucién A 4,00 ml
TEMED 6,5 pl

Persulfato 10% 65 ul

Persulfato aménico. Se disolvieron 50 mg en 500 ul de agua al momento de usar.

Gel de concentracién (pregel):
Tris pH 6,8, 0,125 M; acrilamida 4%.

Agua destilada ........... 3,05 ml
Solucion C ....cuueeee. 1,25 ml
SoluciénA .................. 0,65 ml
Solucion D (x) ............ 50 pl
TEMED ... 5 ul
Persulfato 10% ........... 25 ul

Se dej6é polimerizar 40 min aprox. Se llend con el gel concentrador habiendo

colocado previamente el peine.

Solucién A: Acrilamida .......cccocceveeeneeieeeen. 29,29
Bisacrilamida..............ccccoeeeee. 0,8¢
HoO hasta. ....oeeeevveeeeeeiieeieiines 100 ml

Solucién B (Tris HCI 1.5 M, pH 8.8):
Tris Dase.....cueveenne 18,2 ¢g
HoO hasta. .ocooeeeeeeeeee 100 ml
Se ajustd el pHa 8,8 con HClI 1 Ny se llev a 100 ml.
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Solucién C (Tris HCI 0,5 M, pH 6,8):
Trisbase ...ccooveevevvveeeieeiieeeeee, 6,19
HoO hasta. .ccoeeceeeeeeeee 100ml
Se ajustd elpH a 6.8 con HCI 1 Ny se llevd a 100 ml.

Solucién D (SDS al 10% en agua):

Dodecilsulfato sédico .............. 19

HoO e 10 ml
Solucién E (buffer de muestra):

AQUA 2,4 ml

Tris CIHO.5M,pH 6.8 ........... 0,6 ml

[ [To7=T (0] ER 0,5ml

SDS 10% wovveeeieeeeeee e 1,0 ml

2-B-mercaptoetanol ...................... 0,25

azul de bromofenol 0,05% ......... 0,25 ml

Solucién F (buffer de corrida, Tris-glicina, pH 8,3, 5X):

TrS DasSe ..covvvveeiiieeciieeeee 15¢

(€[ To7] o F- 72 9

HoO o 1L
Se ajusto a pH 8,3 con HCI 1 N y se llevé a 1L, diluyendo 1:5 al momento de
usar.
Muestras y corrida

La muestra se utilizé diluida en el buffer de muestra 1:5. En todos los casos se
aplico un voltaje constante de 120 voltios (40-50 mA).

Deteccion de lacasa
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Se fijo el gel de acrilamida en una mezcla de metanol:acético:agua (1:1:1) durante
5 minutos y se sumergié a continuacidn en una solucién de DMP en buffer
acetato, pH 3,5, 30 mg/100 ml. Se incubé a temperatura ambiente (25°C) hasta la

aparicion de bandas de actividad.

1.2.6 Ensayos de termoestabilidad

Se incubaron las alicuotas (250 ul) de sobrenadantes en tubos Eppendorf de 1,5
ml con y sin buffer en bafios térmicos por los tiempos y a las temperaturas que se
indica en cada apartado de los resultados. Se extrajo un tubo Eppendorf por cada
tiempo de modo de no destapar las muestras de los tiempos subsiguientes de
manera que cada medicion sea independiente y se cuantificd la actividad como se

indica mas arriba.

1.2.7 Procesamiento de los datos

Los graficos de nutricién e induccion se realizaron, junto con sus correspondientes
estadisticos, en software GraphPad Prism. Los graficos de termoestabilidad se
hicieron a partir de planillas de calculo de Excel y las vidas medias se interpolaron
empiricamente. El ensayo de optimizacion factorial se analizé con el software
Statistica. El calculo de Km se hizo con GraphPad Prism junto con la aproximacion

a la cinética de Michaelis Menten.
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1.3 Resultados

1.3.1 Peroxidasas

No se detectd actividad lignin peroxidasa ni Mn peroxidasaen ningun
sobrenadante de los medios de cultivo indicados en materiales y métodos. En
cultivos en medio agarizado en presencia de azure B se produjo decoloracion en
etapas avanzadas, pero los explantos del medio agarizado no mostraron actividad

(ver discusion).

1.3.2 Lacasa

1.3.2.1 Ensayos de induccion en medio agarizado

El ensayo realizado sobre los cultivos en medio GG agarizado consistente en
cuantificar la enzima lacasa en discos de agar tomados de cajas de Petri indica
que en todos los casos la cepa E47 es mejor productora de lacasa aunque el
patrén de induccién por metales y compuestos aromaticos es muy semejante. La
figura 1 muestra la induccién en ambas cepas por iones metdlicos utilizados en
concentracion 0,25 mM vya que concentraciones superiores dificultan el
crecimiento en este medio. Las actividades fueron medidas en cultivos
envejecidos, ya que cultivos mas jovenes no mostraban actividad apreciable. Se
observa el mismo patron en ambas cepas con una superioridad en E47. En los
dos casos, el cobre fue el mejor inductor, seguido por el manganeso.
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figura 1: actividad lacasa en discos extraidos de cultivos medio agarizado de 20 diaxrecimiento con
metales (0,25 mM) como inductores. A la derecha se muestra la cepa E47lg ezquierda la cepa S.
Sobre cada barra se represento el desvio estandar .

En la figura 2 se muestran los resultados de la induccion con compuestos
aromaticos realizada de la misma manera que en la experiencia anterior, pero en
concentracion 0,5 mM. En ambos casos el mejor inductor fue el acido ferulico,
menos marcada fue la induccién por otros compuestos. Al igual que en el
experimento con los metales, no se encontraron cantidades medibles de lacasa al
dia quince, por lo que se esperé al dia 20 para tomar las muestras. Se observé
ademas entre los dias 15 y 20 un ennegrecimiento del reverso de las placas en

todos los aromaticos menos en fenol.

figura 2: actividad lacasa en discos extraidos de cultivos medio agarizado de 20 diacrecimiento con
compuestos aromaticos 0,5 (mM) como inductores. A la derecha se muesraepa Sy a la izquierda la
cepa E47. Sobre cada barra se represento el desvio estandar.
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Los demas compuestos aromaticos mostraron induccién variable y a la
concentracion ensayada en este medio, no se notaron efectos de toxicidad

apreciables por el crecimiento.

1.3.2.2 Crecimiento en medio liquido e induccion

A fines de caracterizar los parametros de crecimiento en medio liquido, se
realizaron curvas de peso seco en funcién del tiempo en medio GG adicionado
con los mejores inductores encontrados en el ensayo anterior. Si bien no
mostraron toxicidad en los ensayos con placas, estos compuestos pueden resultar
algo téxicos en medios liquidos donde los hongos son mas sensibles, por lo tanto
es importante ver el efecto que tienen sobre el crecimiento en las concentraciones
de induccién.

La figura 3 muestra las curvas correspondientes a la cepa E47 para el medio GG
adicionado con cobre y manganeso y con los fendlicos acido vainillico y ferulico.
Se utilizaron concentraciones menores del metal que aquellas empleadas en el
medio agarizado debido a que en medio liquido el efecto de concentraciones

mayores fue negativo. Lo mismo se muestra en la figura 4 para la cepa S.

200+ 200+
-& control - control

_ -4+ Cu S 150 - van
E’ 1501 -~ Mn E 7 > fer
o Q
g 1004 $ 1004
(7] »n
2 2
g 504 2 501

0 T T T d 0 T T T J

0 10 20 30 40 0 10 20 30 40

tiempo (dias) tiempo (dias)

figura 3: Curvas de crecimiento de la cepa E47 en medio liquido AG adicionado con los indwres. A
izquierda se muestran las curvas en presencia de metales (0,1 mM) y a la derecha en presencia de acido
vainillico (van) y acido ferulico (fer; 0,5 mM). Las barras representan el desvio estanda

No se observan grandes diferencias con respecto al control a excepcion de los

metales pesados que muestran un efecto de toxicidad leve con respecto al control.
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En todos los casos las curvas muestran una dinamica logistica de crecimiento que
comienza con una fase “lag” que representa la adaptacion metabdlica del in6culo
al sustrato y que concluye alrededor del quinto dia (la resolucibn de esta
experiencia no permite estimarlo con mayor exactitud). Luego se acelera el
crecimiento describiendo lo que se conoce como etapa “exponencial” con gran
aumento de biomasa entre el quinto y el décimo dia, haciéndose mas lento a partir

de ese momento para finalmente entrar en idiofase alrededor del dia 20.

200+ 200+
-# control - control

S 150 - Cu S 150 v
E i -+ Mn E | -+ fer
8 [}
o 1004 8 1004
(7] [
o [}
g g
g 501 2 504

0 T T T J 0- T T T J

0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
tiempo (dias) tiempo (dias)

figura 4: Curvas de crecimiento de la cepa S en medio liquido AG adicionado con los inductaré
izquierda se muestran las curvas en presencia de metales (0,1 mM) y a la derecha en presenciaide a
vainillico (van) y acido ferulico (fer; 0,5 mM). Las barras representan el desvio estanda
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Los graficos de crecimiento se complementan con las curvas de azucares
reductores que indican la fuente carbonada remanente en el medio. En la figura 5
se observan estas curvas en las dos cepas y con todos los inductores ensayados.
No se encuentran grandes diferencias y el agotamiento de la fuente carbonada se
produce en todas alrededor del dia 20, lo cual confirma la entrada en el “plateau”

de las curvas de peso seco.

CepaS CepaE 47

=12 _ 12
=11 -2 MN = 11 -2 MN
o o
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5 3 5 3
o 2 o 2
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figura 5: Azucares reductores en los cultivos de las cepas S y E47 adicionados con lascitmdes. Las
barras representan el desvio estandar.

Como siguiente paso en la caracterizacidén del crecimiento se analizaron las
curvas de produccion de proteinas. Dado que el medio GG contiene &acido
glutamico como fuente de nitrégeno, toda la proteina medida con el método de
Bradford corresponde a la producida por el hongo. Esta proteina incluye las

enzimas extracelulares entre otras. Las curvas se ven en la figura 6.
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figura 6: curvas de proteinas en los cultivos de las cepas S y E47 adicionados coinidisctores. Las
barras representan el desvio estandar.

Se observa que la proteina total es un poco mas alta en los cultivos con Cu y
acido ferulico.

Una vez caracterizado el crecimiento de la cepa en presencia de los inductores
considerados en el “screening”, se midi6 la actividad lacasa en los medios
inducidos por metales. En la figura 7 se comparan las curvas de ambas cepas en
presencia de cobre y de manganeso con los respectivos controles en medio
liquido GG. En este medio se observa una induccion notable en idiofase de la
cepa S en presencia de manganeso. En el caso de la cepa E47 se observa una
induccion aun mayor en presencia de cobre.
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figura 7: Produccién de lacasa en las cepas E47 y S en medio GG liquido adicionado losrinductores
metalicos Cu y Mn. Las barras representan el desvio estandar.

La figura 8 muestra el efecto de los inductores fendlicos en medio GG también de
manera comparativa. La induccion en este medio es menor, pero en todos los
casos se observa que estos compuestos inducen la produccidn de la enzima antes

de la idiofase.

1.5+ 1.5-
& E47 +F & E47 +V
-+ S+F -+ S+V
1.04 -e- E47 control 1.04 - E47 control
-8 Scontrol & S control
5 =
=]
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tiempo (dias) tiempo (dias)

figura 8: Produccidn de lacasa en ambas cepas en las cepas E 47 y S en me@iadicionado con los
inductores fendlicos acido ferulico y acido vainillico. Las barras representan el desvio estandar.

1.3.2.3 Efecto de diferentes fuentes de carbono y nitrogeno

Se realizaron cultivos en el medio GG con ambas cepas sustituyendo
alternativamente la fuente carbonada por almidén, celulosa y extracto de malta y la
fuente nitrogenada por peptona de carne, glicina y asparragina a fines de
encontrar cuéles son los nutrientes que provocan en estas cepas los mayores

aumentos en la produccién de lacasa.
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figura 9: Dependencia de la produccion de lacasa respecto a las fuentes de carbono y nitrégeno
ensayadas en la cepa S. Se utilizé el medio GG indicado en materiales y métodos, sustitlty

respectivamente la fuente de estos elementos. e.m.: extracto de malta. Los dessdtandar estan
representados sobre cada barra.

Las figuras 9 y 10 muestran los resultados de este ensayo en las cepas S y E47
respectivamente. La sustitucién de la glucosa como fuente de carbono no tiene un
impacto positivo en la produccion de lacasa, pero si lo tiene el cambio de la fuente

de nitrégeno, siendo la peptona de carne la que mas altas actividades lacasa
mostré.
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figura 10: Dependencia de la produccion de lacasa de las fuentes de carbono y nitrégeno ensayadas en
la cepa E 47. Se utilizé el medio GG indicado en materiales y métodos, sustituyendo eeipamente la
fuente de estos elementos.

1.3.2.4 Separacion electroforética de las isoenzimas.

Se realiz la separacién de las isoenzimas de la lacasa por electroforesis en gel
de acrilamida de los sobrenadantes obtenidos en los cultivos con inductores. Los
geles revelados con DMP se muestran en las figuras 11 y 12. En todos los casos
se procuré sembrar 0,1 UE por calle, por lo que la intensidad de las manchas no
representa la actividad en el sobrendadante.
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figura 11: SDS-PAGE de los sobrenadantes de medio liquido con inductores. pm: marcador de peso
molecular; f: acido ferdlico; v: acido vainillico; c: control; Cu: cobre; 47: cepa B7; S: cepa S.

Dado que no se trabajé ne condiciones de desnaturalizacion, las expresiones de
los pesos moleculares interpoladas de los marcadores utilizados, sélo tienen valor
comparativo. Se observa en ambas figuras que en los controles de las dos cepas
sblo se hace visibles dos bandas. En la cepa S estas bandas tienen

aproximadamente 89 y 95 kDa y en la cepa E47 86 y 99 kDa.
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figura 12: SDS-PAGE de los sobrenadantes de medio liquido con inductores: pm: marcador de peso
molecular; f: &cido ferulico; van: acido vainillico; c: control; Cu: cobre; mn: manganeso47: cepa E47;
S: cepa S.

La induccion de actividad por cobre no implica la expresion de nuevas isoenzimas
sino el aumento en la produccién de la isoenzima mas liviana de entreambas
(S=89 kDa y E47=86 kDa), ya que en el control las actividades de las dos
isoenzimas son equitativas y en ambas cepas inducidas por cobre, se hace mas
tenue la isoenzima mas pesada ya que al tomar 0.01 UE, la proporcién aumentada
de la otra variante la desplaza de la muestra. La induccién por manganeso parece
ocurrir del mismo modo, por aumento de la actividad ligada a la variante liviana.
En la calle correspondiente a la induccién por cobre sobre la cepa E47 parece que
hubiera una tercera banda (en ambas figuras) entre las dos constitutivas, pero es
muy tenue, por lo que no parece contribuir con mucho a la actividad total. Esta
banda tendria 112 kDa pero no se ha podido aumentar su intensidad, por lo que
no se la considerd en las conclusiones.

En el medio resultante de la optimizacion (ver siguiente apartado) las bandas
S=89 kDa y E47=86 kDa se hacen tan intensas que desplazan de la muestra a las
otras, parcialmente en la cepa S y casi totalmente en la cepa E47 (ver figuras 21y
22).

32



En cuanto a la induccién con fendlicos se observa del mismo modo la proporcién
aumentada de la banda mas liviana (S=89 kDa y E47=86 kDa), y ademas aparece
una banda mas liviana aun tanto en el caso del acido ferulico como del &cido
vainillico, aunque la presencia de la banda en este ultimo inductor es méas variable.
Esto ocurre en ambas cepas: banda mas liviana tiene un peso relativo de 122 kDa
en la cepa E47 y de 118 kDa en la cepa S.

1.3.2.5 Optimizacion de la produccion de lacasa

A fines de optimizar la produccion de lacasa en cultivos en medio liquido, se utilizé
un diseno factorial incompleto de Doehlert utilizando las concentraciones de
peptona, cobre y acido ferulico como factores siguiendo el esquema mostrado en
materiales y métodos. Se utilizd como fuente de carbono la glucosa, teniendo
encuenta lo dicho en este capitulo, a la concentracién de 40 g/l siguiendo los
resultados de Galhaup (30).

Se monitored la produccidn de lacasa y la concentracion de azicares reductores a
lo largo de cuarenta dias de cultivo obteniéndose los graficos que se observan en
las figuras 13 y 14 respectivamente para las cepas E47 y S.
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figura 13: curvas de consumo de azUcares reductores y produccion de lacasa en cultivos de la cepa E
en medio liquido con 40 g/l de glucosa y 10 g/l de extracto de levadura. el resto de logpomentes se
detallan bajo cada figura. El eje de ordenadas de la izquierda indica los gramos por litro delcares
reductores y el de la derecha las unidades enzimaticas de lacasa por ml.
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Figura 14: curvas de consumo de azUcares reductores y produccion de lacasa en cultivos de la cepa E
47 en medio liquido con 40 g/l de glucosa y 10 g/l de extracto de levadlthresto de los componentes
se detallan bajo cada figura. El eje de ordenadas de la izquierda indica los gramos por litte azlicares
reductores y el de la derecha las unidades enziméticas de lacasa por ml.
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Se observa en general que la actividad lacasa comienza a incrementarse cuando
el contenido de azucares reductores es inferior a 5 g/l. Se observa en todos los
casos una dependencia de la produccién de lacasa con la concentracion de acido
ferdlico, pero también se observa la inexistencia de actividad lacasa en la cepa S
en ausencia total de cobre y la produccion tardia en esas condiciones en la cepa
E47.

Se realizd el ajuste a la ecuacion cuadratica que se muestra en las tablas 2 y 3 en
ambos casos con un alto porcentaje de explicacion de la varianza por parte de las
variables. Los valores de actividad lacasa utilizados fueron los del dia 40 de cultivo
en las condiciones indicadas y ponderandolos con el peso seco al mismo dia para

obtener los valores por gramo de micelio seco.

Coeficiente Factor
487 Cte.
8,6605 pep

38 Cu®
287,9867 fer
-116,5071 pep®
-278,5 (Cu™)?
9,6676 fer?
150,1155 pep X Cu?*
230,759 pep X fer
-227,186 Cu®* X fer

Tabla 2: valores de los coeficientes obtenidos para cepa E47 la ecuacion de optimizacién deidativ
lacasa al dia 40 de cultivo. El Res de 85,088 %.

Dado que la peptona no muestra una alta influencia en la actividad lacasa se
muestran en las figuras 15y 16 los resultados de la optimizacidén con respecto a
las variables acido ferulico y cobre, manteniendo la peptona en su concentracion

mas alta.
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Coeficiente Factor

325 Cte.
85,9555 pep

89,87 Cu®

77,78 fer

116,84 pep®
-162,5 (Cu?*)?
102,99 fer?
159,93 pep X Cu®
-125,26 pep X fer
-95,32 Cu®* X fer

Tabla 3: : valores de los coeficientes obtenidos para cepa E47 la ecuacién de optimizaciénctigidad
lacasa al dia 40 de cultivo. El Res de 87.103 %.

En la figura 15 se observa una alta dependencia de la produccién de lacasa con
respecto al acido ferulico y al cobre en la cepa E47. Los valores optimizados de
concentracion de cobre quedaron dentro del rango del estudio entre 1 y 2 mM con
una baja induccién en ausencia de &cido ferulico. El efecto del cobre se hace mas
marcado en presencia de ferulico, con un optimo cercano a TmM de cobre en las
concentraciones mas altas del aromatico. No se produce lacasa en los medios con
bajas concentraciones simultaneas de ambos compuestos. La concentracion
Optima de acido ferulico para la cepa E47 no puede estimarse de esta experiencia

dado que los valores quedan fuera del diseno.
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laccase (U g'1)

Figura 15: Actividad lacasa de la cepa E 47 al dia cuarenta de cultivo calculada a partir de los
parametros obtenidos con el método factorial incompleto de Doehlert y graficado en funcion ds la

concentraciones de cobre y acido ferdlico.

En la figura 16 se observa la dependencia de la produccidén de lacasa de la cepa
S, cosechada al dia 40, con respecto a los factores acido ferdlico y cobre. Los
Optimos para ambos factores quedaron contenidos dentro del espacio del
experimento siendo tanto como para el cobre como para el acido feralico de 1 mM.
A diferencia de la cepa E47, la cepa S muestra una menor induccién con respecto
a ambos factores y una produccién no nula en ausencia de los mismos que en la

cepa E47 no se observa en este medio.
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Figura 16: Actividad lacasa de la cepa E 47 al dia cuarenta de cultivo calculada a partir de los
parametros obtenidos con el método factorial incompleto de Doehlert y graficado en funcién de las
concentraciones de cobre y acido ferdlico.
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1.3.2.6 Termoestabilidad

Se estudié ademas la termoestabilidad de las lacasas de ambas cepas en medio
liquido GG de 25 dias de cultivo. En las figuras 17 y 18 se observan los valores de
estabilidad residual en funcion del tiempo a tres temperaturas (40, 50 y 60 °C) y a

lo largo de 24 h para las lacasas de ambas cepas.

10,000
8,000
6,000
UE 4000
060
2,000 50
0,000 040
L]
— temperatura (C)
o
L0 o
— (=] o
tiempo (h) ! SF
[a\]

figura 17: Estabilidad térmica de la lacasa producida por la cepa E47 a 40, 50 y°@expresado como
porcentaje de retencion de la actividad inicial.

Se observa que la termoestabilidad de la lacasa de la cepa E47 es mayor que la

de la cepa S.
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figura 18: Estabilidad térmica de la lacasa producida por la cepa E47 a 40, 50 y 608xpresado como
porcentaje de retencidn de la actividad inicial.
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Se estudio la termoestabilidad en funcién del pH en sobrenadantes con buffer
citrato 0,5 mM al 50% a los pH's 3, 4, 5 y 6 obteniéndose los resultados
mostrados en las figuras 19 y 20 para ambas cepas.

m3
m4
=5

m6

figura 19: Estabilidad térmica a 70°C de la lacasa producida por la cepa S a pH 3, 4y 6 expresado
como porcentaje de retencion de la actividad inicial. El tiempo se expreso en horas.
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La estabilidad fue menor en medios con buffer que en los sobrenadantes puros y
se observa que a pH’s altos las lacasas de estas cepas son mucho mas estables

que a pH’s acidos.

100
m3

50
m4
0 mS
"6

figura 20: Estabilidad térmica a 70°C de la lacasa producida por la cepa E47 a pH 3,3y 6 expresado
como porcentaje de retencion de la actividad inicial. El tiempo se expresa en horas.
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No hubo un buen ajuste a modelos de estabilidad térmica, probablemente debido
a la presencia de isoenzimas de distinta vida media, como lo evidencian las
separaciones electroforéticas a continuacion. La vida media fue interpolada
calculada empiricamente con mediciones repetidas e interpolando graficamente el

valor en minutos que se indica en la figura 21.

60-
B3 S
3 E47

min

figura 21: Termoestabilidad a 70 C en minutos a distintos pH de las lacasas producidas pmbas
cepas deG. lucidum.

Para evaluar la termoestabilidad de las distintas isoenzimas se realizaron
electroforesis de sobrenadantes procedentes de cultivos enriquecidos con cobre
que se muestran en las figuras 21 y 22 que indican que las bandas de 99 kDa
(cepa E47) y 95 (cepa S) serian mas estables que las bandas pesadas de ambas
cepas.

0 10' 30’ 1h 2h 6h 12h 24h

figura 22: Separacion electroforética de las bandas de lacasa en cultivos de la cepa S utilizando cobre
como inductor y exponiendo el sobrenadante a tratamiento térmico a 60°C durante elrtipo expresado
en cada calle.
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0 10' 30 1h 2h 6h 1Zh 24l

figura 23: Separacion electroforética de las bandas de lacasa en cultivos de la cepa E 47 utilizando
cobre como inductor y exponiendo el sobrenadante a tratamiento térmico a 60°C duranteielmpo
expresado en cada calle.

La banda correspondiente a la induccion con aromaticos se evalué por
electroforesis de un sobrenadante de cultivos en presencia de 4cido ferulico (figura
23) donde se observa que la banda mas liviana y la mas pesada de la cepa E47 (
86 y 122 kDa) son mas inestables, como en las figuras 21 y 22, que la banda
intermedia (99 kDa).

S S E47 E47

' 122k

figura 24: Separacion electroforética de las bandas de lacasa en cultivos de las cepas E47 1li&unto
acido ferdlico como inductor y exponiendo el sobrenadante a tratamiento térmico a%Ddurante el
tiempo expresado en cada calle.
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1.3.2.7 Actividad lacasa frente a distintos sustratos

La actividad lacasa fue testeada a distintos pH’s sobre los sustratos clasicos de la
enzima lacasa, ABTS, DMP, guayacol y siringaldazina.

Cepa E 47

- 3 T
c
£ 2,5
T 21 @ Siringaldazina
; 1,54 @ guayacol
= N o DMP
054 ABTS OABTS

DMP
guayacol
Siringaldazina

sustrato

figura 25: Actividad de la enzima lacasa en diferentes sustratos a distintos pHs en la cepa E47
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las figuras 25 y 26 muestran los resultados de esta experiencia. Si bien los pH’s
Optimos para la lacasa se situan en el rango de 3-4, existen notables diferencias
frente a distintos sustratos, es notable por ejemplo la mayor dependencia del
ABTS del pH con respecto a los demés sustratos clasicos de esta enzima. Las
bajas actividades mostradas por el guayacol coinciden con el hecho de que no
pudo revelarse actividad en geles electroforético con este sustrato.

CepaS

@ Siringaldazina

@ guayacol
ODMP
OABTS

MM mi-1 min-1

ABTS
DMP

guayacol
Siringaldazina ~ Sustrato

figura 26: Actividad de la enzima lacasa en diferentes sustratos a distintos pHs en la cepa S
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1.3.2.8 Dinamica de Michaelis — Menten aparente

Dado que el sobrenadante producido por la optimizaciéon de la produccién de
lacasa por la cepa E47 produjo una cantidad mucho mayor de la isoenzima de 99
kDa, se pudo evaluar la dinamica de Michaelis Menten de este sobrenadante
frente a los sustratos DMP y ABTS a distintos pH’s considerando que las
actividades de las otras isoenzimas son despreciables. Las graficas de velocidad

frente a concentraciéon de ambos sustratos se muestran en la figura 27.

DMP ABTS
0.08 0.104
= -~ pH5.6
E - pH4.6
‘.'-E 0.06 -+ pH3.6
£
© 0.04
£
2
¢ 0.02
9
]
>
0.00 T T
0 500 1000
[SI (uM) [S] (uM)

figura 27: curvas de velocidad de la enzima lacasa a distintos pHs para la cepa E47 con respadts
sustratos DMP y ABTS.

Las Km aparentes se muestran en la tabla 3 a distintos pH en buffer acetato sobre
los sustratos DMP y ABTS. Estos valores no son comparables con datos

bibliograficos ya que se trata de un sobrenadante de cultivo y no de una enzima
purificada.

DMP ABTS
pH 5,6 17,6 6,844
pH 4,6 40,51 1,727
pH 3,6 75,75 1,414

Tabla 4: Km en pM de la enzima lacasa a distintos pHs para la cepa E47 con respecto a losratess
DMP y ABTS.
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1.4 Discusion

La produccién de peroxidasas no se pudo verificar, lo cual concuerda con la
mayoria de la bibliografia (31, 34, 37, 42, 43) para varias especies del género
Ganoderma en la que se indica que no es un buen productor de las mismas. Si
bien los ensayos de decoloracion de azure B (ver capitulo 2) sugieren que habria
actividad LiP, se conoce en la actualidad esta decoloracion puede deberse a la
actividad lacasa (44) por haberse podido llevar a cabo con la enzima purificada.

La produccion de lacasa se vio inducida por iones metalicos como se refieren
numerosos trabajos sobre otros géneros (8, 45-47) aunque la informacién en G.
lucidum es escasa. Lo mismo ocurre en la literatura con respecto a los inductores
de naturaleza fendlica, emparentados con los productos de degradacion de la
lignina: muchas citas refieren la inducciéon en otros hongos de pudricién blanca
(48-50), pero son escasas las referencias al género Ganoderma (35).

Con respecto a la baja o nula actividad lacasa alcanzada por los medios de cultivo
sin inductores, se concluye que la importancia de estos es primordial para
alcanzar niveles eficientes de produccion de la enzima.

Las variantes isoenzimaticas encontradas en ambas cepas son tres en nuestro
trabajo, que es el numero encontrado por Ko et al. (32) aunque en algunas
separaciones electroforéticas aparece una banda adicional de expresién tenue y
erratica. La importancia de estas variantes por su posible aplicacion industrial es
relativa ya que en los cultivos en condiciones éptimas de produccién de lacasa, la
variable intermedia (S= 95 kDa y F47= 99 kDa) supera con mucho la actividad de
las variables livianas (S= 89 kDa y F47= 86 kDa) y pesadas (S= 112 kDa y F47=
118 kDa) de ambas cepas.

La termoestabilidad de las lacasas producidas en los medios de cultivo ensayados
son mayores que las que se citan en la literatura. Baldrian e.g.(7) indica que las
lacasas de G. lucidum se inactivan a 60°C.

La estabilidad térmica a distintos pH’s muestra un comportamiento inverso a la
mayoria de las citadas en la bibliografia sobre hongos de la pudriciéon blanca (23)
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donde se indica una mayor estabilidad a pH’s bajos, pero también se resefan

excepciones a esta regla (24) en las cuales encuadrarian nuestros resultados.
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Capitulo 2: Produccidn de fructificaciones en medio
solido

2.1 Introduccion

La utilizaciobn de los cuerpos fructiferos de Ganoderma Iucidum con fines
medicinales esta documentada desde hace al menos 2000 afios en china. Por su
relativa rareza, en el medio natural, su utilizacién se vio siempre limitada a esta
escasa disponibilidad ya que el cultivo se pudo realizar de manera eficiente
después de 1970. Durante la década siguiente, esta practica crecié enormemente,
sobre todo en China, para abastecer al comercio y a las diversas industrias
farmacéuticas tradicionales que preparan extractos y productos adicionados con
ellos. A pesar de tratarse de un cultivo que utiliza sustratos deshecho de muchas
actividades humanas, su cultivo es mas complejo que el de otras especies de
hongos comerciales. Una de las dificultades reside en que la formacién del cuerpo
fructifero es mucho mas lenta que en otros hongos cultivables y requiere
condiciones estables para que el crecimiento no se detenga de manera definitiva
por ejemplo, la desecacion momentdnea de la superficie en crecimiento en
cualquier estadio (cita) interrumpe el aumento de biomasa de la fructificacion. La
temperatura también es critica, ya que so6lo por encima de los 21°C es posible
obtener las fructificaciones. Otra dificultad surge de la complejidad filogenética y la
enorme variabilidad morfolégica que se esconde bajo este complejo de especies
(7), y que hace que los protocolos de cultivo calibrados para una cepa, no sean
extensibles a otras. A pesar de que el cultivo se ha extendido a gran escala, la
literatura cientifica no abunda en detalles sobre el proceso de fructificacion.
Gonzales Matute et al. (2) han puesto a punto el cultivo de una de estas cepas
utilizando como sustrato la cascarilla de girasol, deshecho de la industria
oleaginosa en nuestro pais. Existen ademas textos clasicos que describen
métodos de cultivo (3, 4), aunque su aplicacién se encuentra con las dificultades

concernientes a los diversos requerimientos de cada cepa en particular.
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Para la puesta a punto de una técnica de cultivo es necesario conocer los
parametros de crecimiento en el medio en cuestidon. Esta estimacion se ha llevado
a cabo tradicionalmente midiendo la pérdida de peso seco del sustrato como
medida de la respiracion total del hongo y reflejo de su actividad metabdlica ligada
al crecimiento. La cuantificacién de quitina (5) ofrece la posibilidad de evaluar el
crecimiento de una manera mas directa debido a que refleja la cantidad de micelio
presente en la muestra y por eso se la ha utilizado desde hace mas de dos
décadas (5-8)

La produccibn de enzimas ligninoliticas y lignoceluloliticas también esta
relacionada con el aprovechamiento de cada sustrato (9-72) y su conocimiento no
solo es util por su aporte al cultivo de hongos, sino también (y principalemtne) por
todas las aplicaciones biotecnolégicas que en la actualidad requieren de estas

enzimas.

Finalmente la capacidad de un hongo para degradar chips de madera supone una
gran posibilidad de reaprovechamiento de residuos de establecimientos forestales

que en nuestro pais constituyen un volumen considerable. (13)

En el presenta capitulo se exponen los resultados de la puesta a punto del cultivo
de nuestra cepa E47 sobre residuos de la industria maderera local, producto de la
explotacién del pino y el alamo, y la evaluacién del rendimiento en peso seco y
produccién de polisacaridos hidrosolubles, que son los extractivos ligados a
muchas de las propiedades terapéuticas de Ganoderma. Seguimos en parte el
método propuesto por Stamets (2003) con madera de aliso y roble, evaluando los
requerimientos para obtener fructificaciones con nuestra cepa en las maderas de

la industria local.
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2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Indculo inicial

Se utilizaron cuadrados de agar de aproximadamente 1 cm de lado provenientes

de cultivos en caja de petri de una semana de crecimiento en medio agar-malta.

2.2.2 Semilla (inoculo)

Se prepard con granos enteros de avena previamente hervidos durante una hora
en exceso de agua, se los esterilizd en frascos Erlenmeyer de 1 litro cerrados con
tapon de algoddén durante una hora a 120 C en autoclave. Una vez enfriado, se
inoculd con un taco de los cultivos en agar-malta y se agité tapado. La agitacion se
repitié todos los dias a fines de evitar la formacién de una masa sdélida. El inéculo
se mantuvo a 24 C en oscuridad hasta la completa invasidén del hongo y luego se
lo mantuvo en heladera a 4 C hasta el momento del uso.

2.2.3 Medio (sustrato) sdlido

Se utilizé aserrin de pino (Pinus radiata D. Don) y alamo (Populus nigra L.)

Se hidrat6 hasta el 80% sin previo hervor en frascos Erlenmeyer de dos litros y se
esterilizé durante dos horas en autoclave a 120 C cerrados con tapén de algodén.
El enriquecimiento con cobre se realiz6 reemplazando el agua con una solucién 10
mM de CuSOq antes del autoclavado.

Los chips ambas maderas de aproximadamente 1 g cada uno fueron cortados de
manera que tuvieran condiciones uniformes para posteriores andlisis

microscopicos o gravimétricos (aproximadamente 0.5 x 1 x 3 cm). Se hirvieron
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durante una hora en exceso de agua y luego de escurrirlos se los autoclavo en
bolsas de polipropileno durante una hora a 120 C en autoclave. La mezcla con el

aserrin se realizdé en el momento de la inoculacién.

2.2.4 Inoculacion

Se vaci6 el aserrin frio en bateas de plastico esterilizadas con alcohol etilico 70 %
y se agreg6é la semilla mezclandolos manualmente en condiciones lo mas
asépticas posibles. En los medios con chips de madera, éstos se agregaron
estériles en la batea antes de mezclar con la semilla. El medio asi inoculado se
repartié en bolsas calculando 300 g de materia seca en cada una. La apertura de
las bolsas se limitd con una seccién de tubo plastico de aproximadamente 5 cm de
diametro por 5 de longitud rodeando el extremo libre de la bolsa. El agujero se
obturé con un tapdén de algoddén y gasa. Ninguno de estos materiales fue
esterilizado.

2.2.5 Mantenimiento de los cultivos

La incubacion se realiz6 a 24 C en oscuridad para el crecimiento vegetativo y a 28
C bajo dos condiciones de luminosidad para la fructificacion. Luego de la completa
colonizacion del sustrato se transfirieron las bolsas a una camara hiumeda con las

siguientes condiciones:

lluminacién: la fructificacibn se ensayd con dos intensidades de luz: Baja (50
uM-m?2-s") y alta (350 pM-m2-s™") provistas por una lampara de incandescencia.’p
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Riego: Todos los cultivos se mantuvieron en una cadmara humeda desde la
apertura de la bolsa. La provisibn de humedad extra se evalué con riego por
aspersiéon manual hasta el chorreado de las bolsas y por inmersion constante de
las bolsas (cortadas también en la parte inferior) en agua hasta 5 — 6 cm de su
altura. Se mantuvieron como control bolsas sin mas agregado de humedad que el
contenido inicial del medio. En todos los casos se vaporizd periodicamente la

camara para mantener la humedad del aire.

Aireado: Durante la colonizacién del sustrato, las bolsas no tuvieron mas aireacién
que la del tapén de algoddn, ademas del oxigeno que difunde por el polipropileno.
Luego de abrirse, la camara humeda se mantuvo descubierta durante las horas de
iluminacién, y luego cubierta con un plastico oscuro con agujeros que permitieran

el paso de oxigeno.

2.2.6 Cosecha y conservacion de las fructificaciones

Se cortaron las fructificaciones maduras y se conservaron segun su utilizacion
posterior en freezer (-20C) o secadas en estufa a 30 C, pesadas y trituradas en un
molino de Bult para otros analisis. La produccién fue calculada como eficiencia

biolégica (peso seco de la oleada dividido por el peso seco del medio se cultivo)

2.2.7 Determinacion de composicion y extractivos

La detrerminacion de componentes por su solubilidad se realizé suspendiendo 100
g del material triturado en agua fria, agua caliente y NaOH 1M, durante una hora
(dos veces en cada uno) y separandose del sobrenadante por centrifugado a
20000 rpm durante 10 min. El contenido de hidratos de carbono en cada una de
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las fracciones, incluido el precipitado final insoluble resuspendido se cuantifico por
el método del fenol sulfurico:

Se suspendi6 lamuestra en 0.5 ml de agua destilada + 0.5 ml fenol 5%, se agit6 y
se agregaron 2.5 ml de SO4H, concentrado. Se agitdé nuevamente y se dej6 enfriar
una hora. Se leyd la absorbancia a 490 nm. La curva patrén se realizd con
glucosa. Cuando fue necesario se diluyé con SO4H, concentrado.

El andlisis de quitina se llevd a cabo estimado el contenido de quitina (N-
acetilglucosamina) hidrolizando las muestras. Cada muestra se secd y se molié en
mortero. La hidrélisis se efectu6é con la muestra seca + HCI 6N a 100 °C (100 mg
de muestra y 3 ml de HCI) por 4 horas y luego centrifugando y conservando los
sobrenadantes. La alcalinizacion se realiz6 sobre 0.5 ml del sobrenadante del
centrifugado + 1.5 ml NaOH 3N + 1.5 ml Na2HPO4, 0.2 M (2.78 g/100 ml llegando

a pH final aproximado 8.

Se inicié la reaccion agregando a 0.5 ml del hidrolizado alcalinizado el 0.5 ml
Reactivo A (acetilacetona 1 ml + 50 ml Na>,CO3 0.25 M) e incubando 20 minutos a
100°C. Luefo de enfriar a temperatura ambiente se agregaron a los tubos de
reaccion 3 ml de etanol absoluto agitando en vortex. Se agregé a los tubos de
reaccion 0.5 ml del reactivo B (p-dimetilamino benzaldehido 2.67 g en 100 ml de:
HCI (conc.) + etanol (1:1)) e incubando 10 minutos a 65°C.

Se ley6 absorbancia a 530 nm. Como curva patron se utilizé una soluciéon de
glucosamina 1 mg/ml haciendo la reaccién con 10 a 80 ul de solucién patrén. El

factor es la inversa de la pendiente abs vs ug de glucosamina.

2.2.8 Ensayos de enzimas

Los extractos se prepararon triturando los medios gastados y los cuerpos
fructiferos con un molinillo eléctrico durante 5 segundos, suspendiéndolos en agua
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(1 en 5) y agitando en vortex durante 10 min. Luego se los centrifugd a 15000
RPM durante 10 min y se conservaron los sobrenadantes.

Los ensayos cualitativos de enzimas hidroliticas se realizaron de la siguiente
manera: se utilizé un gel de agarosa 1.7% y Buffer acetato pH 4.8 0,05M
adicionado con CMC 0.1% (para celulasas) xilano 0.1% (para xilanasas) pectina
de manzana 0.1% (para pectinansas) o almidon 0.1% para amilasas, agar 1.7 %,
CMC 0.1 %. Se esteriliz6 en autoclave a 120 C 20 min. Se vertieron 20 ml por caja
de Petri y se realizaron perforaciones con sacabocado de calibre 5 mm. Se
sembraron 50 pl de extracto de medio sélido de 30 dias y se incubd a 50 C
durante una hora. Se reveld con el colorante azéico rojo congo (0.5 %) durante 5
minutos para las xilanasas, celulasas y pectinasas y con lugol para amilasas. Se
lavé con solucion de NaCl 1M y se fotografiaron los geles.

Ensayos cuantitativos: se realiz6 la reaccion con el sustrato especifico y luego se
procede a medir azucares reductores mediante la reaccién de Somogyi-Nelson.
Se hicieron blancos de sustrato (sustrato + buffer) y blancos de sobrenadante
(sobrenadante + buffer), ademas del blanco de reactivos (reaccion de Somogi
Nelson sobnre agua para calibrar el espectofotometro) El valor que se utilizé para
los célculos es: absorbancia (reaccidn) - abs. bl.sobrenadante - abs. bl. Sustrato.

La curva patrén se hizo con el azGcar que fuera liberado por la reaccion (glucosa,
xilosa, acido galacturénico).

La actividad enzimatica se expresé como umol de producto / min . ml.

Las enzimas ligninoliticas se midieron como se indica en el capitulo 1,
reemplazando los sobrenadantes de cultivo liquido por extractos de medio sélido
refiriendo las unidades a la masa de medio utilizada.
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2.2.9 Analisis estadistico

Los cultivos fueron realizados por duplicado. Las determinaciones analiticas se
realizaron por ftriplicado, los datos corresponden a la media con su
correspondiente error estandar. Cuando se indica el error “a” se realizé una
prueba T de student. El Software utilizado fue Graph Pad Prism con excepcion de

los ajustes sigmoidales que se hicieron con Sigma Plot.

61



2.3 Resultados

2.3.1 El inéculo

La semilla (inoculo final) quedo6 siempre completamente invadida en diez dias (24
C). Los frascos tuvieron que ser golpeado diariamente para evitar que se formara
una masa compacta que dificultaba la inoculacion. La frecuencia de contaminacion
en la semilla fue muy alta cuando el tiempo de autoclavado no superaba la hora,
pero por encima de este tiempo, no hubo frascos contaminados. De acuerdo a los
porcentajes de semilla utilizados (3% y 10%), se observaron diferencias respecto a
los eventos de contaminacion, dado que hubo mayor porcentaje de contaminacion
en el primer caso (70 % de bolsas con contaminacion evidente ) que en el
segundo (8% de bolsas con contaminacién evidente).

2.3.2 Los cultivos

Los experimentos de fructificacidn se realizaron inicialmente con las cepas S y
E47. Ambas produjeron primordios, pero éstos abortaron en la cepa S al comenzar
la fase de elongacién en todas las condiciones ensayadas, por lo que el resto de
los ensayos se llevaron a cabo con la cepa E47. Los resultados detallados a

continuacion, se resumen en la tabla 1.

- Influencia del sustrato

La produccion de cuerpos fructiferos (medida como eficiencia biolégica como se
explica en materiales y métodos) fue mayor en el cultivo sobre chips mas aserrin
de alamo, aunque la diferencia con aserrin mas chips de pino no fue muy notoria

aunque si significativa (a<0.05). Ambos cultivos duplicaron la productividad
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comparados con aquellos realizados sobre aserrin solo (utilizando también pino y
alamo), como lo muestra la figura 1. La frecuencia de contaminacién del aserrin y
de la mezcla con chips fue casi nula a partir de las dos horas de autoclavado en
frascos de dos litros con 80 % de humedad, tiempos menores de autoclavado no
fueron efectivos. Se ensayo la esterilizacion del aserrin con peroxido de hidrégeno

al 2%, pero esto no evitd la contaminacion (dados no se muestran).

EEpino
&R alamo

rendimiento (g kg')

figura 28. Rendimientos en sustratos de pino y alamo en distintas condiciones. A la derecha se

comparan la mezcla de chips + aserrin, con el aserrin solo, ambos en hidratadas mmersion. A la

derecha se comparan las formas de provisién de agua. Ver explicacion en el texto

-  Humedad

El factor que mas afectd a la eficiencia biologica fue la forma de aplicacién de la
humedad a partir de la apertura de las bolsas. El cultivo con la humedad inicial
(80%) se detuvo en la formacién de primordios a pesar de haberse mantenido en
un ambiente humedo. Este tipo de riego se ensay6 también con bolsas con
perforaciones laterales para la salida de cuerpos fructiferos (4), pero éstos
abortaron antes de la elongacién. Este método mostr6 formacion de estipites
alargados de hasta 5 cm deteniéndose durante la formaciéon del sombrero. Se
utilizé agua estéril hasta la aparicion de los primordios y luego agua corriente. La

inmersion se realizé cortando las bolsas en su parte inferior y manteniéndolas

63



sumergidas hasta 6 cm (aprox.) durante todo el cultivo. Con este sistema se
alcanzé el mayor rendimiento, sin que se detuviera el crecimiento en ninguna
etapa, con el Unico inconveniente de la mayor incidencia de contaminacién por

diseminacion de esporas a través del agua.

- Efectodela Luz

La forma de los cuerpos fructiferos se vio afectada por la iluminacion (ver figura 2).
Luego de tres dias de haberse abierto las bolsas, aparecian los primeros
primordios consistentes en masas globosas cubiertas por himenio poroide. En los
cultivos mantenidos en la oscuridad, no hubo mayor diferenciacion, sino un

crecimiento en superficie a modo de
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figura 29: cultivos en bolsa. (a) Primordios comenzando su expansion en luz fluorescente yefi)uz
incandescente. (cy d) Cuerpos fructiferos desarrollados completamente bajo luz fluoresce(e.
sombrero desarrollado bajo luz incandescente desde el comienzo de su expansion. obsérvensecias a
opacas que corresponden a la acumulacion de esporas . (c) Fructificacién ramificada. égplicacion
en el texto.

basidiomas resupinados. En los expuestos a luz de baja intensidad Baja (50 uM-m"
2.s") durante ocho horas diarias, los primordios suffieron una elongacion,
cubriéndose de laca rojiza en toda la superficie menos en el extremo de

crecimiento activo. Entre los dias 7 y 12 el elongamiento se detuvo y comenzoé la
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expansion de un sombrero andmalo, grueso y con el himenio expuesto hacia
arriba y sin ramificaciones aun en cultivos envejecidos. Se cambid la iluminacion
por luz de mayor intensidad (350 pM-m?s™) durante el mismo tiempo y se
observé la proliferacion de micelio blanco por sobre el himenio desde los
margenes, el crecimiento lateral aplanado y, luego de cuatro dias, el desarrollo de
himenio en posicion normal. Se probé la efectividad de incrementar la intensidad
de luz desde la aparicion de los primordios, pero produjo en todos los casos el
laqueado de toda la superficie y el cese del crecimiento. Se produjeron cuerpos
fructiferos normales en los cultivos que se transfirieron a luz de baja intensidad al
abrirse la bolsa, y a luz de alta intensidad al detenerse la elongacion de los

primordios.
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Tabla 5: resumen de los resultados de los cultivos en bolsa en distintas condicior@sc: oscuridad,
A.l.: alta intensidad de luz B.l.: baja intensidad de luz. Ver explicacion en el texto.
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2.3.3 Caracterizacion de Ia bioconversion

Para evaluar la bioconversién del material lignocelulésico en polisacéaridos, se
separaron las fracciones de distinta solubilidad como se indica en materiales y
métodos, y se las cuantificd, observandose proporciones semejantes en pino y en
alamo. Los extractivos en agua fria y caliente del cuerpo fructifero son en su
mayoria los polisacaridos a los que se atribuye el valor medicinal, vy la
bioconversion alcanzada en alamo y en pino es de 16,5 y el 17,7 g / kg

respectivamente.

B aserrin nuevo
EER aserrin gastado
EBlbhasidioma

% del peso seco

figura 3: componentes d medio nuevo y gastado y del basidioma en los cultivosreadera de pino
(izquierda) y alamo (derecha) separados segun su solubilidad. Ver explicacion en elaext

La cantidad de primordios y consecuentemente de cuerpos fructiferos varié de 5 a
12 por bolsa cuando estas se abrieron por completo. Las bolsas a las que se quitd
el tapon de algodén pero no el cuello plastico, produjeron una sola fructificacién de

mayor tamarno.

El sustrato gastado se utiliz6 como fuente de enzimas para las experiencias de
decoloracion. Estos resultados se detallan en el capitulo 3.
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2.3.4 Caracterizacion del crecimiento en medio sdlido

La estimacion de crecimiento en medios sélidos se realizd cuantificando la pérdida

de peso seco y la quitina, como se indica en materiales y métodos.

Ambos parametros mostraron un ajuste a dinamicas logisticas con una dispersién
de puntos relativamente alta por tratarse cada muestra de un cultivo
independiente.

20

pérdida de peso seco (%)
= o

(&)
1

0 - T
0 5 10 15 20 25 30

tiempo (dias)

figura 4: pérdida de peso seco de los cultivos en aserrin de 4lamo y aproximacién a lgadiica logistica
de crecimiento. Cada punto corresponde a un cultivo indepenciente. R2=0,8719
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La figura 9 muestra la dinamica de la pérdida de peso seco aproximada a una
ecuacion logistica con una explicacion R?=0,8719. Se observa el punto de
infleccién entre los dias 11 y 12 y al dia 20 se estabiliza la pérdida de peso seco

alrededor del 17%.
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figura 5: Contenido de quitina de los cultivos en aserrin de dlamo y aproximacion a la dimica
logistica de crecimiento. Cada punto corresponde a un cultivo indepenciente. R2= 0,9257

En la figura 6 se muestra el cambio en el contenido de quitina de los mismos
cultivos y su aproximacion a la dinamica logistica con una explicaciéon R?= 0,9257.
El punto de inflexion se observa, al igual que ejn el caso del peso seco, entre los
dias11 y 12 y la estabilizacion del contenido se alcanza el dia 20 alrededor de 250

ug-g™’.
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El contenido porcentual de lignina del medio también se analizé y el resultado se
muestra en la figura 6.

N
g

lignina (%)
_L_L_L_L_L_L_L_L_L_LM
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|

10 15 20 25 30
tiempo (dias)

o
(5}

figura 6: contenido de lignina de cultivos independientes en aserrin de alamo medido segun el prokmco
indicado en las normas TAPPI.

No se ha aproximado este crecimiento a ninguna dindmica conocida por falta de
ajuste a los modelos ensayados. De cualquier manera los resultados de la figura 6
sugieren una deslignificacion progresiva considerable del medio sélido que puede
adjudicarse a la accién de la maquinaria enzimatica ligninolitica que, en el caso de

Ganoderma, esta representada casi expclusivamente por la lacasa.

2.3.5 produccion de enzimas hidroliticas

El contenido de azucares reductores medidos por el método de Somogy Nelson
mostré un incremento (figura 7a) a lo largo del cultivo. Se estudié la produccién de

las enzimas hidroliticas endoglucanasa (figura 7b) y endoxilanasa (figura 7¢)
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como indicadoras de

la actividad hidrolitica general en

los cultivos

adicionalmente la lacasa (figura 7d) en relacién con el proceso de lignindlisis.

1 1 L]
0 5 10 15 20
tiempo (dias)

C
o &
™
=
E 31
o " i m
=2 L™ | -
8 2] . "
= " '.'- "
£ 14 u =
=
=
=
4 0 ] L] L] l- T 1
0 5 10 15 20 25

tiempo (dias)

30

b
£ 3
™
o ]
= ]
‘E LI L -
32- L mag =
— ] u
£ . "
= 14
E'
[
=
@ -
=t G L) T T L) T 1
0 5 10 15 20 25 30
tiempo (dias)
d
0.3
f.: =
wi .
= 0.2- .
m~
=
£
= 014 ]
= [T
]
: ]
| |
< .----......ll.
0.0 T T T T 1

a
T
5

10 15 20 25 30
tiempo (dias)

figura 7: a cambio en el contenido de azlcares reductores; b actividad de las enzimas endoglasa; ¢

endoxilanasa y d lacasa.

A pesar de mostrar una alta dispersion por tratarse de cultivos independientes, se

observa un rapido incremento de la actividad de las enzimas hidroliticas desde los

primeros dias del cultivo acompafada por un incremento en la liberacién de

azucares reductores. La lignindlisis se retrasa y el incremento en la actividad

lacasa se observa a partir del dia 20, coincidiendo con el plateau de las figuras 4
(pérdida de peso seco) y 5 (contenido de quitina) indicando que también en medio

sélido la lacasa es un producto de la idiofase ligado al metabolismo secundario.
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figura 8: enzimas hidroliticas extraidas de sustrato gastado de cultivo de la celpd7 luego de la
cosecha de cuerpos fructiferos

Se cuantificaron las actividades de cinco enzimas hidroliticas (endoxilanasa,
exoglucanasa, pectinasa, endoglucanasa y polimetilgalacturoinasa) en los medios
de cultivo gastados, luego de la cosecha de los cuerpos fructiferos. Los resultados
mostrados en la figura 8 indican que las principales contribuyentes al pool de
azucares reductores medidos son la endo y la exoglucanasa, degradadoras de la
celulosa, seguidas de la xilanasa (endoxilanasa). Ambas celulasas muestran una
actividad mayor en aserrin de alamos que en aserrin de pino (a>0.05). Las
pectinasas muestran actividades significativamente menores que las demas

enzimas (a>0.05), (excepto xilanasa pino — plimetilgalacturonasa pino).

2.3.6 Cultivos en presencia de cobre

Se hicieron cultivos en aserrin mas chips hidratados con una solucion de CuSO4
10 mM como inductor de la lignindlisis tal como se indica en materiales y métodos.

La invasiéon fue mucho mas lenta que en los controles (apreciacion visual), el

73



micelio menos denso, y los primordios de fructificacion nunca pasaron a la etapa

de elongacion, siendo ademas de menor tamafno.

Ademas los cultivos con cobre presentaron mayor frecuencia de contaminaciones
con Penicillum sp. probablemente debidas al lento desarrollo inicial del micelio de

G. lucidum en presencia del metal.

Se realizaron pruebas cualitativas de actividad de enzimas hidroliticas para ver el

efecto del cobre sobre ellas.

figura 9 ensayos cualitativos de enzimas hidroliticas: 1 amilasas; 2 celulasa xilanasas; 4 pectinasas;
a control; b extracto de medio gastado pino; c id. b con cobre 10 mM; d extractle medio gastado
alamo; e id. d con cobre 10 mM.
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En la figura 9 se observan los resultados de estos ensayos. Tal como se mostro
en la figura 8, las actividades hidroliticas son mayores en sustrato de alamo que
en pino (b y d) siendo los halos de degradacion en pino dificiles de observar por su
pequeio didmetro. Los cultivos con cobre no mostraron ningun halo de
degradacion, indicando la baja actividad de enzimas hidroliticas. Esta baja
produccién probablemente se daba al crecimiento disminuido del micelio por la
presencia de cobre.

Como indicador de crecimiento se cuantificd la pérdida de peso seco en cultivos
25 dias de duracién (figura 12b) y se lo relacion6 con la actividad de la enzima
lacasa (figura 12a). Se observa en pino una mayor pérdida de peso en los cultivos
sin cobre que en los adicionados con este elemento. En alamo las diferencias no

son significativas.

actividad lacasa pérdida de peso seco
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figura 12: actividad lacasa y pérdida de peso seco en madera de pino y alamo ludg@0 dias de
cultivo.

Se realizaron preparados de microscopia de cortes transversales de los chips de
madera de pino y alamo tratados durante un mes con G. lucidum en presencia y
ausencia de cobre para evaluar la degradacion en relacion con la presencia de
este compuesto en vista de los resultados expuestos en el capitulo 1 sobre la

induccion de la lacasa con iones metalicos.
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figura 10: degradacién de la madera de pino (chips) por parte de la cepa E47 @anoderma lucidum: a-
¢ madera sin tratar; d-f madera luego de un mes de crecimiento miceliar; g-i rdara luego de un mes
de crecimiento miceliar en presencia de cobre 10 mM.

La figura 10 muestra imagenes de fluorescencia de los cortes transversales de la
madera de pino. Se observa en los controles una alta fluorescencia en particular
asociada a las laminillas medias, donde el contenido de lignina es mayor. En
ambos tratamientos se evidencia un descenso de la fluorescencia de las laminillas
medias en relacién con las paredes celulares caracteristica de las pudriciones
blancas. En ausencia de cobre se observa una degradacién mayor de las pareces
celulares coincidente con los ensayos cuantitativos de encimas hidroliticas y el
dafno total de algunas regiones del tejido. En los tratamientos con cobre la
degradacion es menor, debido probablemente a la menor actividad de las enzimas
hidroliticas. Ademas se ve deslignificacién en las zonas correspondientes a las
puntiaciones areoladas de las fibras, sitio preferencial de penetracién de las hifas

en eeste tipo de ataque.
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figura 30: degradacion de la madera de &lamo (chips) por parte de la cepa E47 de Ganoderma lucidum:
a-c madera sin tratar; d-f madera luego de un mes de crecimiento miceliar; g-i madehaego de un mes
de crecimiento micleiar en presencia de cobre 10 mM.

El mismo patrén de pérdida de fluorescencia de las laminillas medias se observa
en la madera de alamo (figura 11) acompanado de debilitacién de los radios
parenquimaticos. En el tejido tratado con cobre se observan manchones de
deslignificacion debidos probablemente a la induccién de la enzima lacasa por
este elemento y la consecuente ruptura de las paredes celulares.
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2.3 Discusion

La fuertes interacciones de competencia interespecificas explican en gran parte
las contaminaciones observadas en los cultivos inoculados con menor porcentaje
de blanco de semilla. Cuanto mayor es la biomasa de hongo mayor sera la
eficiencia en la competencia (74).

Las condiciones de cultivo indicadas por Stamets (1993) son adecuadas para el
crecimiento de la cepa E47 en maderas de pino y alamo, pero la humedad
requerida a lo largo de todo el proceso no es suficiente para lograr fructificaciones
normales ni un buen rendimiento por lo que es recomendable la inmersion
permanente de las bolsas como método de humidificacién, ademas del
mantenimiento de la humedad del aire elevada. Asimismo no se reporta en la
literatura la formacion invertida del himenio (hacia arriba) en condiciones de baja
luminosidad. Este fendmeno no afectaria la produccion de biomasa de cuerpos
fructiferos para extractos, polvos u otra forma de fraccionamiento, pero si a la
comercializacién de la fructificacién entera, cuya forma armoénica es una de las

caracteristicas mas valoradas por las culturas orientales y el mercado.

la tabla 2 resume las condiciones en las que se obtuvieron los mejores
rendimientos con nuestra cepa en los sustratos descriptos. El origen del sustrato
lignocelulésico no parece ser determinante teniendo en cuenta la diversidad de
medios descriptos (2,4) y nuestra comparacién entre dos maderas altamente

diferentes en su composicién quimica.
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etapa duracion estimulo iluminacion humedad aireado

colonizacion del sustrato |10 a 12 dias [ninguno ninguna interna bolsa cerrada
formacion de primordios |2 a 3 dias exposicion al afninguna inmersion bolsa abierta
elongacién 7ai2dias  [luz tenue inmersion bolsa abierta
expansion 18 a23dias |luz intensa inmersion bolsa abierta

Tabla 6: resumen de las condiciones de cultivo en las que se obtuvo los mejores irai@htos.

El efecto de la luz sobre la morfologia y el tamano de los basidiomas fue estudiado
en varios hongos, particularmente se sabe que es uno de los factores mas criticos
para la induccién de la formacién del pileo en Coprinopsis cinerea y Pleurotus
ostreatus (15). En Flammulina velutipes la elongacién del estipite, el desarrollo del
pileo y la pigmentacion de los basidiomas esta fuertemente influenciado por la
calidad y la cantidad de luz. Similar a lo observado en F. velutipes, en la cepa E47
la estimulacién por luz luego de formado el basidioma (estimulacion luminica
secundaria) induce el desarrollo normal del himenio (76).

La estimulacién de la produccién de lacasa por metales pesados y en especial por
cobre fue discutida en el capitulo 1 y se confirmo en el presente capitulo la validez
de esos resultados en los cultivos en medio sélido en Ganoderma Iucidum
coincidiendo con lo reportado en la bibliografia (77-20) para muchos géneros de

hongos de la pudricién blanca.
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Capitulo 3: Degradacidn de colorantes industriales

3.1 Introduccion

Con el fin de producir un producto de calidad, la industria textil ha desarrollado un
namero de pigmentos recalcitrantes que se han convertido en una preocupacion
ambiental, pues, debido a las limitaciones financieras que plantea en el
tratamiento de colorantes industriales, estos se desechan en el medio ambiente.
Estos compuestos coloreados son contaminantes visuales, ademas de presentar
diversos grados de toxicidad. La estructura aromatica compleja de los colorantes
los hace resistentes a la luz, a la degradacién y a otras condiciones ambientales
degradativas. Asi, el tratamiento convencional de aguas residuales sigue siendo
ineficaz para este tipo de contaminacion. (7)

Existen varios métodos para el tratamiento de aguas residuales textiles para la
eliminacién de tinte. Estos pueden clasificarse en tres categorias: fisicas, quimicas
y biolégicas. Estos métodos han sido revisados ampliamente (2, 3) La principal
desventaja de los métodos fisicoquimicos ha sido en gran parte debido al alto
costo, la baja eficiencia, la limitada versatilidad y la interferencia por los
componentes de aguas residuales y el manejo de los residuos generados. Por
esto, la degradacion microbiana estd recibiendo en las ultimas décadas mayor
atencion. Ademas ha demostrado ser una alternativa rentable debido a los
desarrollos cientificos en este campo (4-8).

El papel de los hongos en el tratamiento de aguas residuales de diversas
industrias ha sido ampliamente investigado (4, 6, 9-171). Los hongos ha
demostrado ser organismos adecuados para el tratamiento de eliminacién de
aguas textiles y colorantes. Estos presentan una ventaja sobre las células de
otros organismos ya que pueden acceder a compuestos inaccesibles mediante la
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produccidon de enzimas extracelulares. Ademas, debido a su forma de crecimiento
filamentoso los hongos tienen un mayor contacto fisico con el medio ambiente que
los rodea. La naturaleza extracelular de estas enzimas es también ventajosa ya
que toleran altas concentraciones de las sustancias toxicas. Muchos géneros de
hongos han sido empleados para la degradacion de colorantes, ya sea in vivo 0 a
través de extractos o sobrenadantes. (2, 4, 12-21)

Basandose en el mecanismo involucrado estos estudios se pueden agrupar bajo
los procesos de biosorcidn, biodegradacién y bioacumulacién (7).

La biosorcién se define como la unién de solutos a la biomasa mediante procesos
que no involucran energia metabdlica o de transporte, aunque estos procesos
pueden ocurrir simultaneamente, cuando se utiliza biomasa viva. La
bioacumulacién es la acumulacion de contaminantes en las células que crecen
activamente. Los resultados concernientes a biosorcion y bioacumulacién por

parte de las cepas utilizadas en el presente trabajo se tratan en el capitulo 4.

Biodegradacion se define como la descomposicion de los compuestos quimicos
mediada biolégicamente. Cuando biodegradacion se completa, el proceso ha
llegado a la mineralizacion es decir, la descomposicion total de las moléculas
organicas en diéxido de carbono del agua, y / o cualquier otro producto inorganico
terminal. La biodegradacion es un proceso dependiente de la energia e implica la
ruptura de un colorante en diversos productos por medio de la accién de varias

enzimas.

La mayor parte de los trabajos relacionados con la biodegradacion de colorantes
textiles por hongos se concentra en el uso de especies causantes de pudricion
blanca, esto es, capaces de degradar la ligina (2, 15, 18, 20, 22, 23), mientras que
en los otros procesos citados, se han utilizado especies de otros grupos
ecoldgicos ya que la degradacion y mineralizacidén completas de colorantes es
eficaz por ciertos hongos de pudricibn blanca. Las enzimas ligninoliticas
secretadas por estos hongos atacan de forma no especifica al sustrato (24), por lo
tanto, pueden degradar una amplia variedad de compuestos recalcitrantes y
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mezclas complejas de contaminantes incluso incluyendo tintes. Dado que estas
enzimas son extracelulares, la limitacién de la difusién del sustrato enla célula que

se encuentran en las bacterias, no se observa en los hongos.

Una de las consecuencias de este tipo de nutricidn es que no se requiere en este

tipo de organismos un preacondicionamiento a la exposicion a los contaminantes

(7).

Las enzimas involucradas en la degradacion de los colorantes son principalmente
enzimas modificadoras de la lignina tales como la lacasa, la manganeso
peroxidasa (MnP), la lignin peroxidasa (LIP) y la tirosinasa. Con el fin de
diferenciar entre el fenémeno de biosorcion y la biodegradacién durante la
extraccion de tinte, la presencia de actividad enzimatica tiene que ser

comprobada.

Rodriguez et al. (25) comprobaron que varios colorantes industriales se decoloran
biocataliticamente por hongos de podredumbre blanca cultivados en avena y
encontré que la capacidad de decoloracion se correclaciond principalemtne con
los niveles actividad la enzima lacasa. En su trabajo, Trametes hispida tuvo la
mayor actividad volumétrica decoloracion y la lacasa purificada de este hongo fue

capaz de decolorar los mismos colorantes sintéticos in vitro.

Las enzimas ligninoliticas fungicas dependen de factores del entorno tales como la
temperatura y el pH, a pesar de ser activan en un amplio rango de condiciones. En
especial muestran una actividad maxima a pH bajo por lo tanto, la decoloracién del
colorante es eficiente También se observa en medios 4cidos. Se ha reportado que
el pH optimo crecimiento de Coriolus versicolor seria de 4,5. La mas alta eficiencia
de decoloracion (99%) también se obtuvo a pH 4,5 que disminuy6 a 50% apH 6y
7 (26). Este y muchos otros trabajos (27-30) permiten concluir que para la
mayoria de los hongos el pH éptimo para la degradacién de colorantes se
encuentra en el intervalo acido. Sin embargo, un pH tan bajo no siempre es

adecuado para el tratamiento de aguas residuales y, por tanto, la cepa fungica
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adecuada para aplicaciones industriales debe mostrar un rango de actividad

relativamente amplio.

Otro factor que influye sobre la eficiencia de los procesos de biodegradacion de
colorantes es la presencia de mediadores de oxidorreduccion (31, 32) tales como
el HBT (hidroxibenzotriazol) o el ABTS (acido 2,2'-azino-bis 3-etiloenzotiazolin-6-
sulfonico). Aunque los resultados citados en la bibliografia son muy promisorios en
esta direccion, la capacidad de actuar sin la presencia de los mediadores
constituye también una capacidad apreciada a nivel industrial (33)

El crecimiento de los hongos se puede efectuar en presencia de colorantes en
concentraciones tbxicas. Esto también tiene un efecto sobre la eficiencia del
proceso (34). Ademas de los colorantes, varios metales pesados forman una parte
de las aguas textiles ya que se los utiliza para mejorar la unién del colorante con la
fibora. Su influencia en la capacidad degratativa del hongo también ha sido
estudiada (35, 36).

El género Ganoderma es conocido como productor de lacasa (el estado del
conocimiento actual sobre las lacasas del género se resefia en la introduccion y
discusion del capitulo 1). Su aplicacion en el campo de la biodegradacién es
conocida (37-39) pero la degradacion de colorantes textiles ha sido hasta el
momento poco ensayada, Zhuo et al. (40) evalian en sui reciente trabajo la
capacidad biodegradatoria de un aislamiento de éste género frente a cuatro
colorantes y lo correlacionan con la actividad de la enzima lacasa, caracterizando
la funcionalidad del gen de esta enzima a través de clonacién y secuenciacion. El
efecto de los metales pesados en la actividad lacasa se habia relacionado en un
trabajo previo con la decoloracién por parte de G. lucidum (35) con buenos
resultados. Murguesan et al. (47) estudiaron la influencia de los compuestos
fendlicos en la degradacién de verde de malaquita por parte de este hongo.
Ademas existen numerosos reportes de degradacién y detoxificacién exitosa de
diversos compuestos tales como benzatdn (42), o pentaclorofenol (43).
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3.2 Materiales y Métodos

Las cepas y los medios de cultivo son los resefiados en la seccion de Materiales y
Métodos del capitulo 1.

Los ensayos en medio agarizado se realizaron en placas de Petri conteniendo
medio GG-agar detallado en el cap. 1.

Los colorantes en estos ensayos se agregaron a la concentracién de 10 um. por
triplicado y se tomaron medidas de crecimiento en radio hasta que cubrieran la
placa. También se tomaron medidas del halo de decoloracion en dos ejes
perpendiculares, registrandose el promedio de las dos medidas como un dato.
Los cultivos se mantuvieron vivos un mes y finalmente se volvié a medir el halo de

decoloracion.

El screening inductores de la decoloracidon se realizé agregando los colorantes
sobrenadantes de cultivo de 20 dias en estado liquido (50 ml) que contenian cada
inductor Junto con el medio GG. A las absorbancias registradas inicial y finalmente
se les rest6 la del medio del sobrenadante a la misma longitud de onda de cada
colorante a modo de blanco. Se consideraron positivos los descensos de
absorbancia mayores al 10 % en una hora.

Los ensayos con sobrenadante de medio liquido y extracto de medio sélido se
llevaron a cabo a la concentracién de 50 mM para todos los colorantes, menos
para el violeta de genciana y el RBBR que se hicieron a 25 pum para no exceder el
rango del espectrofotémetro. Los mediadores HBT y ABTS se agregaron a la

concentracion de 10uM. Se agregé en todos los casos 0.5 mililitros de
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sobrenadante de cultivos de 25 dias o extracto de medio sélido gastado de 30 dias
de cultivo.

Las mediciones de absorbancia se realizaron llevando cada colorante a pH 6

como convencion para evitar los cambios de color a distintos pH.

La decoloracién con medio sélido gastado se ensayd con medio aserrin de pino y
alamo con y sin CuSO4 10 mM. La diferencia entre degradacién y adsorciéon se
evalué como diferencia entre las decoloraciones en presencia y ausencia de azida

sddica (0.05%) para inhibir la decoloracion asociada a metabolismo enzimético.

El ensayo de detoxificacion fue llevado a cabo decolorando soluciones de verde
de malaquita 0.1 y 0.4 mM con sobrenadantes de 25 dias de cultivo enriquecido
con cobre 0.5 mM. La mezcla decolorada se utilizé diluida al 5% para producir un
medio de cultivo GG e inocularlo con Phanerochaete chrysoporium. Se comprard
el crecimiento de este organismo en la mezcla detoxificada y en la mezcla sin

detoxificar. Como control se utilizé un cultivo en GG-agar.
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3.3 Resultados

3.3.1 Ensayos en medio agarizado

El screening realizado en medio agarizado reveld6 que de los colorantes
ensayados, soOlo el RBBR, la xilidina, el indigo carmin y el rojo congo son
activamente degradados en poco (menos de cinco dias) tiempo por ambas cepas
(figura 1 y 2). El verde de malaquita se degrada mas lentamente y de manera mas
difusa y el azure B y el violeta de genciana no son decolorados en los cinco dias
de duracién de la experiencia. Ademas, puede verse que los trifenilmetanos (verde
de malaquita y violeta de genciana) hacen mucho mas lento el crecimiento de
ambas cepas Ganoderma lucidum, debido a la genotoxicidad que presentan estos

compuestos (44).
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figura 31: curvas de crecimiento y decoloracion de la cepa E47 en medio agarizado con los colorantes
indicados en cada figura. Se grafica el didmetro de la colonia (circulos) y el didmetro del halo de
decoloracion (cuadrados).
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No se perciben en medio agarizado mayores diferencias entre las cepas
ensayadas. Algunos de los colorantes no degradados eficientemente durante el
periodo de tiempo graficado en las figuras 1 y 2 comentaron a ser degradados

posteriormente.
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figura 32 : curvas de crecimiento y decoloracion de la cepa S en medio agarizado con los colorantes
indicados en cada figura. Se grafica el didmetro de la colonia (circulos) y el didmetro del halo de
decoloracion (cuadrados).
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La figura 3 muestra los resultados del screening de colorantes en medio GG
agarizados a los siete dias de cultivo y al mes debido que en capitulo 1 se
demostrd la ausencia de actividad lacasa en cultivos jévenes. Consideramos
resultados positivos que muestran una decoloracién apreciable en la primera
semana, a pesar de que la mayoria de los colorantes fueron degradados luego de

un mes.
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£ ] ] 3 H E o "
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figura 33: decoloracion en medio agarizado GG de ambas cepas a los siete dias y al mes de cultivo.

3.3.2 Ensayos con sobrenadante de cultivo en medio liquido.

El screening de los colorantes decolorizados por los sobrenadantes de cultivos en
medio liquido se efectud con cultivos en medio GG enriquecidos con los siguientes
inductores de la actividad enzimatica lacasa: Cu (como CuSQO,4) 0.25 mM, Mn
(como MnSQ4) 0.1 mM, acido ferulico 0.1 mM, acido vainillico 0.1 mM, vainillina
0.1 mM, y cumarina 0.1 mM.
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IC RBBR VM VG AB AM FB ABF
Control + + - - - - - -
Mn + + + - - - + +
Cu + + + + + - + +
Ferdlico | + + + + - - + +
Vainillico | + + - - - - - +
Vainillina | + + - - - - - +
Cumarina | + + - - - - - -

Tabla 7: Screening de inductores de la decoloracion en medio liquido con la cepa S. Se utilizaron
sobrenadantes de 20 dias de cultivo en medsG estatico enriquecidos con los inductoren en las
concentraciones que se detalla en materiales y métodos. Los colorantes ensayados fueron I@@nd
carmin), RBBR, VM (verde de malaquita), VG (violeta de genciana) AB (azure B), ANazul de
metileno) FB (Fast Blue) y AFB (azul de bromofenol). Los signos + indican dém@cion mayor al 10%
en 1 hora.

En ambas cepas se observa un patrén semejante de induccion que coincide
notablemente con los resultados expuestos en el capitulo 1 para la induccion de la
enzima lacasa. Los patrones de degradacién de mas cantidad de colorantes son
los inducidos por cobre y &cido ferulico. No se observé decoloracion apreciable
utilizando cultivos de 20 dias 0 menos (datos no se muestran).
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IC RBBR VM VG AB AM FB ABF
Control + + - - - - - -
Mn + + + - - - + +
Cu + + + + + + + +
Ferdlico | + + + + - - + +
Vainillico | + + - - - - + +
Vainillina | + - - - - - - +
Cumarina | + + - - - - - -

Tabla 2: Screening de inductores de la decoloraciéon en medio liquido de la cepa E47. Se utilizaron
sobrenadantes de 20 dias de cultivo en medio GG estatico enriquecidos con los inductoren en las
concentraciones que se detalla en materiales y métodos. Los colorantes ensayados fueron I@@nd
carmin), RBBR, VM (verde de malaquita), VG (violeta de genciana) AB (azure B), ANazul de
metileno) FB (Fast Blue) y AFB (azul de bromofenol). Los signos + indican dém@cién mayor al 10%
en 1 hora.

Esto, sumado a la escasa actividad de las enzimas Mn peroxidasa y ligning
peroxidasa, hace suponer que la lacasa es la responsable principal de la
decoloracion. Si bien se sabe que la degradacién de azure B se utiliza
clasicamente como evidencia de actividad Lignin peroxidasa (45), algunas
lacasas tienen la capacidad para degradarlo aun sin utilizar mediadores redox
(33).

A continuacion se realizaron curvas de decoloracién a fines de comparar la
cinética de este proceso en presencia y ausencia de mediadores de la enzima
lacasa. Se utilizaron sobrenadantes provenientes de cultivos inducidos con cobre
(CuSO4 0.5 mM) debido a lo informado en las tablas 1 y 2 y las conclusiones del
capitulo 1. Como mediadores se utilizaron el HBT y el ABTS. Las figuras 4 y 5
muestran las curvas a lo largo de 20 horas.
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figura 34: decoloracion por sobrenadantes de cultivos de 25 dias inducidos por cobre para la cepa S en
presencia y ausencia de los mediadores HBT y ABTS. En el eje de abscisas se informa eptiezn

horas y en las ordenadas el porcentaje de decoloracién al que se le rest6 el control de medidas.
cuadrados indican la decoloracién sin mediadores, los triangulos con vértice hacia arriba representan

al HBT y los invertidos el ABTS.

Se observa un efecto mediador notable en ambas cepas con respecto a todos los

colorantes e incluso la capacidad de degradar algunos que en ausencia de

mediadores permanecen inalterados tales como el violeta de genciana o el Azure

B.
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figura 35: decoloracion por sobrenadantes de cultivos de 25 dias inducidos por cobre para la cepa E47
en presencia y ausencia de los mediadores HBT y ABTS. En el eje de abscisas se informangbtieen
horas y en las ordenadas el porcentaje de decoloracion al que se le resto el control de medidai.
cuadrados indican la decoloracién sin mediadores, los triangulos con vértice hacia arriba representan
al HBT y los invertidos el ABTS.

Las diferencias entre ambas copas también son notable en la decoloraciéon de
algunos compuestos como el fast blue, pero esto no permite concluir sobre la
naturaleza de las enzimas ya que se trata de sobrenadantes complejos que tienen
mediadores naturales y distinta composicion isoenzimatica, como se indica en el
capitulo 1.



3.3.3 Ensayos con cultivos en medio sdlido

Los cultivos detallados en el capitulo 2 en medio sélido fueron comparados en su
capacidad para decolorar el colorante verde de malaquita.

decoloracion %

decoloracion %
=3
o
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xoo )(()0
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Cepa E47 Cepa S

figura 36: decoloracion de una solucion de colorante verde de malquita 50 uM por el residuo del cultivo
sélido (aserrin) de 30 dias. La proporcion sélido/solucién es 1/10 y el tiempo de incubadige de 5 hs a
22 C. en todos los casos se resto el colorante retenido que se recuper6 por elusiéreeolet

En la figura 6 se observa la superioridad de los medios de cultivo sdlidos de la
cepa E47 en aserrin de pino frente a todos los demas, por lo que se siguid
adelante con los ensayos en este medio. Por otra parte no se obtuvieron

fructificaciones de la cepa S, por lo que no se siguié adelante con la produccién.

Los ensayos de decoloracion con sustrato gastado proveniente de cultivos en

medio sélido revelan una importante influencia del fenédmeno de adsorcién en la
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decoloracion. Las figuras 7 a 10 muestran la decoloracion total en el tiempo por
una masa de un gramo de sustrato sélido gastado en 10 ml de solucién buffer
acetato a ph 3.6 con los colorantes indicados en una concentracién inicial de 50
UM. La parte inferior del &rea es la que indica la decoloracion en presencia de
azida soédica 0.5% en la mezcla a decolorar, a fines de inhibir la actividad
enzimatica (46) y cuantificar solamente la adsorcidon del colorante tanto al micelio
como a al sustrato lignocelulésico. El trazo superior es el correspondiente a la
decoloracion total y la diferencia indicada en otro color equivale a la degradacion
enzimatica. En todos los casos es mayor la adsorcion que la degradacion a la
concentracion ensayada. En la figura 7 se muestra la decoloracién del colorante
indigo carmin, pudiendo observarse una diferencia en favor de la degradacién

para pH’s altos.
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figura 37: decoloracion del colorante indigo carmin por medio sélido gastado (aserrin + Cu 10mM) de
30 dias de cultivo. El area purpura indical a decoloracién por degradacién mientras que el arealeta
inferior representa la adsorcion.
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De todos modos, se trata de un colorante natural (actualemente producido
sintéticamente) facilmente degradable (271, 47) incluso por bacterias (48), por lo

que cabe la posibilidad de que haya degradaciéon por algun sistema oxidativo
resistente a la azida.
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figura 38: decoloracion del colorante RBBR por medio sélido gastado (aserrin + Cu 10mM) de 30 dias
de cultivo. El area purpura indical a decoloracion por degradacién mientras que el area violeta inferior
representa la adsorcion.

La decoloracién del colorante RBBR se muestra en la figura 8, con un méximo de
degradacion enzimatica a pH 5. La degradacién de este colorante es en todos los

casos superior al verde de malaquita y violeta de genciana que por su estructura
son mas recalcitrantes.
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figura 39: decoloracion del colorante verde de malaquita por medio sélido gastado (aserrin + Cu
10mM) de 30 dias de cultivo. El area purpura indical a decoloracién por degradaciéon mientrasie el
area violeta inferior representa la adsorcion.

La figura 9 muestra la decoloracion del colorante verde de malaquita en funcién

del tiempo. No se observan variaciones a distintos pH.
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figura 40: decoloracion del colorante violeta de genciana por medio sélido gastado (aserrin + Cu
10mM) de 30 dias de cultivo. El area puarpura indical a decoloracion por degradacion mientrgsie el
area violeta inferior representa la adsorcion.

La figura 10 muestra la decoloracion del violeta de genciana. El patrén es
semejante al del verde de malaquita. Se observa mayor decoloracién por parte del
medio solido que en el ensayo preliminar en medio agarizado. También es
superior el reultado al obtenido con sobrenadante de medios liquidos,

perobablemente debido a la presencia de mediadores naturales en el residuo de
aserrin.

Se probo la decoloracion con extracto de medio solido en buffer acetato pH 3.6 en
relacion 1/5 durante 10 minutos de agitacién. Se utilizaron como mediadores el
HBT y el ABTS como se indica en materiales y métodos. En las figuras 11 y 12 se
muestran Iso resultados de la decoloracién a lo largo de 20 hs.
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figura 41: efecto de los mediadores redox de la lacasa en las curvas de decoloracién en los gcuksa
indigo carmin, RBBR, azure B, azul de metileno y xilidina. en el eje de las abcisas se represehta
tiempo en horas y en las ordenadas el porcentaje de decoloracion. Los rombos correspondesoatrol,
los cuadrados al ABTS vy los triangulos al HBT.

Se observa en general una decoloracién mayor que en los medios liquidos cuando
no se

utilizan mediadores. Como se indicden la experiencia anterior, esto se debe
probablemente a la presencia de mediadores naturales en el medio sélido natural.
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Este efecto es notable en particular en colorantes de degradacién mas dificil como
el violeta de genciana o el azure B.
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figura 42: efecto de los mediadores redox de la lacasa en las curvas de decoloracion en losactés
fast blue, azul de bromofenol, verde de malaquita y violeta de genciana. en el eje de aSsas se
representa el tiempo en horas y en las ordenadas el porcentaje de decoloracion.

En ambas figuras se observa que en algunos casos la coloracion vuelve a
aumentar. esto ocurre probablemente debido a que el extracto de un medio

complejo como es el aserrin contiene muchas sustancias fendélicas que interactian
con las enzimas dando compuestos pardos.
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figura 43: Dependencia de la deoloracidn por adsorcién con respecto al pH de cuatro colorantes por
parte del medio gastado (pino + Cu 10 mM) de 30 dias de cultivo.

En la figura 13 se muestra la dependencia del pH de la decoloracién por adsorcion
del medio gastado. Se trata de una interaccion compleja que depende de las
macromoléculas involucradas en el proceso y su dependencia con el pH no es
clara, aunque la figura muestra una clara tendencia al incremento de la adsorcién
en pH’s bajos.
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figura 44: Dependencia de la decoloracién por degradacion con respecto al pH de cuatro colorantes por
parte del medio gastado (pino + Cu 10 mM) de 30 dias de cultivo.

La figura 13 muestra la dependencia del pH de la decoloracién por degradacién de
algunso colorantes por parte del médio sélido gastado. En los casos del verde de
malaquita yel violeta de genciana, de dificil degradacion, se observa una mayor
degradacion a pH’s bajos, coincidente con la actividad de la enzima lacasa. En los
casos de los colorantes de facil degradacién como el RBBR y el indigo carmin
esta dependencia se invierte, sugiriendo que pueden actuar sistemas
independientes de la lacasa en la degradacién.

3.3.4 Ensayo de detoxificacion

Dado que se obtuvo una buena degradacion del colorante verde de malaquita, cuya
toxicidad es reconocida, se procedi6 a testear la toxicidad remanente de la solucién
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decolorado en un bioensayo con el hongo Phanerochaete chrysosporium, altamente
sensible a este colorante.

cepaS Cepa E47

diam. (cm)

O = N W H 1O N 0 ©
I T S A e T

figura 45: crecimiento del hongoPhanerochaete chrysosporium como indicador de detoxificacién de
soluciones de 0.1 y 0.4 mM de verde de malaquita tratado con sobrenadante de cultivo uhbas cepas
de G. lucidum. El tiempo de cultivo fue de 5 dias en medio GG con 5% de la solucién decolorada

La figura 15 muestra la detoxificacidn producida por la decoloracion utilizando
sobrenadantes de cultivos en medio liquido en presencia de cobre. Las soluciones
de 0.1 mM de verde de malquita fueron completamente detoxificadas por ambas
cepas, mientras que la concentracion de 0.4 mM soélo fue parcialmente
detoxificada por la cepa E47 y practicamente no detoxificada por S.
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3.4 discusion

La cepa E47 ha mostrado mayor capacidad de decoloracion en medios sélidos y
una mayor detoxificacién utilizando sobrenadantes de medios liquidos. Ambas
cepas muestran notable capacidad para decolorar los colorante RBBR, rojo congo,
xilidina, indigo carmin, verde de malaquita, pero son poco capaces de decolorar el
azul de metileno y el azure B. La decoloracion parcial del azure B ocurre a pesar
de la ausencia de lignin peroxidasa indicada en el capitulo 1 se debe tal vez a la
accion de la lacasa como lo demuestran otros trabajos (49) y es incrementada por
la presencia de mediadores. La accidén de los mediadores es comparable con la
verificada en la bibliografia para otros hongos de pudricién blanca (32, 50, 51) y la
mayor degradacion obtenida con medios solidos se debe probablemente a la
accion de los mediadores naturales que se conoce y esta reportada en otras
especies (6, 52-55) para la decoloracidén de colorantes textiles y otros compuestos,
como asi también para el bioblanqueado de pasta de papel. Para G. lucidum se ha
reportado la superioridad de los mediadores naturales en este hongo con
respecto, por ejemplo al HBT, que explicaria la eficiencia de la decoloracion

obtenida en el presente trabajo con medios naturales.

La dependencia del pH en la adsorcion se discute en particular en el capitulo 4,
pero la dependencia con respecto a la decoloracién parece seguir la esperada
para la enzima lacasa en los colorantes trifenilmetanos, mientras que ne el RBBR
y el indigo carmin aparece una relacidon inversa probablemente debido a otros
sistemas de decoloracion presentes en los medios de cultivo gastados.

La induccion de la decoloracion por metales pesados habia sido estudiada en
Ganoderma lucidum, con resultados similares. Murguesan (35) reporta una mayor
decoloraciéon en presencia de Cu*™ y otros metales y resalta la capacidad de
Ganoderma de tolerarlos en crecimiento, lo que coincide con Iso resultados

obtenidos en el capitulo 1.

La actividad inductora de los compuestos fendlicos que ya fue resaltada en el

capitulo 1 con respecto a la actividad lacasa ha sido verificada en trabajos
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anteriores (41) y coincide con los resultados obtenidos aqui, en especial para el
acido ferulico.

La verificacién de muchos de estos resultados en ambas cepas permite sortear el
obstaculo que implica la heterogeneidad taxonémica del complejo de especies que
se conoce como G. lucidum, ya que respalda los resultados in limitarse a un
aislamiento del género que podria no ser representativo del resto. Aun asi es dificil
establecer comparaciones con los datos encontrados en la bibliografia ya que no
se puede saber exactamente la amplitud y variabilidad de lo que llamamos G.

lucidum.

Los datos expuesto aqui y en el capitulo 4 sobre adsorcién de contaminantes al
micelio permiten concluir que G. lucidum presenta un potencial notable para ser
utilizado en la biorremediacidn de compuestos colorantes textiles en diversas
formas de cultivo. Esto, junto con su capacidad de crecer tolerando altos niveles
de contaminacién, abre las puertas a futuros ensayos a gran escala para aplicar

estos métodos a efluentes reales en condiciones industriales.
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Capitulo 4: Efecto de los vainilloides en la resistencia a
estrés quimico.

4.1 Introduccion.

En el capitulo 3 se analizaron algunos aspectos de la degradacién de colorantes
por parte de Ganoderma Iucidum. Algunos de estos compuestos, como los
colorantes de la familia de los trifenilmetanos, son inhibidores conocidos del
crecimiento fungico, al punto de que fueron utilizados tradicionalmente como
antimicoticos en humanos y en animales. Es conocida desde hace mucho tiempo
la induccion que ejercen muchos compuestos aroméaticos en la sintesis de lacasa
por parte de hongos (7, 2) que es una de las enzimas responsables de la
detoxificacion. Paszczynski et al. (3) reportan un incremento en la degradacién
enzimatica de los colorantes azbicos sustituidos con guayacol. Ademas de
estimular la degradacion, algunos compuestos aromaticos funcionan como
antioxidantes en otros organismos, por lo que podrian evitar el estrés oxidativo

producido por diversas toxinas.

Ademas de estudiar las capacidades degradativas de los compuestos con miras a
la biorremediacion, es importante también considerar la capacidad del organismo

en cuestion de tolerar las condiciones adversas del medio contaminado.

Ademas de la capacidad de degradar compuestos tdxicos, otros mecanismos que
permiten la vida de los hongos en condiciones de estrés quimico involucran la

adsorcidon o secuestro extracelular de los estresores.

Uno de los fendmenos mas estudiados a este respecto es la biosorcion, esto es; la
capacidad de los organismos vivos para retirar xenobi6ticos del ambiente o de
determinados fluidos sin que ello implique la degradacion de los mismos (4, 5) .
En particular los hongos han sido objeto de atencién debido a su capacidad de
producir biomasa capaz de adsorber contaminantes (6-8) tales como metales
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pesados (6, 7, 9-11) o hasta nucléidos radioactivos (72-15) para su depsicién final

0 Su recuperacion y reutilizacion.

Si bien la regulacion de la produccion y actividades enzimaticas relacionadas con
la biodegradacién han sido extensamente investigadas y revisadas (716-217), la
biosorcion es un campo menos explorado. Se han optimizado procesos de este
tipo a través del contol de factores tales como el pH (22), algunos aspectos
nutricionales (23) y otros factores (8) pero no hay estudios acerca de una posible
regulacion de esta capacidad por compuestos aromaticos.

El objetivo del presente es estudiar la tolerancia inespecifica a diversos toxicos

inducida por algunos compuestos fendlicos.
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4.2. Materiales y metodos

4.2.1. Cepas de hongos y condiciones de cultivo

Se utilizd la cepa E47 de G. lucidum (Universidad de Guelph, Guelph,
Canada). Los cultivos se mantuvieron en medio MEA (extracto de malta 1,2%,
glucosa al 1%, agar al 2%) a 4 © C. El inéculo consistdé en un explanto de agar 25-
mm2 superficie de un cultivo de 12-dias de edad cultivadas en MEA. Los medios
definidos (GG) conteniendo: MgS04 - 7H20, 0,5 g; KH2PO4, 0,5 g; K2HPO4, 0,6
g; CuS0O4 - 5H20, 0,4 mg; MnCI2 « 4H20, 0,09 mg; H3BO3, 0,07 mg; Na2MoO4 -
H20, 0,02 mg ; FeClI3, 1 mg; ZnClI2, 3,5 mg; clorhidrato de tiamina, 0,1 mg; acido
glutamico, 9 g; glucosa 10 g, y agua destilada hasta 1 L, pH se ajust6 a 6,0. GG
medio sdélido contenia agar 20 g L-1. Los cultivos liquidos se realizaron en
matraces Erlenmeyer de 125 ml que contienen 50 ml de medio a 28 © C. Todos los
productos quimicos empleados fueron de grado analitico y se utilizaron sin

purificacion adicional.

4.2.2. Screening de compuestos aromaticos en placas de agar.

Se probé el Efecto de diversos compuestos aromaticos en el crecimiento de
G. lucidum en presencia de alta concentracion del colorante fungicida violeta de
genciana (GV). Para el screening del efecto protector de los compuestos
aromaticos, el hongo se inoculd en placas que contenian 20 ml de GG agarizado
suplementado con 50 mM GV y compuestos aromaticos de diferente estructura
quimica: cuatro derivados de guayacol (vainilloides): guayacol (1 mM), &cido
ferdlico ( 1 mM), &cido vainillico (VA; 1 mM), vainillina (0,5 mM), y ocho
compuestos aromaticos no relacionados con guayacol: resorcinol (1 mM), la
cumarina (0,5 mM), difenilamina (0,1 mM), anisaldehido (1 mM) , anisol (1 mM),
timol (1 mM), &cido hidroxibenzoico (HBA; 1 mM), y 1-hidroxibenzotriazol (HBT; 1
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mM). Placas sin GV se usaron como control. Crecimiento radial se midié en dos
direcciones perpendiculares desde el borde del inéculo al margen de avance de la

colonia.

4.2.3 Ensayos de toxicidad en las places de agar.

Con el fin de determinar el efecto de la concentracion de VA en el efecto
protector, las placas que contienen GG agarizado y diferentes concentraciones de
VA (de 0,1 mM a 10 mM) fueron inoculadas con el hongo y el crecimiento radial se
midié diariamente. Los factores de estrés quimicos fueron evaluados como antes
en medios agarizados con o sin &cido vainillico. Las siguientes sustancias toxicas
fueron ensayadas: GV 50 um, 50 um, verde de malaquita, clotrimazol 25 mg mL-1,
nistatina, arsénico y cadmio en las concentraciones indicadas en cada caso de los

resultados.

4.2.4 Ensayos en medio liquido

Los cultivos de G. lucidum se realizaron en Erlenmayer de 250 ml que
contenian 50 ml de medio de GG a 28 ° C. La capacidad de crecimiento de los
hongos en la presencia de GV, clotrimazol y VA se evalué obteniendo el Peso

seco periddicamente para la estimacion de crecimiento.

Material extracelular mucilaginoso (ECMM) se separé de los cultivos
liquidos mediante centrifugacién a 3.000 'g 10 min. Después de la eliminacion de
la ECMM de micelio, se resuspendieron en agua destilada y se centrifugd de
nuevo a 3.000 'g 10 min con el fin de lavar el medio de cultivo restante.
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4.2.5 Ensayos de adsorcion

Violeta de Genciana se obtuvo de Sigma (St. Louis, EE.UU.), y se us6 sin
purificacién adicional. Solucion madre de colorante se prepard usando GV en agua
bidestilada. La adsorcion de GV (0 a 130 mM) se midié en un sistema por lotes
para obtener datos de velocidad y equilibrio. Se midieron Los efectos de las
concentraciones iniciales, tiempo de contacto y el pH del medio en la velocidad de
adsorcién y la capacidad. El pH de los medios de comunicacion se ajusté en un
rango de 4-7 usando buffer acetato (10 mM de concentracién final). El pH de las
soluciones se midié con un medidor de pH (HI 9321, Hanna Instruments). La
adsorcién de la GV a los micelios y ECMM se control6é espectrofotométricamente a
584 nm de la solucién acuosa y los valores se expresaron como 100/A0 En donde:
A = absorbancia en el tiempo t y A0 = absorbancia en el tiempo O.
Concentraciones de violeta de genciana (mg L-1) se correlacionaron con los
valores de absorbancia. Un matraz de control conteniendo sélo agua destilada y
ECMM se utilizd6 para determinar la absorbancia nivel cero. Alicuotas de los
sobrenadantes se recogieron a intervalos de tiempo predeterminados para
determinar la concentracion residual de colorante en la solucion. Antes del
analisis, las muestras se centrifugaron a 3.000 'g durante 5 min, y la absorbancia
del sobrenadante se midi6. El violeta de genciana adsorbido por la biomasa se

calcul6 en referencia al equilibrio.

4.2.6 Estudios cinéticos

Debido a su caracter empirico y aplicabilidad en sistemas heterogéneos, el
modelo de la ecuacién de Freundlich fue utilizado para describir las isotermas de
adsorcién de GV de micelio. Ecuaciéon de Freundlich: ge Ac =eq1 /b, donde ge es
la capacidad de absorcion de adsorbato (GV mg g-1 de micelio seco); Ceq es la
concentracion de equilibrio de GV en solucidén después de el ensayo de adsorcidn

(mg L-1); Ay b son las constantes de Freundlich a estimar, siendo A la capacidad
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maxima de absorciéon de adsorbato y b la afinidad de adsorcién constante. Para
representar graficamente las isotermas ge versus Ceq, el tiempo de contacto y
valores de pH fueron seleccionados sobre la base del experimento anterior.
Debido al hecho de que las intensidades de color de GV dependen del pH, la
concentracion de fungicida en el medio acuoso se calculé a partir de curvas de
calibracién a diferentes valores de pH. Puntos de datos experimentales se obtiene
manteniendo constante la masa de micelio en 1 g y variando la concentracion del
fungicida 0 a 130 mM g-1. La capacidad de adsocion de GV cse calcul6 a partir de
la concentracidn inicial en el medio acuoso. Las constantes fueron calculadas por
regresion no lineal utilizando STATISTICA 5,1 (StatSoft, Tulsa, OK).

4.2.7 Determinacion de cadmio

Preparacion de los sobrenadantes de cultivo de hongos de biomasa y para
la determinacion de Cd: la biomasa seca en el rango de 30-100 mg y los
sobrenadantes se sometieron a digestién con acido nitrico y acido sulfurico (1:1
[vol / vol]). Digestion completa se obtuvo después de que las muestras se
incubaron 1 hora a 60 ° C. Las muestras digeridas se sonicaron (90 min a 60 ¢ C)
se mezclaron con 5% (vol / vol) Triton X-100 y suplementado con itrio (Y) y
estroncio (Sr) como referencia. La concentracion de Cd en las muestras (mg Cd g-
1) se midi6é con el método de acoplado inductivamente espectrometria de emision
de plasma éptico en la linea analitica 214,440 nm.

4.2.8 Los analisis estadisticos

Todos los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el software STATISTICA 5.1
(StatSoft, Tulsa, Oklahoma). Todos los experimentos se realizaron por triplicado. Se
calcularon valores medios y desviacidn estdndar de las medias. Las diferencias
significativas de medios se ensayaron por el método de Tukey. El ajuste adecuado de los
datos de modelo de Freundlich fue probado con ANOVA.
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4.3 Resultados

4.3.1 Ensayos de crecimiento en placa

De los colorantes ensayados en las experiencias de decoloracidn en el capitulo 3,
sOlo dos mostraron efecto contundente sobre el crecimiento la cepa E47 de
Ganoderma lucidum, el verde de malaquita y el violeta de genciana, ambos
pertenecientes a la familia de los trifeniimetanos. La decoloracion se intentd en
medio GG suplementado con diversos inductores conocidos de la lacasa, pero aun

asi el violeta de genciana no pudo ser decolorado en ese medio.

Entre los posibles inductores de la decoloracion ensayados se encontré que el
acido vainillico, a pesar de no mostrar este efecto, restauraba el crecimiento en
diametro de la colonia a pesar de estar presente el violeta de genciana. En la
figura 1 se observa el crecimiento en medio GG agarizado en ausencia y
presencia de violeta de genciana y &cido vainillico. Los resultados de las
mediciones de crecimiento en diametro de las colonias se exponen en la figura 2.
Se observa una inhibicibn moderada causada por el acido vainillico y una
inhibiciébn notable en el caso del violeta de genciana. Contra lo esperado, la
combinacién de ambos compuestos no es sinérgica, sino que el crecimiento

obtenido es semejante al medido en el caso del &cido vainillico solo.
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figura 46: G. lucidum cepa E47 luego de diez dias de crecimiento en medio GA; (a) control, (b) con
acido vainillico 1mM, (c) con violeta de genciana 50 uM, (d) con acido vainillico ImMipleta de
genciana 50 uM. Ver explicacion en el texto.

Las curvas de crecimiento en diametro (figura 2) muestran el mismo efecto y los
cultivos utilizados se mantuvieron vivos hasta el dia 20 para comprobar que no se
produjera degradacién del colorante. En todas las cajas se midieron las enzimas
oxidativas lacasa, manganeso peroxidasa y lignin peroxidasa sin encontrar

actividades.
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figura 47: crecimiento en diametro de colonia en control de GA, en medio GG adicionado con acido
vanillico 1 mM, convioleta de genciana 20 pM, y con ambos.

Se sustituyo el violeta de genciana por otras sustancias de conocida toxicidad para
los hongos a fines de ver la especificidad del efecto y se encontré que la
disminucion de la toxicidad también ocurre frente al cadmio, nistatina, clotrimazol y
verde de malaquita en las concentraciones indicadas en la figura 3. Alli se
compara el crecimiento en el medio adicionado con el toxico, y el mismo en
presencia de acido vainillico. En el caso del arsénico no se encontraron

diferencias significativas.
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figura 48: crecimiento en diametro de colonia en medio GG con distintos inhibidiores del crecimiento
(verde de malaquita50uM, clotrimazol 25 mg/ml, nistatina 3 mg/ml , arsénico 2.5 mM y cadmio 2.
mM) en presencia y ausencia de acido vainillico 1mM.
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Se realizaron cultivos en placa de petri en medio GG con distintas dosis de
clotrimazol para determinar la dependencia entre la concentracion del tdxico y la
proteccién del acido vainillico. Las curvas de crecimiento resultantes se observan
en la figura 4. Todas las concentraciones de clotrimazol ensayadas inhibieron por
completo el crecimiento del hongo, por lo que en la figura se muestran las curvas
correspondientes a los cultivos en presencia de acido vainillico. A la concentracién
de 5 ug ml" de antimicético la toxicidad se revierte por completo. En

concentraciones superiores se obtuvo crecimiento, pero siempre inferior al control.

B e —— Contal GA

S - --- control 4c. vain.

T L ac. vain + clotrimazol & pg/mi
oy ee tme=ac, vain + clotrimazol 10 ugdml
B ac. vain + clotrimazol 25 pg/mil
T e ac. vain + clotrimazol 50 pg/mi
T g _, ----- ac. vain + clotrimazol 100 pg/mi

diam. (cm)
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'l
L
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figura 49: efecto de la dosis de clotrimazol en el crecimiento en didmetro de la colonia en presencia y
ausencia de acido vainillico 0.1 mM. No hubo crecimiento en ausencia del mismo en ningunsiside
clotrimazol.

4.3.2 Crecimiento en medio liquido

A fines de verificar el efecto usando un estimador del crecimiento mas directo que
el diametro de colonia, se realizaron cultivos en medio GG liquido con y sin acido
vainillico 0.1 mM en presencia y ausencia de clotrimazol 0.25 ug mI" Dado que el
GV exhibi6é una alta toxicidad ya que la inhibicion total del crecimiento micelial se
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observo en todo el rango (1-50 mM) de las concentraciones probadas. Se peso el
micelio seco como se indica en materiales y métodos. Las curvas de crecimiento
resultantes se muestran en la figura 5. Se observa que el crecimiento se restituye
completamente en presencia de &cido vainillico. Ademas de verificar el efecto
utilizando el peso seco, esta experiencia permite extender los resultados a un
medio de cultivo liquido.

v clotrimazol
250- V4 . ’ .
225+ —a— 3c. vainillico
200+ —— 4c. vainillico
175+ + clotrimazol

150+
125+
100+

peso seco (mg)

0- ¥ ¥ . T a g |
0 5 10 15 20 25 30

tiempo (dias)

figura 50: curvas de crecimiento en medi@G liquido en presencia de &cido vainillico 0.1 mM y
clotrimazol 25 ug/mly los dos compuestos juntos. El clotrimazol solo no permite ekcimiento del
hongo.
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4.3.3 Efecto de la dosis de acido vainillico

Con el fin de establecer el intervalo de concentraciéon de VA capaz de proteger G.
lucidum contra efecto toxico de la GV (50 mM), la cepa E47 se cultivé durante Se
realizaron cultivos en placa con una concentracién elevada de violeta de genciana
7 dias a 28 ¢ C con un intervalo de concentraciones de 0,0001 a 10 mM de VA
(figura 6). Se utilizaron como control las mismas concentraciones de &acido
vainillico en ausencia de violeta de genciana. Concentraciones extremadamente
bajas de VA causaron un significativo efecto protector extension radial del halo de
crecimiento en placas suplementadas con 0,0001 mM de VA mas GV era de hasta
20% a la obtenida en las placas de control (sin adicion de GV y VA). Las
concentraciones aumentadas de VA 0,01 a 5 mM mejoraron el crecimiento radial
hasta en un 70%-80%, el subsiguiente aumento de la concentracién VA no causoé
aumento posterior de crecimiento. Ninguno de los tratamientos mostré la tasa de
crecimiento comparable con el control, lo que sugiere que VA podria ejercer algun
efecto téxico, ademas de la proteccion.y esto se verifica en la disminucién en el
tamano de micelio de las concentraciones mas altas que muestran el efecto téxico
de VA. A esta concentracién (10 mM), las placas de agar se volvié oscuro luego
del dia 20, probablemente debido a la polimerizacién de unidades fendlicas. Las
columnas correspondientes al crecimiento en violeta de genciana solo
corresponden al tamafo del in6culo, ya que no se observa crecimiento en
diametro a esa concentracion.
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figura 51: crecimiento en didmetro de la colonia al sexto dia en medio conteniendo distintas
concentraciones de acido vainillico en presencia y ausencia de violeta de genciana en alta concentracion
(50uM). No se observa crecimiento en violeta de genciana sin acido vainillico y ehaidro

representado en las columnas correspondientes indica el in6culo.

Se probd la eficacia de distintos compuestos aromaticos para promover el efecto
protector en medio GG agarizado con violeta de genciana 20 uM. En la figura 8 se

muestra el crecimiento alcanzado al cabo de seis dias (diametro de colonia).
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4.3.4 Screening de compuestos aromaticos protectores

Los cultivos de la cepa E47 en medio GG conteniendo GV y cada uno de los
compuestos protectores, mostraron que 4 de los 12 compuestos evaluados
ejercieron un efecto protector frente a la toxicidad del GV (figura 7). Los tamarnos
colonia en el dia 6 fueron similares en VA, vainillina, guayacol y acido ferulico
(tasas medias de crecimiento: entre 0,9y 1,1 cm 1 dia-).

El crecimiento en presencia de 10 mM GV en medios suplementados con estos
compuestos no se retrasd respecto a las placas de control (sin GV). Los otros
compuestos ensayados no mostraron este efecto protector.

diam. al sexto dia (cm)
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figura 52: efecto en el crecimiento en diametro de la colonia de seis dias en medio-AGoleta de
genciana 20 uM adicionado con los siguientes compuestos: resorcinol (1 mM), guaydét mM), acido
ferdlico (1 mM), &cido vainillico (1 mM), vainillina (0.5 mM), cumarina (0.5 mM), difenilamina (0.1
mM), anisaldehido (1 mM), anisol (1 mM), timol (1 mM), AHB(1 mM) HBT (1 mM) y fenol (1 mM).

El crecimiento de G. lucidum fue inhibido en un 90% en cultivos con sélo GV 10
mM y totalmente inhibido a concentraciones mas altas. En cuanto a las actividades

enzimaticas ligninoliticas, ni la lacasa ni la MnP mostraron diferencias en los
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titulos medidos en explantos de agar de las placas con y sin VA. Ademas, lacasa
(0,4 U g-1) y MnP (50 mU g-1) se detecté sélo después de 20 d, cuando micelio
cubierto completamente el medio de las placas.

4.3.5 Ensayos de adsorcion

Se cuantifico la adsorcién de violeta de genciana agregado a cultivos en medio
GG liquido de 20 dias. Se llevo la concentracion a 12 uM para poder medir sin
dilucién la absorbancia a 590 nm y reponer la alicuota en el cultivo. La figura 8
muestra el descenso de la concentracion de violeta de genciana en cultivos en
presencia de &cido vainillico 0.1 mM y control sin este compuesto. A fines de
descartar la degradacion enzimatica del violeta de genciana, el micelio se eluyd a
posteriori tres veces en alcohol metilico, recuperandose el 92% del colorante
adsorbido. Se comparé el peso seco de los cultivos con y sin acido vainillico y no

se encontraron diferencias significativas.

12+

114E EE3 4cido vainillico -

E==3 4cido vainillico +

-y
© o
Ll

concentracion (uM)
»
'l

e NS F LRSS Sa s oS RSt
M T T T T T T TTTTT
RN e Ao e e e e e o e e e e e
L
e e et e e e e e e e e e
-
B e e e e e e e e e e e e e e et ]
-
RO R AR PR R AR AR MR R MR R R R RO R RCRCRCRRCR RN
T

N RN RO MR RCRCROR RO MR RCR RN R RCR RN RO MR R RN MR
T
RO RN RO MR MR R RO MR RN MR MR MR RO MR ROR MMM
T
RN R R R AR RCA R R B R RC MR KR RO R R RO~ R R RN

L

30 45 60 120 180 320 540 1440
tiempo (min)

- T

figura 53: remocion del colorante violeta de genciana en medio acuoso por parte del ECMM de cultivos
en medio liquido de 20 dias en presencia y ausencia de acido vainillico.
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Se compararon los pH'’s iniciales y finales de cultivos a 20 dias en medio liquido GG antes
y después del cultivo y no se encontraron diferencias que expliquen la adsorcién
diferencial de los distintos micelios. Estos resultados se consignan en la figura 9.
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figura 54: cambio de pH de los medios de cultivo liquidos durante el cultivo de la cepa E47.

4.3.6 Capacidad de adsorcion de ECMM

ECMM fue aislado de G. lucidum micelios que se producen con y sin VA y utilizado
para probar la adsorcién de GV. Diferencias obvias se pudo observar al comparar
los dos tipos de ECMM, ensayos utilizando ECMM obtenido a partir de cultivos con
VA exhibi6é una fuerte coloracién violeta. El GV sélo pudo ser desorbido en 1:1
etanol: agua, el GV desorbido en agua fue indetectable. La cinética de adsorcion
de GV sobre ECMM se realiz6 a pH 6, utilizando ECMM aislado a partir de
micelios de cultivos con 1 mM VA (ECMM +) y sin VA (ECMM-) (figura 10).
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Aunque los equilibrios en ECMM se alcanzaron simultdneamente (después de 5 h
de tiempo de contacto), la captacién GV aumenté de menos de 10 mg/g en la
ECMM- a mas de 127 mg/g en la ECMM+. En términos de eliminacion de color, se
observé que la reduccion en la absorbancia fue de 20% y 86% usando ECMM-y

ECMMs+, respectivamente.

figura 55: ECMM separada de cultivos en medio liquido con &cido vainillico (izquierda) y sin el mismo
(derecha) tefiidos con VG durante 24 hs, centrifugados y resuspendidos en agua.

La cinética de adsorcion del GV al micelio de G. lucidum se llevé a cabo con
diferentes concentraciones de GV en cultivos con y sin VA a pH 6. El equilibrio se
alcanz6 después de 4 h de tiempo de contacto con los tres fungicidas
concentraciones probadas. El sistema alcanzé alrededor de 70% de adsorcion
dentro de 2 h de tiempo de contacto independientemente de la concentracién
(datos no mostrados).
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figura 56: algunas de las curvas de adsorcion de GV (mg/g) en funcion de la concentracién de GV (mM)
obtenidas a fines de calcular los pardmetros de Freundlich.

Es sabido que el pH influye en gran medida la capacidad de adsorcién y la
intensidad. Para estudiar este efecto, se realizaron experimentos usando fosfato
citrato 0,1 M de tampén en la gama de pH 4-7. Dado que las intensidades de color
de GV podria ser influenciado por los valores de pH, concentraciones del colorante
se estimaron a partir de curvas de calibracion realizados a cada pH ensayados.
Los datos obtenidos de ge y Ceq a diferentes concentraciones de GV y el rango
de pH 4-7, se utilizaron sin ninguna transformacién previa para ajustarse a la
ecuacion de Freundlich como se muestra en la figura 11. Los coeficientes de
Freundlich a (capacidad) y b (intensidad) obtenidos a partir de los experimentos

130



que usan micelios que cultivados con y sin GV a diferentes pH se representan en
la Tabla 1 ambos se estimados por regresion no lineal. Los altos valores de R2
proporcionan una fuerte evidencia de que el modelo refleja con precisiéon el
proceso. Los valores R2 fueron = 0,95, lo que significa que mas del 95% de la
variabilidad observada en la adsorcibn GV puede ser explicada por el modelo
(excepto a pH 4 sin VA). A partir de estos resultados, es evidente que la adsorcion
maxima de colorante se alcanzd a intervalo de pH 6-7 en los tratamientos con
presencia de VA. La cantidad de colorante eliminado de la fase liquida fue de mas
del 90% con 0,1 mM de GV.

Sin VA Con VA (1 mM)

pH4 pH5 pH6 pH7 pH4 pH5 pH6 pH7

a 1139.3 1488.8 674.02 824.35 735.85 1834.018 1508.1 2231.89
8 6 5

b 1.451 1.232 0.758 0.8299 1.2918 1.336 1.176 1.508

R 0.78 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.99 0.95

Tabla 8: Coeficientes de Freundlich a (capacidad) y b (intensidad) obtenidos a partir de los
experimentos que usan micelios que cultivados con y sin GV a diferentes pH y R2 asociadada
estimacion.

4.3.7 Adsorcion de cadmio

La cantidad de Cd adsorbido a los micelios se midié por espectrometria de
emision en el hongo cultivado con VA 0,1 mM. La adsorcién de Cd se midi6
anadiendo NO3Cd hasta 0,5 mM a cultivos liquidos 20 dias de edad con VA 0,1
mM vy la cuantificacién de la Cd restante en el sobrenadante tras 24 horas de

131



exposicion. Cultivos liquidos sin VA afadido sirvieron como controles. Los valores
medios de Cd eliminado en presencia de VA fueron 18,17 ppm, significativamente
diferente(p <0,05) a la de los cultivos sin VA (6,92 ppm).

4.3.8 Estructura de los compuestos protectores

En la figura 9 se muestran las estructuras de los cuatro compuestos en los que se
detecto el efecto de proteccion frente a los distintos toxicos: acido vainillico, acido
ferdlico, guayacol y vainillina, todos ellos consistentes en fenoles sustituidos con
un grupo metoxi en posicion orto. El mas simple es el guayacol, que no presenta
ningun otro sustituyente. Se muestran también en dicha figura algunos de los otros
compuestos ensayados cuya estructura es semejante a los cuatro activos, pero
que no producen proteccion frente al violeta de genciana.

132



OCH,

a 40 b 0
Q* "
HO
OCH;,
OH
OCH;

d
0
[f:]’OH C}go:[::j,aﬁfﬂxOH
HO
f D; EH

g h

HO. : OH OCH,

figura 57: (a-d) estructura quimica de los compuestos que ejercen proteccion frente al violeta de
genciana a, vainillina; b, acido vainillico; c, guayacol; d, acido ferulico; (d-e) ogpuestos similares que
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4.4 Discusion

Los hongos de la pudricion blanca se han demostrado ser eficaces en la
transformacion y la mineralizacion de una amplia gama de contaminantes
organicos xenobioticos, en la mayoria de los casos este proceso de oxidacion se
lleva a cabo por enzimas ligninoliticas debido a su amplia especificidad de sustrato
y alto potencial redox (24). La aplicacién de los hongos de pudricion blanca para la
biodegradacion de los contaminantes organicos ya se ha estudiado desde hace
varias décadas, Sin embargo, el problema que persiste en la actualidad es la tasa
de crecimiento lento o incluso la inhibicién total del crecimiento debido a la
sensibilidad a las condiciones de crecimiento en ambientes contaminados. Para
omitir el paso de la inoculacidén in situ fue propuesta la inmovilizacion de los
hongos en los reactores bioldgicos (25), sin embargo, un aumento concomitante
de los costos acompana a esta metodologia. Por lo tanto, no sélo las
investigaciones sobre las enzimas ligninoliticas deben contribuir a los planes de
biorremediacion, sino mecanismos de resistencia también. Entre otras
caracteristicas se ha resaltado por ejemplo la importancia de la tolerancia a altas
concentraciones de metales pesados en los hongos aislados.

El efecto protector fue ejercido por todos los compuestos derivados de guayacol
(acido ferulico, acido vinilico, vainillina y guayacol). Por lo tanto, la conclusion de
que el efecto protector se relaciona con la estructura “vainilloide” es apoyada
fuertemente por este trabajo. Los experimentos en placas mostraron que todos los
vainilloides testeados tuvieron un efecto protector en el crecimiento de los hongos,
mientras que otros derivados aromaticos eran incapaces de proteger contra la
toxicidad GV.

En un intento de obtener una mayor comprension del efecto protector de VA, se
testeé una amplia gama de concentraciones de VA. Es de destacar que adn
concentraciones extremadamente bajas de VA (0,0001 mM) causaron un efecto

protector significativo. Este efecto no puede atribuirse a VA per se (por ejemplo,
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actuar como antioxidante), pero es probable que su presencia haya
desencadenado la produccion o la liberacibn de compuestos que inactivan GV.
Puesto que los hongos de podredumbre blanca son eficientes en la degradacion
de xenobidticos aromaticos con enzimas ligninoliticas, la inactivacion podria ser
producido por degradacion enzimatica del GV por el incremento de la produccion
de lacasa y MnP. Informes previos mostraron que la induccién lacasa varia con el
organismo y parece ser especifica para ciertos compuestos aromaticos. En
presencia de guayacol y acido ferulico se indujo la produccién de lacasa en varias
especies de hongos (26, 27) la vainillina en Phanerochaete flavido-alba (28). Sin
embargo, en G. lucidum se observé que a) la produccion de enzima ligninolitica se
aumento ni en la presencia de GV ni con otros xenobidticos en los medios de
cultivo jovenes en los que ya habia efecto de proteccion; b) decoloracion de GV se
observé mucho después de crecimiento completo de los hongos en placas, c) VA
también ejercid6 un efecto protector frente a los metales pesados, siendo que
estos no pueden ser degradados enzimaticamente. Por lo tanto la resistencia a
hongos a través de la degradacion de GV se puede descartar. Otro mecanismo de
inactivacion que puede ocurrir en sistemas que comprenden soluciones acuosas
de material contaminante (en particular colorantes) y sélido es de adsorcion. En
informes anteriores se demostr6é que la pared de la célula era el sitio principal de
biosorcion en Rhizopus y Cunninghamella elegans. Aproximadamente el 90% de
la materia seca de la pared celular de estos hongos contiene quitina-quitosano,
que ha sido implicado en el secuestro de una variedad de sustancias aromaticas
recalcitrantes (29-33).

La capacidad de adsorcion de los micelios de G . lucidum E47 mostr6é a ser mayor
en los cultivos en presencia de GV, sobre todo a pH 7, pero no lo suficiente para
explicar las diferencias en el crecimiento. Sin embargo, ECMM separado de
micelio obtenido en cultivos cultivados con VA exhibié un aumento mucho mayor
en la capacidad de adsorcién que sugiere que el principal responsable del efecto
protector son el ECMM. Hay una fuerte evidencia de efectos protectores de los
compuestos vainilloides contra el estrés oxidativo en cultivos de células animales

(34). Ademas se conoce su actividad neuromoduladora (35), analgésica (36) y

135



demas referidas al ambito de la fisiologia animal (37-42) pero no hay ninguna
referencia en la literatura a efecto de estos compuestos sobre la estructura de
matrices extracelulares de ningun tipo. Sin embargo, las diferencias en la
composicidon de la pared celular fungica ejercida por los nutrientes se han
reportado ser la EPS (el componente principal de la ECMM) los componentes mas
afectados en presencia por ejemplo de selenio (43). El significado biologico de
este efecto es aun desconocido. Muchos compuestos de esta familia son también
resultado de la degradacion oxidativa de la lignina, y por lo tanto ubicuo en el
ambiente natural de los hongos de pudricion blanca. Con respecto a la falta de
dependencia de la dosis y el efecto protector, que muestran que la vainilloide no
se consume por el micelio como sustrato para una reaccién en lugar de ello
parece actuar como inductor de un ECMM particular. El efecto positivo sobre el
crecimiento micelial podria ser el resultado de la inmovilizacion de los compuestos
toxicos por la matriz ECMM. Probablemente, la ECMM producido en presencia de
vainilloides deberia actuar como una barrera a través de la adsorcién y la
inmovilizaciéon de la GV asi el fungicida es incapaz de llegar a la pared de la célula
para ser translocado. Estudios adicionales en esta direccion puede aclarar el
mecanismo de la resistencia adquirida por el hongo como respuesta a vainilloides.
Este efecto ha sido observado en las bacterias y algunos hongos (44) en
presencia de metales pesados en solucién. La Biorremediacidn mediante
adsorcion micelial ha sido ampliamente ensayada, especialmente para la
contaminaciéon por metales pesados, ya que no pueden ser degradados. El
objetivo de la exposicion a la masa del micelio es secuestrar el contaminante
desde el agua y concentrarlo para deposicion o reutilizacién. Ademas de la
biosorcién por hongos muertos ha habido un creciente interés en cepas tolerantes
con la capacidad de degradar los contaminantes. Por lo tanto, la posibilidad de
aumentar la capacidad de adsorciébn a través de la adicion de pequenas
cantidades de vainilloides daria lugar a una mejora del proceso de

biorremediacion.

Este estudio es el primer informe que ha comprobado experimentalmente que
vainilloides podia infligir un mayor efecto protector al estrés quimico en el blanco
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pudricién de hongos G. lucidum 'y de tal modo que permite que el hongo crezca en

concentraciones de xenobibticos que de otro modo serian un limitante.
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