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RESUMEN

En Meéxico, las industrias productoras y consumidoras de colorantes sintéticos
contribuyen al problema de contaminacion ambiental con sus efluentes. Anualmente
las industrias textil y del cuero vierten 4,880 Ton de colorantes a los rios. Los
tratamientos fisicos y quimicos de sus efluentes con colorantes recalcitrantes,
potencialmente toxicos y carcinogénicos son costosos e ineficientes, por lo que la
biorremediacién microbiana mediante hongos lignoliticos surge como un método
alternativo o complementario a ellos. El sistema oxidativo de los hongos del grupo
de la podredumbre blanca de la madera (HPB) es eficaz para degradar los colorantes
y disminuir su toxicidad. La fisiografia de Nuevo Ledn posee una cobertura vegetal
que permite una gran diversidad micoldgica, por esta razon se buscaron y aislaron
HPB nativos, cuyo sistema enzimatico modificador de la lignina fuera capaz de
degradar colorantes modelo de los grupos quimicos comunmente usados en la
industria textil. En una primera seleccion utilizando un sistema de deteccion en placa
con sustratos que revelan oxidasas y peroxidasas (0-anisidina y guayacol) e indican
la capacidad depolimerizante (Poly R478) y decolorante sobre 3 colorantes de los
grupos azo, antraquinonico y trifenilmetano, se analizaron 109 aislados nativos y 10
de ellos se sujetaron a una segunda seleccion en placa probando su capacidad
decolorante en un medio completo (YMGA) y otro limitado en nutrientes (Tien y
Kirk) sobre 7 colorantes (200 ppm) pertenecientes a los grupos quimicos indigoide,
antraquinonico, trifenilmetano y azo. Seis aislados CU1, CS5, LE13, LE95, CS63
decoloraron mejor que las cepas de referencia: P. chrysosporium, B. adusta y P.
ostreatus. Mediante ensayos de espectrofotometria con sustratos especificos para
determinar la actividad enzimatica y asociarla a la decoloracién en cultivos
sumergidos y sus muestras, asi como analisis simultaneos de las actividades
enzimatica y decolorante mediante zimogramas en PAGE y andlisis de masa relativa
en SDS-PAGE, se determind que la actividad decolorante tanto en Trametes trogii
CS63 como en T. pubescens LE95 se debe a lacasas monomeéricas que son estables a
valores de pH alrededor de la neutralidad y temperaturas inferiores a 60°C y cuyas
actividades son éptimas entre 50 y 80°C, pero son inhibidas efectivamente por la
azida de sodio Yy el acido tioglicolico aunque solo parcialmente por el EDTA. Que en
LE95 presenta varias isoformas con masa molecular entre los 48 y 105 kDa y éptimo
de pH a 3.5 y en CS63 posee masa molecular de 45 kDa, pH 6ptimo de 4 y no
necesitd mediadores para decolorar, aunque con el sintético hidroxibenzotriazol,
incrementO ligeramente su capacidad. Todos estos resultados sugieren que la
capacidad decolorante de las cepas estudiadas reside en lacasas de alto potencial
redox con capacidad de oxidar una amplia gama de colorantes sintéticos.



ABSTRACT

The manufacturing and consumer industries of synthetic dyes in Mexico contribute
to the problem of environmental pollution owing to their effluents. Annually, the
textile and leather industries dump 4880 tons of dyes to rivers. The physical and
chemical treatment of their effluents containing recalcitrant, potentially toxic and
carcinogenic dyes are expensive and inefficient, for this reason the microbial
bioremediation using ligninolytic fungi emerges as an alternative or complementary
process. The oxidative system of wood white rot fungi (WRF) efficiently degrades
dyes, reducing also their toxicity. The physiography of Nuevo Leon has a vegetation
cover which maintains a great fungal diversity, for this reason native WRF were
searched and isolated looking for those having an enzymatic lignin modification
system capable to degrade model dyes from chemical groups commonly used in the
textile industry. In a first selection over 109 isolates, using a plate detection system
with substrates revealing oxidases and peroxidases (0-anysidine and guaiacol) and
evaluating depolimerization (Poly R478) and decolorization activities over the dye
chemical groups anthraquinonic, triarylmethane and azo, ten isolates were chosen
and passed to a second testing of their decolorizing ability over seven dyes (200
ppm) of the chemical groups indigoid, antharaquinonic, triphenylmethane and azo,
on two different media: complete (YMGA) and nutrient limited (Tien and Kirk). Six
isolates exhibited a better decolorization than the reference strains P. chrysosporium,
B. adusta and P. ostreatus. Spectrophotometric assays with specific substrates to
determine the enzymatic activity and associate this to decolorization in submerged
cultures and their cell free samples, together with simultaneous analysis of the
enzymatic and decolorizing activities by zymograms on PAGE and molecular weight
analysis by SDS-PAGE, all three served to determine that decolorizing activity both
in Trametes trogii CS63 and T. pubescens LE95 is due to monomeric laccases which
retain their stability around neutral pH values and temperatures below 60°C and
whose optima activities occur between 50 and 80°C, but are effectively inhibited by
sodium azide and tioglycolic acid but only partially by EDTA. The laccase of LE95
shows several isoforms with molecular masses between 48 and 105 kDa and activity
optimum at pH 3.5. That of CS63 has a molecular mass of 45 kDa, an optimum of
activity at a pH of 4 and didn"t required mediators to decolorize, but the synthetic
mediator 1-hydroxibenzothriazol increased slightly its capability. All these results
strongly suggest that the decolorizing ability of the studied strains resides in high
redox potential laccases, capable to oxidize a variety of synthetic dyes.



1. INTRODUCCION

Los hongos pertenecen al Reino fungi y comparten como caracteristica distintiva
la alimentacion osmotrofica, que implica la digestion enzimética extracelular del
alimento y la absorcion por difusién o pinocitosis de sustancias simples. Dentro de
los hongos existe un grupo que causa la pudricién blanca de la madera, cuyo sustrato
natural es la lignina. Este grupo fisiologico comprende principalmente
basidiomicetos y algunos géneros de ascomicetos de la familia Xylariaceae. La
lignina es un polimero aromatico heterogéneo tridimensional que contiene varias
uniones bioquimicamente estables éter y carbon-carbon entre unidades monoméricas
de fenilpropano. La capacidad para degradar este polimero complejo radica en el
empleo de un proceso mediado por enzimas inespecificas, las cuales no requieren un
ajuste estérico enzima sustrato, sino actuan por medio de agentes oxidantes
intermediarios de bajo peso molecular, que difunden entre las estructuras complejas,
rompiendo enlaces dentro de las macromoléculas que resultan inaccesibles a otro tipo
de enzimas. Los mecanismos inespecificos usados por estos hongos les permiten
degradar una amplia gama de especies quimicas que se asemejan a la lignina o sus
derivados. Dentro de estas se cuentan xenobidticos de limitada solubilidad en agua y
cuya absorcion a la materia particulada los hace poco susceptibles al metabolismo
bacteriano intracelular. Ejemplos de estos compuestos recalcitrantes son el DDT,
lindano, bifenilos policlorados (PCBs), TNT, hidrocarburos aromaticos policiclicos
(PAHS) vy colorantes azo, antraquinoides y trifenilmetano.

Existen mas de 10,000 colorantes comerciales disponibles para la industria textil,
la cual consume grandes cantidades de agua y quimicos durante el proceso de tefiido
y produce finalmente efluentes que contienen los colorantes, que consisten de
compuestos complejos, sintéticos y ademas frecuentemente recalcitrantes, debido a
que estan disefiados para ser resistentes a la luz, al agua, a agentes oxidantes y por
tanto son dificiles de degradar una vez que son liberados a los sistemas acuaticos.
Actualmente hay una preocupacion creciente sobre la liberacién de colorantes
sintéticos o efluentes pigmentados al ambiente por las industrias textil y de

pigmentos. Esto se debe principalmente a dos razones: la primera es que



estéticamente aln la presencia de muy bajas concentraciones de colorante es muy
evidente e indeseable y la segunda es que pone en riesgo la salud humana, ya que el
croméforo o sus productos de degradacion son potencialmente toxicos y si forman
aminas aromaticas incoloras en condiciones anaerobias, se tornan carcinogénicos.
Los tratamientos convencionales de los efluentes para remover los colorantes
emplean métodos fisicos y quimicos, los cuales frecuentemente son costosos,
ineficientes, complicados y en ocasiones solo precipitan el colorante, transfiriendo el
contaminante a los lodos residuales, sin degradarlo, por lo que no remedian el
problema de contaminacion.

Una ventaja que ofrece la inespecificidad de sustrato de las enzimas lignoliticas,
es que pueden degradar una amplia variedad de compuestos xenobidticos
recalcitrantes a dioxido de carbono y agua sin que el hongo haya tenido un contacto
previo o induccidn, otra ventaja es su caracter extracelular, que permite a los hongos
tolerar concentraciones méas altas de contaminante. Dentro de los compuestos que
pueden degradar se encuentran los colorantes y el estudio del proceso ha generado
una linea de investigacion sobre la aplicacion de estos sistemas fungicos para la
bioremediacion de efluentes de las industrias que utilizan o fabrican colorantes. La
magnitud del problema de contaminacidn por colorantes y pigmentos en nuestro pais
se hace patente al considerar que las industrias textil y del cuero en México liberan
por la ineficiencia del proceso de tefiido alrededor de 4,800 Ton anuales de
colorantes a los efluentes y los tratamientos actuales remueven solamente un 10% de
esta carga. Los colorantes reactivos pueden permanecer en el ambiente hasta 46 afios,
lo cual representa un riesgo para la salud en ciudades donde se concentran estas
industrias en nuestro pais.

La posibilidad de encontrar hongos ligninoliticos con una capacidad de degradar
colorantes superior a la de las cepas tomadas como referencia en la literatura
cientifica habitando las maderas duras de la vegetacion de Nuevo Ledn, aunado a la
cantidad de colorantes que se consumen en México y los riesgos ambientales y de
salud intrinsecos a su empleo, fueron el fundamento para esta investigacion, en la
cual se colectaron Basidiomicetos en diferentes localidades del Estado, sus micelios
vegetativos se aislaron y purificaron y su capacidad de degradar colorantes
pertenecientes a distintos grupos estructurales fue ensayada en placas, para
finalmente seleccionar la cepa de mejor desempefio, a la cual se caracterizd los

principios quimico-enzimaticos responsables de la actividad decolorante.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA, JUSTIFICACION E
IMPORTANCIA DE LA INVESTIGACION

Las empresas que fabrican colorantes o los utilizan en procesos de tincion
cominmente descargan en sus aguas residuales de un 10 al 50% de la cantidad del
colorante que utilizan.

La contaminacién por colorantes ocasiona cambios en el color del agua, aumenta el
material particulado en suspension, la demanda de oxigeno y representa un peligro
potencial para la salud de la poblacion, debido al caracter carcinogénico de sus
moléculas.

Los tratamientos fisicos y quimicos para remover los colorantes son ineficientes o
costosos y la tendencia actual es combinarlos con microorganismos que pueden
degradar estas moléculas sintéticas.

En Mexico y particularmente en Nuevo Leodn, existe una gran diversidad de hongos
causantes de la podredumbre blanca de la madera que poseen esta capacidad, lo cual
justifica la basqueda de cepas potencialmente Utiles en procesos de biorremediacion
de efluentes contaminados por colorantes. La importancia de este estudio radica en
haber encontrado y aislado dos cepas nativas, T. pubescens (LE95) y T. trogii (CS63)
que mostraron mayor eficiencia decolorante que las citadas internacionalmente como
referencia y haber caracterizado en ambas a la lacasa como enzima responsable de la
decoloracion de colorantes modelo. Esto constituye un primer paso hacia el
desarrollo de patentes nacionales en procesos de reutilizacion del agua, actualmente

uno de los temas prioritarios del pais.



3. HIPOTESIS

En Nuevo Ledn existen hongos que por procesos oxidativos biocataliticos son
capaces de degradar colorantes que son contaminantes de aguas residuales
industriales y su capacidad es igual o superior a la mostrada por las cepas

internacionalmente reconocidas como (tiles en biorremediacion.



4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Caracterizar los principios quimico-enzimaticos implicados en la actividad

decolorante de los aislados nativos con mejor desempefio.

4.2 Objetivos Particulares

4.2.1 Seleccionar del cepario micologico del laboratorio de enzimologia y
de nuevos aislados, los que tengan mejor capacidad ligninolitica y

decolorante.

4.2.2 Ensayar la capacidad decolorante de los aislados seleccionados en el

punto anterior en una mayor diversidad de colorantes sintéticos.

4.2.3 Seleccionar los aislados con mejor desempefio decolorante para
caracterizar los principios quimico-enzimaticos implicados en este

proceso.



5. ANTECEDENTES

5.1 Generalidades de hongos.

Los hongos verdaderos se agrupan en el Reino Fungi o Eumycota y son
organismos eucariotas heterotrofos que presentan su material genético estructurado
en cromosomas, digestion extracelular y nutricion saprotrofa, algunos son
unicelulares pero la mayoria son pluricelulares, de aspecto cominmente filamentoso
y con paredes celulares compuestas de quitina y B-glucanos, presentan ribosomas
80S y producen esporas en alguna etapa de su ciclo vital (Carlile et al., 2001).
Algunos grupos anteriormente considerados dentro del Reino Fungi han sido
segregados a partir de 1994 a los Reinos Protista (Myxomycota, Plasmodiomycota,
Dictyosteliomycota,  Acrasiomycota) 0 Chromista ~ (Oomycota,
Hyphochytriomycota, Labyrinthulomycota), basandose en la presencia de celulosa en
la composicion quimica de sus paredes celulares, una forma diferente a la placoide
en sus crestas mitocondriales, la presencia de pelos tripartitas en el flagelo de las
esporas, la ausencia de ergosterol en la membrana plasmatica, la utilizacion de un
precursor diferente al &cido aminopimélico en la sintesis de lisina y otras evidencias
moleculares (Kirk et al., 2001; Hawksworth, 1991).

Asi, los hongos comprenden actualmente cuatro phyla que se reconocen entre si
por el tipo de esporas que producen: Los Chytridiomycota, son formas acuaticas
cuyas esporas son realmente gametos moviles (zoosporas) provistos generalmente de
un solo flagelo posterior en forma de latigo (opistoconte). Los Zygomycota poseen la
cigospora, una estructura de resistencia producto de la fusion de dos hifas
diferenciadas en gametangios. Los Ascomycota son el phylum mas numeroso y sus

esporas sexuales se desarrollan dentro de estructuras en forma de sacos alargados o



ascos. Los Basidiomycota producen sus esporas sexuales en el exterior de filamentos
0 hifas especializadas, ensanchadas hacia la punta, llamadas basidios (Carlile et al.,
2001; Kirk et al., 2001). El andlisis filogenético basado en evidencias fosiles,
moleculares y métodos cladisticos sitda el origen del Reino Fungi un billén de afios
atrés, en un ancestro comun a plantas, hongos y animales, de cuya linea se separaron
temprano las plantas y posteriormente, hace 965 millones de afios, los hongos y
animales. Los phyla Zygomycota, Ascomycota y Basidiomycota surgieron en el
periodo Cambriano hace 550 millones de afios (mda) de los Chytridiomycota,
separandose los Ascomycota de los Basidiomycota hace alrededor de 400 millones
de afios, después que las plantas invadieron exitosamente la tierra hace 460 mda [este
hecho posiblemente gracias a asociaciones micorricicas con miembros de los
Glomales (Zigomycota)]. En base al registro fosil, se ha hipotetizado que todas las
clases y familias actuales aparecieron sucesivamente entre los periodos Cambriano
(550 mda) y Terciario (2 mda) alcanzando una gran diversidad en el Carbonifero
(360 mda); el hallazgo de hifas fosilizadas con la presencia de fibulas indica que para
entonces los Basidiomycota ya habian evolucionado (Guarro et al., 1999). La
habilidad para degradar o modificar la lignina enzimaticamente se origino
paralelamente con la evolucidén de las plantas vasculares en el periodo Devénico
Superior (385 mda) (Martinez et al., 2005). En el Jurasico ocurrié una radiacion en
los ascomicetos y basidiomicetos (200-220 mda), que coincide con la aparicion de
las angiospermas, originandose en el segundo grupo los agaricoides y poroides. Los
primeros evolucionaron en el Cretacico (144 mda) y en el Cenozoico (66 mda)
aparecen los primeros cuerpos fructiferos en forma de sombrillas, costras, repisas y
esferas (Hass et al., 1994; Remy et al., 19944, b; Taylor et al., 1994).

5.2 Ligninolisis y biorremediacion.

5.2.1 Madera, lignina y lignindlisis.

Los hongos contribuyen al reciclaje del carbono y nitrégeno en la naturaleza al

participar en la descomposicion de la materia organica. Aunque esta actividad



también la realizan las bacterias, el reciclaje del carbono contenido en la madera, es
una responsabilidad que cumplen principalmente los hongos. Cada afio millones de
toneladas de madera son producidas en los bosques del mundo y deben ser
descompuestas. La vida como la conocemos se estancaria por la ausencia de diéxido
de carbono en alrededor de veinte afios si la destruccion de la madera cesara mientras
la fotosintesis continuara (Kirk y Cowling, 1984). La madera de las plantas lefiosas
tiene su origen en el cambium secundario, el cual origina las traqueidas y vasos
xileméticos, que mueren a los dias 0 semanas de formados debido al engrosamiento e
impermeabilizacion de sus paredes celulares. Estas estructuras vasculares pierden su
contenido celular para transportar mejor el agua y sales minerales y cuando maduran
consisten casi exclusivamente de paredes celulares formadas por microfibrillas de
celulosa, inmersas en una matriz de hemicelulosas y rodeadas por lignina. La
celulosa y la lignina son los dos polimeros naturales mas abundantes del planeta. La
lignina suma el 35% del peso de la madera, le proporciona rigidez y la vuelve
impermeable y resistente al ataque microbiano (Cohen et al., 2002).

La lignina es un polimero aromatico heterogéneo, complejo, variable,
hidrofobico, de enlaces cruzados que forma una red tridimensional que contiene
varias uniones éter (C-O-C) y carbon-carbon (C-C) bioquimicamente estables, entre
unidades monoméricas p-hidroxifenilpropanoides dimetoxiladas (siringilo, S),
monometoxiladas (guayacilo, G) y no metoxiladas (p-hidroxifenilo, H) derivadas de
los correspondientes alcoholes p-hidroxicinamilicos: sinapilico, coniferilico vy
cumarilico. La copolimerizacion mediante radicales libres produce alrededor de 10
tipos de enlaces interfenilpropano entre los alcoholes, entre los que predominan el -
0O-4 (>50%) y B-1. Reacciones secundarias en el proceso de polimerizacion llevan al
entrecruzamiento entre lignina y hemicelulosas (Kirk, 1987; Martinez et al., 2005).
Esta estructura insoluble, no repetitiva y no estéreo selectiva, la hace
extremadamente resistente a la degradacion quimica y enzimatica y requiere un
proceso de degradacion inespecifico, extracelular y oxidativo (Higson, 1991; Kirk
and Farell, 1987).

Los tres mecanismos bioldgicos que han evolucionado para superar la barrera
de la lignina son: 1) la destruccidn mecanica, en la que la madera es reducida a
astillas, quedando expuestas la celulosa y hemicelulosa y disponibles para la
descomposicién quimico-enzimatica por microorganismos de vida libre o

comensales del tracto digestivo; es realizada por insectos, aves, organismos marinos



y algunos mamiferos al utilizar la madera como refugio, alimento o ambos, 2) la
degradacion oxidativa, que es un proceso inespecifico que algunos microorganismos,
principalmente hongos superiores, utilizan para descomponer la lignina, dejando
expuestos los polisacéridos, 3) la descomposicion por mediadores, realizada por
agentes no enzimaticos depolimerizantes de celulosa que son lo suficientemente
pequefios para atravesar la vaina de lignina y son secretados por otros hongos
superiores (Kirk y Cowling, 1984).

Los hongos xiltrofos recurren a alguno de estos dos Ultimos mecanismos para
degradar la madera y aunque pertenecen a diferentes grupos taxonémicos, pueden
agruparse en uno de tres grupos fisiolégicos, en funcion del tipo de pudricion que
causan: blanca, parda o suave. En las pudriciones blandas y pardas la celulosa y
hemicelulosas de la pared celular son degradadas, mientras la lignina es solo
ligeramente modificada. La pudricion parda es causada exclusivamente por
basidiomicetos que atacan maderas blandas (gimnospermas), representan solamente
el 7% de las especies de basidiomicetos que pudren la madera. La pudricion blanda,
es causada principalmente por ascomicetos, deuteromicetos y algunas bacterias
(ocasionalmente basidiomicetos) que afectan generalmente maderas duras
(angiospermas). La pudricion blanca es causada principalmente por basidiomicetos,
algunos ascomicetos de la familia Xylariaceae y ciertos actinomicetos (Martinez et
al., 2005). A los hongos causantes de la pudricién blanca se les considera los agentes
de degradacion de la lignina mas rapidos y eficientes, pues son capaces de
mineralizar los componentes de la lignina a diéxido de carbono y agua (Schmidt,
2006; Higson, 1991) y pueden provocar dos tipos de pudricion blanca: la simultanea,
en la que los tres componentes de la pared celular son degradados al mismo tiempo
(maderas duras) o la selectiva, en la que hay un ataque inicial sobre hemicelulosas y
lignina (maderas duras y blandas) y posteriormente una degradacion de la celulosa
(Blanchette, 1984). Las tres pudriciones reciben su nombre del aspecto y consistencia

gue causan en la madera (Martinez et al., 2005).



5.2.2 El Sistema de Enzimas Modificadoras de Lignina (SEML), componentes y

mecanismo de accion.

La importancia de la madera y otros materiales lignocelulésicos como un
recurso abundante y renovable para la produccion de productos de papel, alimentos,
quimicos y combustibles, despertd el interés por conocer el mecanismo de la
degradacion de la lignina de los hongos causantes de la podredumbre blanca de la
madera (HPB) y las investigaciones en este campo condujeron por separado a dos
grupos de trabajo diferentes, al descubrimiento de los sistemas enzimaticos
modificadores de la lignina a mediados de los ochentas (Tien y Kirk, 1983; Glenn et
al., 1983; Glenn y Gold, 1985).

Los HPB secretan una o mas de tres familias de enzimas glicosiladas
extracelulares, conocidas como enzimas modificadoras de lignina (EML) y que se
combinan con otros procesos para mineralizar la lignina. Al depolimerizarla, los
productos solubilizados son absorbidos por las células fungicas y metabolizadas a
intermediarios del ciclo de Krebs y finalmente a diéxido de carbono (Higson, 1991),
a este proceso se le ha nombrado combustion enzimatica (Kirk y Farrel, 1987). Las
enzimas comprenden principalmente a dos hemoperoxidasas, la lignino peroxidasa
(LiP, EC 1.11.1.14) y la peroxidasa dependiente de manganeso (MnP, EC 1.11.1.13)
y una cupro-fenoloxidasa, la lacasa (Lac, EC 1.10.3.2). Algunos autores han
reportado también una peroxidasa versatil (VP) (Camarero et al., 1999) con
propiedades oxidativas de ambas peroxidasas y una actividad MnP independiente del
manganeso (Eggert et al., 1996).

La produccion de las EML ocurre durante el metabolismo secundario y
generalmente es inducida por una limitacion de nitrogeno y es Optima a tensiones
altas de oxigeno, en el caso de la Lac es favorecida por agitacion. Las tres enzimas
principales son codificadas por familias de genes que producen multiples isoformas y
que estan sujetas a una regulacion compleja (Garg y Modi, 1999; Manssur et al.,
1997; Pointing, 2001; Thurston, 1994; Yaver y Golightly, 1996).

Hatakka (1994), agrup6 a los hongos de la podredumbre blanca en tres
categorias, dependiendo de las enzimas ligninoliticas que producen: Grupo LiP-MnP
(P. chrysosporium y Phlebia radiata), Grupo MnP-Lac (Dichomitus squalens vy

Rigidoporus lignosus) y Grupo LiP-Lac (Phlebia ochraceofulva, Junghuhnia



separabilima). Siendo mas frecuente la presencia de la combinacion MnP-Lac.
(Galiano et al., 1991). Recientemente ha surgido un nuevo grupo en cuyos miembros
solamente se presenta actividad lacasa (Pycnoporus cinnabarinus, Coriolopsis
gallica).

Las peroxidasas requieren la presencia de peroxido de hidrégeno para oxidar la
lignina y los compuestos relacionados a ella, por lo que existen otras enzimas
extracelulares implicadas en la degradacion de la lignina incapaces de degradarla por
si solas. El peroxido lo aportan oxidasas generadoras de H,O, como la stper 6xido
dismutasa (E.C. 1.15.1.1) y la glioxal oxidasa (E.C. 1.2.3.5) y ademas existen
deshidrogenasas asociadas al micelio, que reducen los compuestos derivados de la
lignina, como las aril alcohol deshidrogenasas (AAD) y las quinona reductasas (QR)
y enzimas implicadas en mecanismos de regulacion que sirven para unir vias de
degradacion de celulosa como la glucosa oxidasa (E.C. 1.1.3.4), la aril-alcohol
oxidasa (AAO, E.C. 1.1.3.7) que también genera peroxido, la celobiosa: quinona
oxidoreductasa (E.C. 1.1.5.1) y la celobiosa deshidrogenasa (E.C. 1.1.99.18)
(Leonowicz et al., 1999; Martinez et al., 2005).

Las LiPs o ligninasas, poseen una masa molecular entre 38 y 43 kDa y un pl de
3.3 a 4.7 (Perez et al., 2002). Gracias a su alto potencial redox pueden catalizar la
oxidacion de sustratos con un potencial superior a 1.2 mV (Kersten et al., 1990;
Millis et al., 1989; Schoemaker et al., 1994) como compuestos fenolicos y no
fendlicos, aminas, éteres aromaticos y aromaticos policiclicos. Su ciclo catalitico es
similar al de otras peroxidasas (Fig. 1.), donde la enzima férrica es oxidada primero
por peroxido de hidrégeno para generar el compuesto | (un estado intermedio
oxidado de la enzima, causado por la pérdida de dos electrones, uno por el Fe** y
otro por el anillo de porfirina).

El compuesto | es reducido en dos etapas, en la primera un electrén donado por
una molécula sustrato, produce ambos, un radical libre y el compuesto Il (que es un
intermediario enzimatico Fe™). El ciclo catalitico es completado en la segunda etapa,
cuando el compuesto Il es reducido por un electrén aportado por una segunda
molécula sustrato (Mester y Tien, 2000). La reaccion de la LiP con el peroxido de
hidrogeno genera un radical catiénico porfirina (complejo oxiferril) de alto potencial
redox que puede extraer un electron de un anillo aromético de un sustrato (lignina)
generando un radical catiénico aromatico, esto es seguido por una variedad de

reacciones espontaneas degradativas via radical e intermediarios catidnicos. La



oxidacion de metoxibencenos no fendlicos produce radicales cationicos arilo y

reacciones de demetoxilacion, oxidacion del alcohol bencilico, ruptura de enlaces
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Fig. 1. Esquema general del ciclo catalitico de peroxidasas (Tomado de
Wesenberg et al., 2003).

carbon-carbon o hidroxilacion de anillos aromaticos y cadenas laterales (Kirk y
Farrel, 1987; Pérez et al., 2002). La presencia de alcohol veratrilico (alcohol 3,4-
dimetoxibencilico, AV) enddgeno, ayuda en la regeneracion de la enzima, la protege
de inactivacion por H,O, y permite la oxidacion de sustratos que la LiP no oxida por
si sola. La LiP oxida el AV y este a su vez sustrae un electron de nicleos aromaticos
no fendlicos, generando radicales cationicos arilo. Este radical lleva a cabo
reacciones de oxidacion del alcohol bencilico, ruptura de enlaces carbdn-carbdn,
hidroxilacién, dimerizacion y polimerizacion de fenoles y desmetilacion (Koduri y
Tien, 1995; Pointing, 2001) degradando productos alifaticos y aromaticos no
enzimaticamente, los que son mineralizados intracelularmente.

Las MnPs son molecularmente similares a las LiPs, pero tienen masas
moleculares ligeramente mas elevadas que van de 38-62.5 kDa predominando las de
45 kDa. Sus isoformas poseen generalmente puntos isoeléctricos acidos (pl 3-4). Las
producen hongos de la pudricion blanca de la madera (Familias Meruliaceae,
Coriolaceae, Polyporaceae) y del mantillo (Strophariaceae, Tricholomataceae)
(Hofrichter, 2002). Tienen un ciclo tipico de hemoperoxidasas (Fig. 1) que incluye la

enzima férrica nativa y los compuestos | y Il, pero este Gltimo requiere Mn (Il) para



ser reducido y completar el ciclo catalitico. Asi, el Mn (I11) formado en presencia de
H.0, es estabilizado formando quelatos estables con algin &cido orgénico (como el
oxalico o el mal6nico) y actia como un mediador redox difusible de bajo peso
molecular capaz de atacar de forma inespecifica moléculas organicas via abstraccion
de hidrégeno y un electrén. La MnP es una enzima oxidante de fenoles, las
estructuras no fendlicas no son susceptibles de oxidacion via el ataque directo por los
quelatos de Mn*? con 4cidos carboxilicos. La oxidacion de estas estructuras se ha
explicado via formacion de radicales reactivos tiilo (S¢) y peroxilo (ROO-) a partir
de compuestos organicos azufrados (glutation, L-cisteina) y 4&cidos grasos
insaturados y sus derivados (linolénico, Tween 80) respectivamente, que actlan
como mediadores co-oxidantes (Paszczynski et al., 1986; Wariishi et al., 1989;
Wariishi et al., 1992). Las VPs ademas de oxidar el Mn*? también oxidan
compuestos fendlicos y no fenodlicos aromaticos y se consideran formas hibridas de
MnP y LiP. Asi, su existencia demuestra la estrecha relacion entre ambas enzimas
(Hofrichter, 2002).

Las lacasas son comunes en plantas, hongos, insectos y bacterias (Gianfreda et
al., 1999). Mientras en plantas juegan un papel en la lignificacion (Mayer, 1987), en
los hongos desempefian ademas del papel inverso, otros como la sintesis de
pigmentos, morfogénesis de carpoforos y desintoxicacion (Mayer y Staples, 2002).
Son cupro-fenoloxidasas azules que contienen entre 520-550 residuos de
aminodcidos y catalizan la oxidacion de un gran namero de compuestos fenolicos y
aminas aromaticas usando oxigeno molecular como el aceptor de electrones, el cual
es reducido a agua. Poseen masas moleculares entre 60-80 kDa, un pH éptimo entre
3 a 6 y un punto isoeléctrico entre 3-5. Su rango de glicosilacion fluctta entre 10-
25% pero son frecuentes los valores mas elevados (45%). La glicosilacion ademas de
su papel estructural le confiere proteccidn proteolitica durante su accion extracelular.
La presencia de isoenzimas en una misma especie de hongo es frecuente y estas
pueden expresarse en diferentes cepas exhibiendo diferentes propiedades. La
mayoria de las lacasas fdngicas son proteinas monoméricas, algunas son
homodiméricas y existen las oligoméricas (Leonowicz et al., 2001). El sitio activo de
las lacasas incluye cuatro iones cobre. Los centros de cobre se identifican por sus
propiedades espectroscopicas, el cobre T1 absorbe fuertemente la luz alrededor de
600 nm, el T2 absorbe débilmente en la region visible pero tiene actividad

electronica de resonancia paramagnética (EPR) y los dos iones de cobre del sitio T3



son silenciosos a la resonancia paramagnética del electrén y absorben la luz a 330
nm. Enzimas similares, que carecen del &omo de cobre responsable de la coloracion,
son llamadas lacasas “amarillas” o “blancas”, pero no se consideran lacasas
verdaderas. La siringaldazina se considera el sustrato especifico de la lacasa, siempre
y cuando se excluya el peroxido de hidrogeno de la reaccion. Las lacasas son
altamente oxidantes, su potencial redox varia de 450 a 790 mV en diferentes
especies. Su actividad 6ptima depende de la presencia de los 4 iones cupricos (sobre
todo el Cul) coordinados a una tnica cadena polipeptidica (Leonowicz et al., 2001).
El cobre Tipo I (Fig. 2.) actia como un aceptor de electrones de aminas o fenoles
sustituidos y el cobre tipo Il transfiere los electrones al aceptor final di-oxigeno, que
se reduce a agua. Los dos cobres tipo Il actian como intermediarios en la via de
transporte de electrones, que también incluye un residuo de cisteina y dos de
histidina. El ambiente molecular del cobre tipo | parece regular el potencial redox de
la enzima (Martinez et al., 2005). La diferencia en potencial redox entre un sustrato
fendlico y el cobre T1 de la lacasa disminuye al incrementarse el pH, aumentando la
velocidad de oxidacion hasta que el incremento del anion hidroxido causa una
inhibicion de la lacasa al unirse a los atomos de cobre en los sitios T2/T3 (Xu, 1997).
El potencial redox del sitio T1 ha sido determinado contra el electrodo normal de
hidrogeno para muchas lacasas utilizando diferentes mediadores y varia de 430 mV
para el arbol Rhus vernicifera hasta 780 mV para la lacasa fangica de Polyporus
versicolor. La eficiencia catalitica de las lacasas (Kcat/Km) para algunos sustratos
reductores depende linearmente del potencial redox del cobre T1 (a mayor potencial
del sitio T1 mayor la eficiencia catalitica). Este es el porqué las lacasas con un alto
potencial redox en este sitio son de interés especial en biotecnologia, por ejemplo,
para procesos eficientes de blanqueo y biorremediacion. El potencial del sitio T3 se
ha determinado para lacasas de R. vernicifera y P. versicolor en 480 y 780 mV
respectivamente. El potencial del sitio T2 es aproximadamente de 390 y 400 para
cada una (Reinhammar, 1972; Reinhammar y Vénngard, 1971). Las lacasas se han
clasificado en dos grupos, las de alto potencial redox comprenden aquéllas con
potenciales alrededor de 730 mV como las de T. versicolor, T. villosa, Rhizoctonia
solani, POXC y POXA1b de Pleurotus ostreatus, B y D de Rigidosporus lignosus y
Lac 1 de C30, las de bajo potencial redox poseen potenciales de 390 a 560 mV como

las de Coprinus cinereus, Myceliophthora thermophila, Scytalidium thermophilum y



Lac2 de C30 (Klonowska et al., 2002; Shleev et al., 2005). Debido a que el potencial

redox de las lacasas es menor al de las peroxidasas (> 1200 mV), por mucho tiempo
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Fig. 2. Ciclo catalitico de las lacasas (tomado de Wesenberg et al., 2003).

se penso que solamente eran capaces de oxidar sustratos fenolicos (Kersten et al.,
1990). Sin embargo, esta barrera de 500 mV, se puede franquear en presencia de
mediadores redox de bajo peso molecular naturales, como el 3-hidroxiantranilato y el
siringaldehido o sintéticos como el ABTS, HBT vy el acido violurico, permitiendo la
oxidacion de un mayor rango de sustratos, incluyendo los compuestos no fendlicos
(Camarero et al., 2005; Pérez et al., 2002; Shah y Nerud, 2002). EI nucleo fendlico
se oxida por remocion de un electron, generando un radical libre fenoxilo, capaz de

promover la ruptura de polimeros (Thurston, 1994).

5.2.3 Evolucion del sistema de enzimas modificadoras de lignina.

Es probable que los sistemas modificadores de la lignina extracelulares
derivaran de sistemas de desintoxicacion intracelulares. Se ha sugerido que la LiP

surgié evolutivamente como un mecanismo de desintoxicacidn de los productos de la



desaminacién de los amino&cidos aromaéticos (por ejemplo en condiciones de
reduccién de oxigeno) o bien como un mecanismo de defensa contra las especies
reactivas del oxigeno (estrés oxidativo) y que la funcion extracelular de lignin6lisis
se adquirié subsecuentemente. Esto se apoya en el hecho de que la formacion de
EML no coincide con la sintesis de hidrolasas de polisacaridos y en la ausencia de
co-sustratos estos hongos no pueden utilizar la lignina como Unica fuente de carbono
y energia. Ademas, los co-sustratos (alcohol veratrilico en P. chrysosporium y
compuestos aromaticos metoxilados e hidroxilados en B. adusta y P. eryngii) son
producidos solo en la idiofase, por la degradacion protéica y en condiciones de baja
concentracion de nutrientes (nitrégeno y carbono). Por otra parte, la lignina no
induce la sintesis enzimatica, pero los productos de la descomposicion de la madera
como los acidos p-hidroxicindmico y ferulico, el p-hidroxibenzaldehido, p-
hidroxibenzoato, la vainillina o el acido vainillico si la estimulan y son precursores
del veratrol y otros inductores aromaticos derivados de los acidos benzoico y
cinamico y del benzaldehido (Rabiniovich et al., 2004). La desintoxicacion tambien
se ha planteado como un papel que desempefian las lacasas en los hongos (Mayer y
Staples, 2002), esta teoria es apoyada por el hecho de que la presencia de colorantes
y Xxenobidticos induce un incremento de su actividad en cultivos (Baldrian, 2004;
Mougin et al., 2002). Aunque al considerar el origen evolutivo, Hoeger et al. (2006)
postulan que ancestralmente, en homobasidiomicetos existian multiples lacasas, que
se mantuvieron durante la diversificacion y especiacion, por la posible variabilidad
de demandas de enzimas oxidativas en sus diferentes roles fisiologicos, como
formacién de cuerpos fructiferos, pigmentacion, patogénesis, competencia,

humificacion y ligninolisis.

5.2.4 Contaminacidn por actividades humanas y biorremediacion.

Las actividades industriales humanas como la produccion de energia y el
consumo de combustibles, la fabricacion del papel, la produccion y utilizacion de
dieléctricos y acarreadores de calor, plastificantes y aditivos, aceites hidraulicos,
diluyentes, agentes de defensa vegetales y colorantes, han llevado a la contaminacion

de la biosfera con compuestos sintetizados por el hombre, cuya estructura quimica es



poco frecuente o inexistente en la naturaleza. Ejemplos de estos xenobidticos son los
hidrocarburos policiclicos condensados y compuestos arométicos que contienen
azufre, cloro y nitrégeno, poco solubles y altamente resistentes (Rabinovich et al.,
2004). El costo de limpieza de un solo sitio contaminado por estos compuestos puede
variar entre 10-15 millones de dolares y en los Estados Unidos de Norteamérica, se
estima que el costo total de remediacion de desechos peligrosos podria llegar a ser de
medio a un millén de millones de délares (0.5-1 x 10*? délares) (Aust y Benson,
1993). El peligro que representan para la salud y la necesidad de un mecanismo
economico de recuperacion de las areas contaminadas ha incentivado la bisqueda de
microorganismos capaces de degradarlos (Rabinovich et al., 2004; Shah y Nerud,
2002). La reconocida capacidad de los hongos en general, de deteriorar metales,
plésticos, drogas, cosméticos, pinturas, esculturas, productos de madera, equipo
electrico, combustibles y aceites (biodeterioracion) y la capacidad de los hongos de
la podredumbre blanca de degradar compuestos xenobioticos recalcitrantes en
particular, convirtiéndolos en compuestos inofensivos o reduciendo sus niveles de
concentracion por debajo de los limites permisibles gracias a su sistema ligninolitico,
les ha merecido ser considerados como una opcién viable en biorremediacion
(Bennet et al., 2002; Paszcynski y Crawford, 2000).

5.2.5 Caracteristicas del sistema de enzimas modificadoras de la lignina que

favorecen su aplicacion en biorremediacion.

Las enzimas modificadoras de lignina son altamente inespecificas respecto a su
rango de sustratos, lo que les permite de una manera fortuita ser capaces de
transformar o mineralizar in vitro un amplio rango de contaminantes organicos
sintéticos extremadamente recalcitrantes, esta capacidad obedece a la similitud
estructural de estos compuestos con la lignina o los productos de su degradacion
(Pointing, 2001).

Ademas de esta ausencia de especificidad, otras caracteristicas del sistema de
EML que lo hacen atractivo en procesos de biorremediacion, incluyen: que no es
inducible por la lignina o compuestos relacionados, por lo que no es necesario que el

hongo entre en contacto con el contaminante para que lo reconozca y se adapte a el o



empiece a producir las enzimas, ademas, las concentraciones a que puede
degradarlos pueden ser menores que las necesarias para inducir la sintesis de enzimas
de otros organismos; las enzimas son extracelulares, lo que le permite oxidar
sustratos de baja solubilidad a la vez que evita la necesidad de internar a la célula
compuestos toxicos, los cuales son oxidados en el ambiente circundante; las enzimas
se expresan en condiciones de deficiencia de nutrientes, las cuales prevalecen en
muchos suelos, las enzimas pueden utilizarse inmovilizadas en un soporte adecuado
(como quitosan), lo que permite su reutilizacién y aumenta su estabilidad (Mester y
Tien, 2000; Reddy, 1995; Shah y Nerud, 2002) y los hongos que las producen (HPB)
son comunes en ambientes naturales, crecen facilmente en subproductos agricolas
que son econémicos y pueden agregarse facilmente al sitio contaminado; el
crecimiento apical de las hifas filamentosas le permite extenderse por el suelo y
alcanzar el contaminante de una forma que las bacterias no podrian y pueden
emplearse en el tratamiento de efluentes liquidos o en suelos (Reddy, 1995; Shah y
Nerud, 2002; Robinson et al., 2001). El sistema de EML es capaz de mineralizar una
amplia variedad de xenobioticos toxicos y mezclas de contaminantes via un
mecanismo de oxidacion inespecifica basado en radicales libres (Kirk y Farell, 1987;
Barr y Aust, 1994).

5.2.6 Aplicaciones de los SEML

Hace casi 30 afos que se descubrieron los sistemas de enzimas modificadores
de la lignina (Kirk y Chang, 1981) e inmediatamente se reconocié su utilidad en la
degradacion de contaminantes ambientales (Bumpus et al., 1985). Desde entonces las
investigaciones se han intensificado y diversificado, con la expectativa de encontrar
mejores sistemas degradadores de lignina, que pudiesen utilizarse exitosamente en
diferentes procesos biotecnoldgicos (D"Sousa et al., 1999). Algunos de ellos
incluyen la produccion de etanol (Lee, 1997), el desarrollo de sensores para
distinguir drogas (morfina), la clarificacion de vinos, su aplicacién en procesos de
tincion y decoloracion de telas y cabello (Mayer y Staples, 2002; Arana et al., 2002),
el biopulpeo del papel, el mejoramiento de alimentos para rumiantes, la produccion

de adhesivos fendlicos (Cohen et al., 2002), pero sobre todo los estudios se han



enfocado hacia la aplicacion de estas enzimas en el desarrollo de procesos “suaves”
de degradacion de sustancias contaminantes recalcitrantes liberadas al medio por las
actividades humanas, como explosivos (TNT, nitroglicerina, RDX, Yperita),
pesticidas (DDT, aldrin, dieldrin, heptacloro, clordano, lindano, mirex, atrazina,
texafeno, endosulfano, MCPA, 2,4-di-, 2,4,5- y 2,4,6-tri- y penta-clorofenoles) y
subproductos de su fabricacion o degradacion (dioxinas y anilinas cloradas),
hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHSs: antraceno, benzapireno, naftaleno y
fenantreno), bifenilos policlorados (PCBs: usados como fluidos dieléctricos,
hidraulicos o de transferencia de calor, retardantes de flama, diluyentes organicos,
plastificantes o extendedores de solventes), compuestos halogenados de bajo peso
molecular producto del blanqueamiento del papel (derivados clorados de guayacol y
benzoato, lignosulfonatos y cloroligninas), polimeros estables (PVC, PVA,
poliacrilato, poliacrilamida, policaprolactam y polietileno) y en los Gltimos afios para
la decoloracion de efluentes contaminados con colorantes (Higson, 1991; Pointing,
2001; Paszczynski y Crawford, 1995; Reddy, 1995; Knapp y Newby, 1999; Mester y
Tien, 2000; Rabinovich et al., 2004).

5.2.7 Colorantes

El empleo del color ha acompafiado al hombre a lo largo de la historia en sus
manifestaciones artisticas, religiosas y en su vestido. EI hombre de las cavernas
utilizo colorantes naturales en sus pinturas rupestres y desde entonces su evolucion
tecnoldgica ha ido a la par con la historia de la humanidad y su desarrollo comercial.
En Egipto el tefiido de fibras textiles se practicaba ya hace mas de 5500 afios.
Gracias al descubrimiento de diversos tintes extraidos de plantas y animales se
origind la industria de la fabricacion de colorantes, lo cual impulsé a la industria de
las telas. Entre muchos otros, el indigo Yy la alizarina extraidos de érganos vegetales
de la Indigofera tinctoria y la Rubia tinctorum; asi como el sepia y el parpura
obtenidos respectivamente de la bolsa de tinta del calamar Sepia oficinalis y
moluscos de la familia Muricidae, fueron utilizados ampliamente hasta mediados del
siglo XIX en textiles y pieles. El descubrimiento de la mauveina, sintetizada por

primera vez en 1856 por el inglés William Perkin, marcé el inicio de la industria de



los colorantes sintéticos (Devore y Mufioz, 1969). Con la revolucion industrial,
empez0 una carrera por satisfacer la demanda de nuevos colorantes, mas brillantes y
durables, mas resistentes al sol, al uso y los lavados, de calidad consistente,
procesado mas rapido y de tonalidades exactas. EI monopolio en la produccién
mundial de colorantes que Alemania tuvo hasta 1913 termin6 con la Primera Guerra
Mundial y la industria florecié en otros paises. El continuo descubrimiento de
colorantes sintéticos con nuevas tonalidades, mejores caracteristicas y menor costo
que los naturales, acabd por desplazar a estos ultimos en la preferencia de los
usuarios y comerciantes, y ambas tendencias contindan hasta nuestros dias
(Dhuinnshleibhe, 2000).

Un colorante posee una estructura en anillo aromético acoplada con una cadena
lateral, estas estructuras de resonancia que causan desplazamiento o aparicion de
bandas de absorcion en el espectro visible de luz son responsables del color. La
sintesis de colorantes organicos requiere: Un cromdgeno incoloro que es la estructura
aromatica que contiene anillos de benceno, antraceno o naftaleno. Un grupo
cromoforo, que es un &tomo o radical portador del color y esta representado por los
siguientes radicales, los cuales forman la base para una clasificacion quimica de
colorantes cuando se acoplan con el cromogeno: azo (-N=N-), carbonilo (=C=0),
carbon (=C=C=, carbon-nitrégeno (>C=NH o —CH=N-), nitroso (-NO o N-OH), nitro
(-NO2 0 =NO-0OH) y sulfuro (>C=S y otros grupos carbdn-azufre). Un auxocromo es
un grupo de afinidad que imparte solubilidad y causa adherencia del colorante a la
fibra ayudando asi a la estructura cromdgeno-cromoforo. El auxocromo puede ser
basico como el amino (-NH,), los amino sustituidos (-NHR, -NRy) y el fenolico (-
OH), o acidos como el radical -COOH vy los radicales sulfonicos (-SO3zH) o sus
derivados. Estos auxocromos son importantes en la clasificacion de colorantes por su
uso (Diccionario enciclopédico Quillet, 1973).

Los colorantes son solubles en alguna etapa de su proceso de aplicacion y se
vuelven parte integral del material al que se aplica, aquéllos cuya solubilidad es poca
se denominan dispersos, mientras los pigmentos son insolubles (The New
Enciclopaedia Britanica, 1978).

Las lanas y sedas, a diferencia de las fibras vegetales, poseen una afinidad por
grupos acidos o bésicos que permite tefiirlas directamente con colorantes con estos
grupos. Esto se debe a su caracter anfotero conferido por su naturaleza protéica. Con

las fibras textiles como lino y algodon, hay que emplear colorantes que se fijan por



adsorcion o utilizar sustancias que fijan el colorante a la tela. La clasificacion de
colorantes por su uso comprende segun el World Bank Group (1998), los colorantes
de raydn de acetato, los &cidos, azoicos, basicos, directos, mordentes o crémicos, las
lacas o pigmentos, los azufrosos o sulfurosos y aquéllos a la cuba o tina. En el
Apéndice A se agregan algunos mas y se exponen los criterios de clasificacion.

El indice de Color (Color Index C.l.) publicado por la Society of Dyers and
Colourists del Reino Unido y la American Association of Textile Chemists and
Colorists (AATC) de los Estados Unidos de América, nombra cada colorante con un
namero que identifica el grupo quimico al que pertenece, seguido por su tipo y color

(Tabla 1), de esta manera es posible identificarlos individualmente.

Tabla I. Clases de colorantes sintéticos de acuerdo al indice de Color (C.1.).

Codigo  Clase Quimica Codigo  Clase Quimica
10,000  Nitroso 49,000 Tiazol

10,300  Nitro 49,400 Indamina/Indofenol
11,000 Monoazo 50,000 Azina

20,000 Disazo 51,000 Oxazina

30,000 Trisazo 52,000 Tiazina

35,000 Poliazo 53,000  Sulfuro

37,000 Azoico 55,000 Lactona

40,000  Stilbeno 56,000 Aminocetona
40,800 Carotenoide 57,000 Hidroxicetona
41,000 Difemilmetano 58,000 Antragquinona
42,000  Triarilmetano 73,000 Indigoide

45,000 Xanteno 74,000 Ftalocianina
46,000 Acridina 75,000 Natural

47,000 Quinolina 76,000 Base de Oxidacion
48,000 Metina 77,000 Inorganico

Asi, los colorantes pueden separarse en diferentes grupos quimicos en base a su
cromogeno, los mas ampliamente utilizados son los colorantes azoicos, que poseen el
grupo funcional -N=N-, le siguen en importancia los antraquindnicos que tienen un
anillo quinoide con grupos hidroxilo o amino, los diaril y triaril metano que derivan
del metano por sustitucién de los atomos de hidrégeno por anillos arilo, los
indigoides y tioindigoides que se obtienen por oxidacién de la anilina, los nitro que
tienen caracter acido y al menos un grupo —NO, unido a un anillo fendlico, los
nitrosos que poseen un grupo funcional -N=0 y luego los menos comunes como los

colorantes de acridina, los de quinona-imina, las ftalocianinas, los compuestos de



tetrazolium, los tiazdlicos y los colorantes derivados del xanteno. En el Apéndice B,
se enlistan las clases de los colorantes de acuerdo a su clasificacion quimica, se
agregan los precursores y formulas generales y se mencionan algunos ejemplos de
cada grupo (Stainsfile, 2005).

5.2.8 Mercado de colorantes.

Todos los colorantes y muchos pigmentos son compuestos organicos complejos
sintetizados principalmente a partir de compuestos quimicos de la industria
petroquimica y del alquitrdn mineral. Los pigmentos se emplean en pinturas,
barnices, tintas de impresion y plasticos, mientras los colorantes sintéticos
comerciales estan actualmente en uso en la industria textil, papelera, alimenticia, del
cuero y cosmética. En 1999 el valor del mercado de los colorantes, pigmentos y sus
intermediarios se estimé en 2.5 billones de ddlares. EI segmento del mismo,
correspondiente a colorantes y pigmentos representa una produccion de 3.3 millones
de toneladas. Asia es lider en la produccion de colorantes en términos de valor y
volumen con el 44% del mercado, seguido por Estados Unidos (24%) y Europa
(22%). Esto refleja la produccion de la industria textil, de la cual es lider Asia,
seguida de Estados Unidos, Latinoamérica y Europa Occidental. Estas posiciones
obedecen a estrategias comerciales benéficas para Estados Unidos, quien han
trasladado su produccién hacia México y Latinoameérica para tomar ventaja del
tratado NAFTA y para Europa que ha cambiado su produccién a Asia para tomar
ventaja de su tasa de crecimiento (Khan, 2003). China es la nacion productora mas
importante, totalizando 1.153 millones de toneladas para el 2006, principalmente
para la industria textil. Sus exportaciones de mas de 1,200 diferentes productos
representan mas del 20% del comercio mundial de los colorantes (RIC ICCL, 2007).

Considerando la produccién para 1997 a nivel mundial de colorantes que fue de
800,000 ton (Heinfling et al., 1998) y tomando en cuenta solamente el 4% que el
INEGI (1999) reporta para la industria textil y del cuero en México, es posible
calcular un total de 32,000 Ton de colorantes consumidas para ese afio. Tomando los
nameros para el 2006 y considerando los mismos porcentajes, el consumo se ha

multiplicado 44 veces.



5.2.9 Problematica de los colorantes en el mundo y México.

Los colorantes sintéticos sirven para dar color a fibras textiles y materiales
como papel, cuero, pieles, aceites, jabones, alimentos, cosméticos, militares,
fotogréficos, bioldgicos y algunos funcionan como indicadores de pH o tienen
propiedades medicinales.

Los grupos quimicos mas cominmente empleados en la industria son los azo,
los trifenilmetano y los polimérico/heterociclicos. Las dos principales fuentes de
liberacion de colorantes al ambiente son las industrias fabricantes y la textil (Nigam
et al., 1996).

Existen mas de 10,000 colorantes comerciales disponibles para la industria
textil (Robinson, et al., 2001), la cual consume grandes cantidades de agua y
quimicos durante el tefiido. En la tincion la molécula colorante se debe concentrar en
la superficie de la fibra y estar ligada por fuerzas ionicas, enlaces de hidrogeno,
fuerzas de van der Waals o enlaces covalentes y debido a que en general este proceso
tiene un bajo rendimiento, produce finalmente efluentes que contienen de un 10 a un
50% del colorante empleado, dependiendo del tipo y el 90% de la cantidad que llega
a los efluentes es descargado sin cambio a los rios. La tasa de generacion de aguas de
desecho varia de 1 a 700 I/kg de producto y se eleva para los colorantes de cubeta
hasta 8,000 I/kg de producto. Los solidos de desecho incluyen lodos de filtracion,
lodos del tratamiento de efluentes y del proceso y residuos de los contenedores
(Pierce, 1994).

Los colorantes sintéticos son xenobioticos por definicion y recalcitrantes por
demanda, ya que estan disefiados para ser resistentes a la luz, al agua y a agentes
oxidantes, por tanto son dificiles de degradar una vez que son liberados a los
sistemas acuaticos y la compleja estructura de sus croméforos frecuentemente los

hace toxicos (Michaels y Lewis, 1985).

Mundialmente hay una preocupacion creciente sobre la liberacién de colorantes
sintéticos al ambiente, la cual se refleja en la implementacidn de leyes, reglamentos y
normas a las que se deben ajustar las aguas de desecho (Aitken, 1993; Hao et al.,

2000; O’Neil et al., 1999) y en la formacioén de asociaciones internacionales de



industrias (Ecological and Toxicological Association of the Dyestuffs Manufacturing
Industry en 1974) para determinar normas de manejo seguro, riesgos ecoldgicos,
toxicidad y criterios de legislacion en materia de colorantes (O’Neil et al., 1999). Los
efluentes de la industria textil son complejos, ya que contienen mezclas de diferentes
grupos de colorantes, impurezas naturales extraidas de las fibras y otros productos,
como dispersantes, uniformantes, &cidos, &lcalis, sales y en ocasiones metales
pesados (Laing, 1991). En general, la presencia de un colorante es muy evidente aln
a muy bajas concentraciones, afecta la estética del paisaje (Nigam et al., 2000),
plantea un problema para la fotosintesis de algas y plantas acuaticas al impedir el
paso de la luz, hace que se eleven las demandas bioldgica (BOD) y quimica (DQO)
de oxigeno, causa un alta conductividad y cambios de pH hacia la alcalinidad (Banat
et al., 1996).

Los colorantes reactivos representan el 25% de la produccion total mundial y
los dispersos un 20% mientras que los de cubeta y directos tienen un mercado mas
reducido (Kahn, 2003). Los colorantes azo o dimida son los mas diversos y
numerosos, pues su estabilidad, variedad de tonalidades y colores vivos, son
preferidos por la industria, que utiliza cientos de estas estructuras que no existen en
la naturaleza. Se ha estimado que aproximadamente el 75% de los colorantes
descargados por la industria textil de la Europa Occidental pertenecen a los de tipo
azo en alguno de los grupos: reactivos (~36%), acidos (~25%) y directos (~15%)
(Dllgaard et al., 1998). El grupo cromdforo de estos colorantes puede ser degradado
por enzimas azoreductasas bacterianas en ambientes de baja tension de oxigeno
generandose aminas aromaticas toxicas y aun carcinogénicas (Chung y Cerniglia
1992; McCann y Ames, 1975) en sedimentos (Weber y Wolfe, 1987) o los intestinos
(Chung et al., 1978). Los tratamientos convencionales de los efluentes para remover
los pigmentos emplean métodos fisicos (como adsorcién, filtracion, intercambio
ionico, irradiacion, coagulacion) y quimicos (procesos oxidativos, reacciones Fenton,
ozonacion, fotoquimica, hipoclorito de sodio, destruccion electroquimica,
transformacion quimica, incineracion) (Tabla Il) los cuales frecuentemente son
costosos, complicados e ineficientes (Moreira et al., 2000; Garg y Modi, 1999) y
aungue los colorantes son removidos, se crea un nuevo problema, el de eliminacion
del concentrado residual (Robinson et. al., 2001). Los procesos biolégicos (adsorcion
a biomasa, sistemas bacterianos aerébicos/anaerdbicos, hongos de la podredumbre

blanca) proporcionan una alternativa a esta tecnologia debido a que son mas



efectivos, de menor costo, ambientalmente amigables y producen menores cantidades
de aguas residuales (Azmi et al., 1998). Ademaés, especificamente los sistemas
modificadores de lignina de los hongos de la podredumbre blanca son oxidativos
(Kirk y Farrel, 1987) y evitan la formacion de aminas toxicas en la degradacion de
colorantes azo, ya que son capaces de romper el doble enlace del grupo y liberar
nitrégeno molecular por un mecanismo que implica mediadores redox (Chivicula y
Renganathan, 1995).

Tabla Il. Métodos fisico-quimicos disponibles para el tratamiento de agua de

desecho colorida, sus ventajas y desventajas (Resumidas de Robinson et al.,

2001).

Métodos

Ventajas

Desventajas

Reactivo Fenton

Decoloracion efectiva de
colorantes solubles e
insolubles

Generacion de aguas
residuales (sludge)

Ozonacion Aplicacion en forma Vida media breve (20 min)
gaseosa, no altera el
volumen
Fotoquimica Coproduce aguas residuales | Se producen sub-productos
NaOClI Inicia y acelera la ruptura Liberacion de aminas

del enlace azo

aromaticas

Carbén activado

Remocion efectiva de un
numero amplio de
colorantes

Muy costoso

Turba Buen absorbente debido a la | Area superficial especifica
estructura celular inferior a la del carbon
activado
Filtrado por Remueve todos los tipos de | Muy costoso y genera lodos
membrana colorantes muy concentrados

Intercambio idnico

Hay regeneracion del
adsorbente el cual no se
pierde

No es efectivo para todos los
tipos de colorantes

Irradiacion Oxidacion efectiva a escala | Requiere gran cantidad de
de laboratorio oxigeno disuelto
Silica gel Efectivo para remover La aplicacion comercial
colorantes basicos detenida por la existencia de
reacciones secundarias
Coagulacién Econdmicamente viable Gran generacion de lodos

electrocinética

Astillas de madera

Buena capacidad de
adsorcion de colorantes
acidos

Requiere tiempos largos de
retencion

Destruccion
electroquimica

Los compuestos que se
generan no son peligrosos

Alto consumo de electricidad




Se calcula que la descarga anual mundial de colorantes hacia cuerpos de agua
debida a procesos de tefiido industrial es de 30 a 150 mil toneladas de colorantes
(Vanhulle et al., 2008). Si consideramos conservadoramente los nimeros para 1999,
el consumo de las industrias textil y del cuero en México fue de 32,000 ton y si entre
un 10 a 15% de ellas se perdi6 por la ineficiencia del proceso de tefiido (Pointing,
2001; 2-50% segin McMullan et al., 2001) un total de hasta 4,800 ton de colorantes
llegaron al desaglie de estas compafiias en ese afio y probablemente llegaron
directamente a nuestros rios. En ocasiones el tratamiento de los efluentes remueve
solo el 10 % de la carga y los colorantes (sobre todo los reactivos) pueden
permanecer en el ambiente hasta 46 afos (Hao et al., 2000), lo cual representa un
riesgo acumulativo para la salud en ciudades donde se concentran estas industrias en

nuestro pais.

5.2.10 La estructura de los colorantes y el proceso de decoloracion.

Los estudios de decoloracién con hongos ligninoliticos y sus enzimas han
demostrado que la efectividad del proceso depende de la estructura y complejidad de
cada colorante asi como de las enzimas implicadas (Kim et al., 1995). Los estudios
iniciales indicaron que pequefas diferencias estructurales podian afectar fuertemente
la decoloracién y los investigadores atribuyeron estas diferencias, a la distribucion
electronica, la densidad de carga y probablemente a factores estéricos (Knapp et al.,
1995). Estudios sobre la degradacion de colorantes azo (Chivikula y Renganathan,
1995; Pasti-Grigsby et al., 1992) permitieron concluir que los sustituyentes en los
anillos de benceno afectan la capacidad decolorante y que los grupos amino e
hidroxilo hacen maés susceptibles a un colorante al ataque. La confirmacién
experimental de este efecto para los colorantes triarilmetano, antraquindénico e
indigoide (Abadula et al., 2000) ha llevado a sugerir la sustitucién en el mercado de
aquellos colorantes mas recalcitrantes, por colorantes “ecologicos” (“green dyes”),
que al tener este tipo de sustituyentes en sus estructuras resultarian bioaccesibles a
los hongos ligninoliticos utilizados en procesos bioldgicos de tratamiento de
efluentes textiles (Martins et al., 2003). Incluso se ha propuesto que un analisis de

regresion basado en descriptores estructurales y que utiliza la técnica de



discriminantes, podria ayudar en el disefio de nuevos colorantes azo mas susceptibles

a biodegradacion (Suzuki et al., 2001).

5.2.11 Mediadores

La lacasa posee un potencial redox inferior a las peroxidasas (0.5 a 0.8 vs 1
V), que limita su capacidad de oxidar sustratos no fendlicos. Sin embargo, su
actividad sobre estos y otros sustratos, puede extenderse utilizando un mediador, lo
que las capacita para ser utilizadas en procesos industriales tales como la
deslignificacion de la pulpa de papel, la remediacion de efluentes contaminados con
PAHSs o pesticidas y la sintesis organica (Li et al., 1999; d”Acunzo et al., 2002). Los
mediadores fueron descritos por primera vez por Bourbonais y Paice (1990). Son
moléculas de estructura diferente a la enzima, de bajo peso molecular, que despues
de ser oxidadas difunden alejandose del sitio activo para oxidar sustratos que por su
gran tamafo o alto potencial redox la enzima no puede atacar directamente. La forma
oxidada del mediador puede oxidar al sustrato sustrayéndole un electrén o un atomo
de hidrogeno, dependiendo de la propension a reaccionar de este ultimo. Los
sistemas de lacasa con los mediadores 1-hidroxibenzotriazol, N-hidroxiftalimida y
acido violdrico utilizan la ruta de transferencia de electrén mientras aquél con la sal
de amonio del acido 2,2"-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico) o ABTS, emplea
la ruta del atomo de hidrogeno (Baiocco et al., 2002). Al igual que la concentracion
de enzima determina la velocidad de la reaccion pero no el nivel final (Claus et al.,
2002), la presencia del mediador aumenta el rango de sustratos susceptibles al ataque
y la velocidad de la reaccion, pero tampoco afecta el nivel final. La efectividad del
sistema dependera de una alta afinidad (Km) y un elevado nimero de recambio
(Kcat) de la enzima hacia el mediador, que este posea un potencial redox adecuado
ademas de buena reversibilidad (Cho et al.,, 2004) y que la enzima resista la
inactivacion debida a la presencia del radical libre mediador, el cual afecta a los

aminodacidos aromaticos como el triptofano y la tirosina (Li et al., 1999).



5.2.12 Antecedentes de la aplicacion de los HPB en proceso de decoloracion

En los primeros estudios de biorremediacion de aguas coloridas, los hongos
ligninoliticos fueron utilizados para tratar efluentes de industrias papeleras (Eaton et
al., 1980; Marton et al., 1969). La busqueda de modelos de lignina para estudiar el
proceso de su degradacion enzimatica por los SML, llevd a la utilizacion de
colorantes poliméricos y de algunos otros grupos quimicos con este fin (Baldrian,
2004; Field et al., 1993; Glenn y Gold, 1983; Gold et al., 1988; Platt et al., 1985).
Las ventajas de usarlos como indicadores de lignindlisis y degradacion de
compuestos aromaticos son la sencillez de la metodologia, el bajo costo del colorante
y la rapidez y reproducibilidad de los resultados (Tekere, 2001), ademas que son
solubles en agua, exhiben baja toxicidad y se puede medir su concentracion
facilmente por espectrofotometria (Hatvani y Mécs, 2002). Por estas razones se
siguen utilizando para el diagnéstico del tipo de podredumbre, estimar rapidamente
las capacidades de degradacion o estudiar los mecanismos de degradacion utilizados
por hongos (Cookson, 1995).

A finales de los 1960°s la posibilidad de utilizar hongos ligninoliticos para la
decoloracion de efluentes coloridos desperto el interés cientifico. Pero fue hasta 1983
que Glenn y Gold probaron su capacidad decolorante con éxito y se inicio una linea
de investigacion, dedicada al estudio de estos hongos para la bioremediacion de
efluentes de industrias que utilizan o fabrican colorantes. Al demostrarse la
capacidad decolorante de Phanerochaete chrysosporium (Pch) los estudios se
centraron en un namero reducido de cepas de esta especie que se estableci6 como
referencia para comparar mecanismos y capacidades de otros aislados de hongos de
la podredumbre blanca (Pointing et al., 2000; Fu y Viraraghavan, 2001; Pointing,
2001).

Glenn y Gold (1983), en los primeros estudios con P. chrysosporium (Pch)
demostraron que los colorantes poliméricos (Poly B-411, R-481 y Y-606) podian ser
decolorados por sus cultivos y que los inhibidores de la lignindlisis también inhibian
la decoloracién. En 1990 se reportd por vez primera la decoloracién de colorantes
azo sulfonados por Pch (Cripps et al., 1990). Para 1998 Pch ya habia sido ensayado

para la decoloracion de colorantes azo (Reddy, 1995), antraquindnicos,



heterociclicos, trifenilmetano, de fluoresceina y poliméricos (Gogna et al., 1992;
Ollikka et al., 1993; Paszczynski et al., 1991; Paszczynski et al., 1992; Spadaro et
al., 1992).

Panerochaete chrysosporium (Pch), T. versicolor y Bjerkandera sp. se han
probado con colorantes azo: Amaranto, Tropaeolin O, Remazol Black B, Naranja
Brillante de Remazol 3R; antraquindnicos: Remazol Azul Brillante R; ftalocianinas:
Azul 15 Reactivo y sus mezclas (Swamy y Ramsay, 1999). Pch con poliméricos:
Poly-R 478 y trifenil metano: Cristal Violeta (Moldes et al., 2003); con ftalocianina:
Remazol Turquoise Blue G133, Azul Turquesa de Everzol y Azul Heligon S4
(Conneely et al., 2000); con indigoide: indigo Carmin (Podgornik et al., 2001); con
fluoresceina: Rosa de Bengala (Gogna et al., 1992). Pch y Pleurotus sajorcaju con
azo: Amaranto, New Coccine, Naranja G y Tartrazina (Pereira-Chagas y Durrant,
2001); T. versicolor con colorantes azo: Amaranto, Tropaolin O, Azul Reactivo 15,
Rojo Congo, Negro Reactivo 5, Amarillo Brillante de Cibacron 3B-A vy
antraquinona: RBBR (Ramsay y Nguyen, 2002); también con industriales: Amarillo
Dorado Reactivo R, Rojo Procion, Violeta Reactivo 5, Azul Reactivo 28, Rojo
Ponceau 4R, Negro Reactivo 5, Rojo Reactivo 152 y Azul Novaltico BC S/D
(Kehaira y Madamwar, 2002); con reactivos: RBBR, Negro de Remazol B, Naranja
Reactivo 122, Rojo Reactivo 251(Peralta-Zamora et al., 2003). T. (Coriolus)
versicolor, F. trogii, P. sajorcaju y Pch con los azo: Naranja Il, trarilmetano: ABF,
antraquinona: RBBR vy el aromatico heterociclico: Azul de Metileno (Yesilada y
Ozcan, 1998). T. versicolor y Bjerkandera adusta con azos: Violeta Reactivo 5,
Negro Reactivo 5, Naranja Reactivo 96 y ftalocianinas: Azul Reactivo 15 y Azul
Reactivo 38 (Heinfling et al., 1997). T. (Coriolus) versicolor, F. trogii, Laetiporus
sulphureus y Pch con trifenilmetano: Cristal Violeta (Yesilada, 1995). B. adusta y P.
eryngii con ftalocianina: Azul Reactivo 38 y azo: Azul Reactivo 15, Violeta Reactivo
5, Negro Reactivo 5, Naranja Reactivo 96, Rojo Reactivo 198 (Heinfling et al.,
1998). T. modesta, T. hirsuta, T. versicolor y Sclerotoium rolfsii sobre grupos azo,
trifenilmetano, indigoide y antraquinénico (Nyanhongo et al., 2002). B. adusta y
Phlebia tremellosa con los comerciales: Amarillo Cibacron C-2r, Rojo Cibacron C-
2G, Azul Cibacron C-R, Negro de Remazol B y Rojo de Remazol RB (Robinson et
al., 2001). Trametes (Funalia) trogii con Xylidina, Verde Malaquita, Azul de
Antraquinona, Poly R-478, Azure B, Indigo Carmin, RBBR (Trupkin et al., 2003).

Trametes hirsuta y S. rolfsii con el Indigoide: indigo (Campos et al., 2001).



Pycnoporus sanguineus con los azo: Naranja G y Amaranto y los trifenilmetano:
Azul de Bromofenol y Verde Malaquita (Pointing y Vrijmoed, 2000) y el disazo:
Azul Cielo Chicago (Schliephake, et al., 2000). Fomes lividus con Naranja G, Negro
Amido 10B, Rojo Congo (Selvam et al., 2003). Pleurotus ostreatus con el
antraquinonico RBBR (Vyas y Molitoris, 1995); con este colorante (RBBR) vy el
trifenilmetano: CV (Shin et al., 1997). P. ostreatus e Irpex lacteus en placa con azo,
diazo, antraquinona, heterociclico, trifenilmetano, ftalocianina (Novotny et al.,
2001). P. pulmonarius con Negro Amido, Rojo Congo, Azul de Tripano, Verde de
Metilo, RBBR, Violeta de Metilo, Violeta de Etilo, Azul Brillante de Cresilo, Azul
de Metileno y Poly R-478 (Tychanowicz et al., 2004). Lentinus edodes con Poly R-
478, RBBR y OIl (Havatni y Mécs, 2002); Daedalea quercina, con Azul Cielo
Chicago, RBBR, Poly-R B-411, Azul de Tripano y Azul Reactivo 2 (Baldrian, 2004).
Para un resumen de lo anterior, ver el Apéndice D.

Para muchas otras especies se ha comprobado su capacidad decolorante en
laboratorio, pero aun es escaso el nimero de cepas a las que se ha caracterizado sus
enzimas o0 que se han probado con efluentes coloridos segin se puede apreciar en
diferentes revisiones del tema (Hao et al., 2000; Fu y Viraraghavan, 2001). En estas
revisiones se destacan cepas que en laboratorio han alcanzado 100 % de pérdida de
color, dependiendo de la composicion del medio, tipo de colorante y concentracion,
pH, oxigenacidn y agitacion, temperatura o presencia de iones metalicos. Entre las
especies mas estudiadas destaca Phanerochaete chrysosporium en primer sitio
(Kirby et al., 1995; Swamy y Ramsay, 1999), con Coriolus (Trametes) versicolor
(Heinfling et al.,, 1997; Ramsay y Nguyen, 2002; Swamy y Ramsay, 1999),
Berkjandera adusta (Heinfling et al., 1997, 1998), Pleurotus ostreatus (Rodriguez et
al., 1999; Vyas y Molitoris, 1995) y otras especies de Pleurotus (P. eryngii,
Heinfling et al., 1997; P. sajorcaju, Pereira-Chagas y Durrant, 2001), Lentinus
edodes (Hatvani y Mécs, 2002) y Phlebia (McMullan et al., 2001) en segundo y
muchas otras con menor cantidad de estudios, entre ellas Trametes hispida
(Rodriguez et al., 1999), Trametes hirsuta (Jarosz-Wilkolazka et al., 2002), Trametes
(Funalia) trogii (Trupkin et al., 2003) Irpex lacteus (Kasinath et al., 2003),
Telephora sp (Selvam et al., 2003) y Pycnoporus cinnabarinus (Schliephake y
Lonergan, 1993).

Chivikula y Renganathan (1995), trabajando con colorantes azo fendlicos y

una lacasa comercial de P. oryzae encontraron que la decoloracién ocurre sin la



ruptura directa del enlace azo o la formacion de aminas aromaéticas, a traves de un
mecanismo inespecifico que implica radicales libres, resultando en una disminucion
de la toxicidad del colorante por oxidacion. Su conclusion fue que el mecanismo de
degradacion de estos colorantes es similar en lacasas que en peroxidasas.

Kirby et al. (1995), estudiaron la decoloracion de 9 colorantes azo sintéticos
en presencia y ausencia de glucosa como fuente de carbono y utilizaron una mezcla
de los colorantes para simular un efluente textil, al cual decolor6 Pch después de 7
dias.

Vyas y Molitoris (1995), al utilizar el colorante RBBR como indicador de
actividad ligninolitica encontraron en el curso de la decoloracién por Pleurotus
ostreatus en sustrato solido, una actividad enzimatica dependiente de perdxido en
cultivos de 14 a 20 d, diferente a las actividades MnP, MnP independiente y fenol
oxidasa. La llamaron RBBR-oxigenasa dependiente de perdxido

Yesilada (1995), logré porcentajes de decoloracion del colorante Cristal
Violeta de 92, 82, 86 y 62% con cultivos de 3 d de C. versicolor, Funalia trogii,
Laetiporus sulphureus y P. chrysosporiu, respectivamente.

Shin et al. (1997), encontraron una alta afinidad de la peroxidasa de P.
ostreatus por los colorantes RBBR y CV.

Heinfling et al. (1997), mostraron que de 18 cepas fungicas en las cuales
probaron su potencial para decolorar colorantes textiles reactivos comerciales,
solamente Bjerkandera adusta, T. versicolor y P. chrysosporium fueron capaces de
decolorar todos los colorantes.

Heinfling et al. (1998), investigaron la transformacién de 6 colorantes
industriales tipo azo y ftalocianina por Bjerkandera adusta y Phanerochaete
chrysosporium y encontraron poca o0 ninguna oxidacion por la MnP o el complejo
lactato-Mn*? de este Gltimo. La baja actividad de la LiP del primero se increment6
hasta 100 veces por la adicion de alcohol veratrilico. Sefialaron la existencia de una
peroxidasa Mn®* independiente que degradé los colorantes, producida por B. adusta
y Pleurotus eryngi y cuya actividad no se afect6 por adicion de alcohol veratrilico.

Swamy y Ramsay (1999), evaluaron la habilidad decolorante de cinco hongos
de la podredumbre blanca (P. chrysosporium, T. versicolor, Trametes hirsuta,
Bjerkandera sp. y Pleurotus ostreatus) sobre seis colorantes: 3 azo (50 ppm
Amaranto, 20 ppm Tropaeolin O, 60 ppm Naranja de Remazol), 1 disazo (60 ppm
Negro de Remazol B), 1 antraquindnico (40 ppm RBBR) y 1 ftalocianina (20 ppm



Azul Reactivo). Modificando amortiguadores y condiciones de agitacion, ensayaron
los colorantes en forma individual, en mezclas de colorantes y con adiciones
repetidas. De las 5 especies de la podredumbre blanca probadas en su actividad
decolorante, Bjerkandera sp. BOS55, P. chrysosporium y T. versicolor mostraron la
mayor actividad, pero T. versicolor decolor6 la mayor parte de los colorantes en
forma mas répida que los otros hongos en amortiguador de &cido
2,2 dimetilsuccinico.

Abadulla et al. (2000), probaron la lacasa de Trametes hirsuta en forma
purificada libre e inmovilizada para degradar 7 colorantes de diferente estructura,
teniendo éxito en cuanto la disminucion de nivel de toxicidad y eliminacion de
coloracion. Concluyeron que el tiempo y susceptibilidad a la degradacion dependian
de la estructura y que la presencia de LiP o MnP en combinacion con la lacasa
incrementaba en un 25% la capacidad decolorante. Ademas encontraron que los
agentes quelantes y detergentes disminuian la actividad enzimatica de un 20 a un

70% dependiendo de la especie que producia la enzima.

Kirby et al. (2000), decoloraron ocho colorantes textiles sintéticos a
concentraciones de 200 ppm con Phlebia tremellosa en mas de un 96% en 14 d en
cultivos estacionarios. La actividad lacasa se detect6 a partir del dia 5 para llegar al
14° dia a 15 UI"". Colorantes como el Negro de Remazol B aunque decolorados, no
fueron mineralizados en su totalidad.

Moreira et al. (2000), probaron 7 cepas fangicas productoras de MnP con tres
colorantes sintéticos de estructura diferente, logrando decolorarlos Phanerochaete
sordida, Bjerkandera sp. BOS55, Phlebia radiata y Phanerochaete chrysosporium.
En ninguna cepa detectaron LiP y actividad Lac solamente en P. radiata. Promedio
de la velocidad de decoloracion de 0.2 A Absorbancia/d.

Robinson et al. (2002 a, b), exploraron la capacidad de adsorcion de
subproductos agricolas sobre un efluente artificial formado por 5 colorantes a
concentraciones de 10 a 200 ppm, encontrando que la cascarilla de cebada fué mejor
(92% decoloracién en 48 h) que el olote (2002 a) y el bagazo de manzana superior a
la paja de trigo (2002 b). Mientras Gandolfi et al. (2004), en cultivos de Lentinula
(Lentinus) edodes en fase sdlida sobre olote, lograron una decoloracion total a 200

ppm de los colorantes Amido Black, Rojo Congo, Azul de Tripano, Verde de Metilo,



RBBR, Violeta de Metilo, Violeta de Etilo y Poly R-478 a los 18 dias, atribuyendo la
capacidad decolorante a la actividad MnP.

Novotny et al. (2001), evaluaron en Poly R-478 y RBBR, 103 hongos
aislados de bosques en la Republica Checa y de ellos probaron a Irpex lacteus y
Pleurotus ostreatus para degradar seis grupos de colorantes: azo, diazo,
antraquinona, heterociclico, trifenilmetano y ftalocianina en placa a los cuales ambos
decoloraron. 1. lacteus en cultivos liquidos de 14 dias decoloré a RBBR 93%, ABF
100%, ftalocianina de cobre 98%, Rojo de Metilo 56%, Rojo Congo 58% y un
derrame en suelo estéril de RBBR lo degradd en un 77% en 6 semanas.

Podgornik et al. (2001), utilizaron el colorante indigo Carmin para entender
el mecanismo de su decoloracién por la MnP y LiP de P. chrysosporium, encontraron
una mayor velocidad de decoloracion con MnP, pero al mismo tiempo, ademas del
color final amarillo producto de la actividad de la LiP o la MnP, observaron la
aparicion de un color rojo con la actividad MnP. Atribuyeron este color a la
formacion de un producto de condensacion por la MnP.

Soares et al. (2001), estudiaron la decoloracion del RBBR como
representante de los colorantes antraquinonicos por un formulado a base de lacasa
comercial (CLF), un mediador redox y un surfactante no iénico. Compararon el
formulado contra la lacasa individual y reportaron como diferencia, solamente una
mayor estabilidad de la enzima en el formulado, manteniéndose inalterados los
perfiles de pH y temperatura. Extraflamente encontraron que la lacasa por si sola no
decolora al RBBR. Al combinar el formulado comercial con el mediador HBT
lograron la decoloracion total del RBBR concluyendo por ello que la combinacion
puede ser adecuada para el tratamiento de efluentes con colorantes antraquindnicos.

Pereira-Chagas y Durrant (2001), ensayaron Pch y Pleurotus sajorcaju en la
decoloracion de 4 colorantes azo empleados en alimentos. Encontrando que el
primero decolora en 100 % el Amaranto, New coccine y el Naranja G, pero solo un
60% la Tartrazina. Las enzimas implicadas fueron la MnP y la B-Glucosidasa. En el
caso de P. sajorcaju decoloré los 2 pigmentos en un 100 %, el tercero en un 50% y el
tartrazine en un 20% con la lacasa y la Glucosa 1-oxidasa como enzimas implicadas.

Robinson et al. (2001), ensayaron la capacidad de decoloracion de 4 hongos
de la podredumbre blanca sobre 5 colorantes. Dos cepas, Bjerlandera adusta y
Phlebia tremellosa, demostraron ser mejores que Pleurotus ostratus y Coriolus

versicolor sobre la mezcla de colorantes Amarillo de Cibacron C-2R, Rojo de



Cibacron C-2G, Azul de Cibacron C-R, Negro de Remazol B y Rojo de Remazol
RB. Ademas sefialaron que una alta concentracion de nitrogeno en el medio de
cultivo aumentd la produccion enzimética pero solo ligeramente la degradacion.

Balan y Monteiro (2001), con cultivos de 4 dias de Phellinus gilvus,
Pleurotus sajor-caju, Pycnoporus sanguineus y P. chrysosporium obtuvieron
porcentajes de decoloracion del 100, 94, 91 y 75 respectivamente sobre el colorante
indigo y aislaron por cromatografia en capa fina, un metabolito con Rf =60 producto
de la degradacion del colorante.

Campos et al. (2001), utilizaron lacasas purificadas de Trametes hirsuta y
Sclerotium rolfsii para degradar el colorante textil indigo. Basados en el consumo de
oxigeno propusieron un mecanismo de ataque que inicia con una abstraccion de 4
electrones por la enzima para a través del isatin, llegar finalmente a acido antranilico
(2-aminobenzoico). La lacasa de S. rolfsii en presencia de acetosiringona como
mediador incrementd en un 30% la velocidad de oxidacion del indigo.

Hatvani y Mécs (2002), postularon que como varios colorantes con 1 0 mas
anillos aromaticos tienen estructuras similares a los xenobidticos aromaticos, se les
puede utilizar para investigar la capacidad degradadora de los organismos vy
establecer modelos de degradacion. Ensayaron Lentinus edodes sobre Poly R-478,
RBBR y Oll a los cuales decoloré por medio de lacasa y MnP, viéndose afectada su
actividad por la concentracion de Mn y la disponibilidad de nitrogeno en el medio.

Nyanhongo et al. (2002), compararon la habilidad decolorante de cuatro
hongos ligninoliticos productores de lacasa (Trametes modesta, T. hirsuta, T.
versicolor y Sclerotium rolfsi) sobre 8 colorantes de los grupos azo, triarilmetano,
indigoide y antraquinonico. Reportando a T. modesta como el mas eficiente, bajo
condiciones acidas y que la eficiencia se incrementd al ascender la temperatura de
50-60°C y en presencia de los mediadores 1-hidroxibenzotriazol y 2-
metoxibenzotiazina.

Jarosz-Wilkolazka et al. (2002), hicieron ensayos de decoloracién con 115
hongos de coleccion sobre dos colorantes, el colorante monoazo Rojo Acido 183, al
cual 16 cepas lo degradaron en 21 dias y el colorante antraquindnico Azul Béasico 22
que 69 lo degradaron en 5-14 dias. Resaltaron la necesidad de agitacion para que
ocurra la degradacion y la importancia de cepas con mejor potencial tecnolégico en
la degradacion de colorantes que aquéllas méas ensayadas (P. chrysosporium, T

versicolor y B. adusta). Aunque los hongos de la pudricion blanca fueron mas



répidos, algunos de la pudricion café y mohos mitospdricos fueron muy efectivos en
la decoloracion, ademas de una levadura y 2 basidiomicetos degradadores de
mantillo.

Hatvani y Mecs (2002), estudiando Lentinus edodes encontraron que los
metales pesados inhibieron la decoloracion del Poly-R 478 y la produccion de MnP,
pero (exceptuando el hierro) incrementaron la actividad lacasa.

Mielgo et al. (2003), optimizaron el proceso de decoloracion de un sistema
basado en MnP (versatil) de Bjerkandera sp. BOS 55 para colorantes azo,
alcanzando una decoloracién mayor al 90% para concentaciones de Naranja Il de
hasta 1500 ppm en 10 min, con una capacidad oxidativa de 10 mg de colorante
degradado por unidad de MnP. Concluyen que el principal factor en el proceso es la
adicién continua de peroxido a flujo controlado y que en este caso particular no se
requirié la presencia de un 4cido orgéanico quelante, posiblemente porque el Mn*? fue
quelado por el colorante.

Harazono et al. (2003), investigaron la decoloracion del colorante azo Rojo
Reactivo 120 por P. sordida obteniendo un 90.6% de decoloracion a los 7 dias con
una concentracion inicial de 200 ppm. La actividad responsable detectada fue MnP la
cual infirieron que fue promovida por hidroperdéxido formado por la descomposicion
del malonato o a partir de peroxidacion de lipidos.

Selvam et al. (2003), reportaron una mejor eficiencia decolorante para el
hongo Thelephora sp. sobre los colorantes Naranja G (33% en 9 d), Rojo Congo
(97.1% en 8 h) y Negro Amido 10B (98.8% en 24 h) que la reportada para B. adusta
y P. chrysosporium. Al tratar un efluente industrial encontraron que un tratamiento
en lote (batch) fue mas efectivo que en continuo por un 11%.

Yesilada et al. (2003), lograron decolorar en 24 h mas del 75% de los
colorantes probados, utilizando esferas fungicas en lote alimentado. Comprobaron
que la decoloracion no se debié a adsorcion y se mantuvo efectiva por 10 dias a
concentraciones de 264 ppm del colorante Astrazone Azul, al afiadir suero de queso a
cultivos de Funalia trogii.

Lopez et al. (2004), emplearon un reactor enzimatico agitado provisto de una
membrana de ultrafiltracion, logrando una decoloracion del 85% con minima
desactivacion enzimatica después de 18 dias y una eficiencia de 42.5 mg de colorante

azo Oll por unidad de MnP consumida.



Zille et al. (2005), estudiaron la degradacion del colorante azo naranja de
metilo por la lacasa de Trametes villosa y el acople entre sus aminas aromaticas y el
catecol en presencia y ausencia del mediador 1-hidroxibenzotriazol (HBT) para su
remocion fisica de efluentes. Ellos encontraron una mayor velocidad de reaccion con
la enzima libre que inmovilizada y que la eficiencia catalitica aumentd
considerablemente con el mediador HBT. Los autores concluyeron que es posible la
remocion fisica de aminas arométicas mediante el acople mediado por lacasa con
catecol de estos contaminantes y el monitoreo en linea de la actividad enzimatica de
la enzima inmovilizada sobre macro-electrodos.

Levin et al. (2005), estudiaron los efectos de la composicion del medio sobre
la produccion de Lac, MnP y GLOX por Trametes trogii (MYA 28-11) y
determinaron que el cobre posee la mayor influencia en el incremento de la
produccién enzimatica extracelular, que alcanzé 45.32 U/ml Lac, 214.5 mU/ml MnP
y 116 mU/ml GLOX. Estos valores coincidieron con la méaxima capacidad
decolorante sobre los colorantes Ponceau 2R (un derivado de la Xilidina), Verde
Malaquita y Azul de Antraquinona a velocidades de 2.14 pg, 1.35ug y 3 mg
colorante/ml*h), respectivamente. Sus resultados sugieren una mayor participacion
de la lacasa en la degradacion de Xilidina y de la MnP en la decoloracion de Verde
Malaquita.

Machado et al. (2006), decoloraron con Trametes villosa y Pycnoporus
sanguineus 28 colorantes reactivos textiles utilizados en la manufactura de algodon.
P. sanguineus solamente logro decolorar nueve. En un efluente artificial obtenido de
la mezcla de 10 colorantes se obtuvo una mayor decoloracion cuando se utilizé un
co-cultivo de ambos hongos.

Kariminiaae-Hamedaani et al. (2007), lograron de un 84.9-99.6% de
decoloracion en 14 dias con el HPB L-25 sobre 12 diferentes colorantes azo y
antraquinonicos a 40 ppm, atribuyendo el efecto a la actividad de la MnP.

Erkurt et al. (2007), en su estudio de decoloracion en condiciones estaticas (a
30°C y pH 5) del Azul Real Brillante de Remazol y el Azul de Drimareno CL-BR
con Pleurotus ostreatus, Coriolus versicolor y Funalia trogii obtuvieron el maximo
efecto con F. trogii y el minimo con P. ostreatus, atribuyendo el efecto sélo a la
actividad lacasa. Mientras para el segundo ambos colorantes resultaron toxicos, para

el primero s6lo lo fue el Azul de Drimareno arriba de 60 ppm.



Sathiya et al. (2007), ensayaron Trametes hirsuta y Pleurotus florida para
decolorar hasta 75 ppm de los colorantes reactivos textiles Azul CA, Negro B133 y
Violeta de Corazol SR. Obtuvieron al 5° dia el mayor grado de decoloracion sobre el
azul y el violeta, lo cual atribuyeron a la actividad lacasa. P. florida tuvo mejor
desempefio decolorante que Trametes hirsuta sobre un efluente real al cultivarlo con
glucosa al 2%.

Gomaa et al. (2008), investigaron la habilidad de P. chrysosporium para
decolorar 14 colorantes textiles sintéticos. EI hongo decoloré 6 de ellos con una
eficiencia entre el 14 y el 52 % y el ataque fue inespecifico. Sus ensayos posteriores
con el colorante Azul Victoria B sugirieron que en su decoloracion existio la
participacion de una lacasa y/o una oxigenasa/oxidasa y un factor no enzimatico
termoestable.

Actualmente, ademas del proceso de decoloracion, se considera si la
biotransformacion del colorante disminuye su toxicidad, la limitante es que no se
tiene un método estandar, por lo que los resultados no son comparables. Por ejemplo,
se han utilizado ensayos con hongos susceptibles, como Phanerochaete
chysosporium al Verde Malaquita (Mouso et al., 2007); ensayos de inhibicion del
crecimiento de Lemna minor (Eichlerova et al., 2007); con sistemas modelo
microbianos (Chhabra et al., 2008); con células epiteliales de intestino humano
Caco-2 y ensayos VITOTOX® (Vanhulle et al., 2007).

Mientras la mayoria de las evaluaciones han sido en cultivos sumergidos,
también ha sido exitosa la decoloracion por cultivos inmovilizados en diferentes
soportes, como poliuretano, piedra, particulas de madera, tejido de yute y espuma de
poliuretano (Kapdan et al., 2000; Ramsay et al., 2005; Shin et al., 2002; Yang y Yu,
1996).

Aunque se continda tratando de optimizar las condiciones de cultivo
sumergido en algunas cepas, la fermentacion en sustrato sélido se ha postulado como
la mejor alternativa cuando se trata de biorremediacion de efluentes con colorantes.
Asgher et al. (2008), tratando de optimizar el proceso decolorante, modificaron las
condiciones de cultivo de Schizophyllum commune IBL-06 creciéndolo en un medio
a base de sales hasta obtener una decoloracion completa del colorante textil directo
Amarillo Dorado Solar a los 2 dias de incubacion. Encontraron como enzima
principal del proceso la MnP, aunque también reportaron Lac y LiP. Rodriguez

Couto (2007), registré una alta produccién de lacasa en fermentacion en sustrato



solido para Trametes hirsuta creciéndolo en cortes de papel (7695 U/L al dia 9) y
reportd una capacidad decolorante de preparaciones crudas a valores alcalinos sobre
indigo Carmin y Verde B de Lissamina.

Repetidamente se ha encontrado que existen hongos con mejor capacidad
decolorante que el hongo modelo P. chrysosporium (Chandler et al., 2004) y su tipo
de sistema ligninolitico basado en LiP. Knapp et al. (1995), reportaron que algunos
HPB son decolorantes superiores a Pch respecto al rango de sustratos degradados y
la velocidad de decoloracion.

Dey (1994), en su estudio sobre la capacidad de decolorar pigmentos del
hongo de la pudricién café Polyporus ostreiformis, encontré que de las 2 enzimas
que produce, LiP y MnP, la ultima le confiere mayor habilidad para decolorar
pigmentos que la reportada para Pch. Reporto 99 % de degradacion en 9 dias para el
colorante azo Rojo Congo y 77.6 % en 9 dias para el colorante de tiazina Azul de
Metileno.

Rodriguez et al. (1999), compararon contra 23 colorantes industriales la
capacidad decolorante de Pch (ATCC 24725) y Pleurotus ostreatus (IE8) y
demostraron que P. ostreatus era capaz de decolorar 12 mientras solo 5 fueron
decolorados por el primero.

Revankara y Lele (2007), decoloraron 100 ppm de amaranto en un 96% en 8
h con la cepa WR-1 de Ganoderma sp. Mencionando que la velocidad de
decoloracion fue muy alta comparada con cepas de Trametes versicolor y Pch, y
resaltaron el amplio espectro de decoloracion de la cepa al lograr decolorar

totalmente un efluente industrial en 12 dias.

5.2.13 Busqueda de nuevos sistemas ligninoliticos

La mayoria de las exploraciones se han realizado en cepas de coleccién como
BCCM/MUCL (Bélgica), MC-SU (Polonia), LPSC (Argentina), INRA (Francia)
(Jaouani et al., 2003; Jarroz-Wilkolazska et al., 2002; Sayadi y Ellouz, 1993). Sin
embargo, existen equipos de investigadores realizando nuevos aislados alrededor del
mundo cuyo objetivo es encontrar cepas con propiedades mas adecuadas a las

condiciones imperantes en los sistemas de tratamiento de efluentes coloridos.



La diversidad fangica que existe en paises tropicales y subtropicales ha
motivado a sus investigadores a realizar prospecciones buscando sistemas con
nuevas propiedades adecuadas para ser utilizados en procesos de biorremediacion y
biotecnoldgicos.

Okino et al. (2000), mediante un ensayo répido aislaron 116 basidiomicetos
del bosque de lluvia tropical brasilefio que expresaban actividades lacasa y
peroxidasa.

Tekere et al. (2001), evaluaron las actividades ligninoliticas (Blue Dextran,
Poly-R478) y decolorantes (Rojo Cresol, Cristal Violeta y Azul de Bromofenol) de
10 cepas fangicas de Zimbabwe productoras de MnP y Lac. Las cepas con
lignindlisis mas réapida en cultivo liquido fueron Trametes cingulata, T. versicolor, T.
pocas, Datronia concentrica, Pycnoporus sanguineus y la cepa DSPM95.

Saparrat et al. (2002), evaluaron los sistemas ligninoliticos de HPB
argentinos y encontraron escencialmente actividad lacasa.

Risno y Suhirman (2002), exploraron la habilidad ligninolitica de poliporales
de Indonesia usando Poly R-478. De 65 aislados 12 produjeron Lac, MnP y LiP,
mientras Hexagonia tenuis, Inonotus patouillardii y Stereum sp solo Lac y LiP.

Levin et al. (2004), evaluaron 26 hongos de la podredumbre blanca de
Argentina. Encontraron una cepa (Coriolus versicolor f. antarcticus) capaz de
decolorar en una hora un buen porcentaje (28%, 30%, 43%, 88% y 98%) de
Xylidina (24 mg/l), Poly R-478 (75 mg/l), Remazol Brilliant Blue R (9 mg/I), Verde
Malaquita (6 mg/l) e indigo Carmin (23 mg/l), respectivamente. Con una actividad
Lac de 0.13 U/ml.

Hossain et al. (2002), de 50 aislados de Bangladesh, India, encontraron 3 con
actividad ligninolitica indicada por el amarillamiento del PolyR-478 y la mejor,
Fomes lignosus, tuvo un pH 6ptimo de decoloracion de 4.5.

Dhouib et al. (2005), aislaron 315 cepas autdctonas de diferentes regiones en
Tanez, de las cuales 18 degradaron el poly-R 478 y 28 produjeron una de tres
enzimas ligninoliticas principales mientras en 8 de ellas las tres actividades fueron
registradas. Trametes trogii resulto el mejor productor de lacasa de todos los aislados
110 Uml™ a los 15 dias después de optimizar el medio.

Asgher et al. (2006), utilizaron cuatro aislados nativos de coleccion, para
decolorar colorantes textiles reactivos por 10 dias. Pch y C. versicolor decoloraron
efectivamente Amarillo Brillante de Remazol 3GL (RBY), Azul Porcion PX-5R y



Azul de Cibacron P-3RGR. P. ostreatus no logré una decoloracion eficiente sobre el
RBY, mientras Ganoderma lucidum Unicamente decolord este colorante en forma
eficiente.

Junghannsa et al. (2008), al ensayar 95 aislados flngicos de ambientes
dulceacuicolas sobre 9 colorantes azo y 3 antraquindnicos y compararlos en su
desempefio decolorante contra cinco HPB, encontraron resultados comparables o
superiores. Subrayando el potencial de los hongos de ambientes limnéticos para el

tratamiento de efluentes contaminados con colorantes.

5.2.14 Diversidad fangica en México y Nuevo Ledn

Se estima que el nimero total de especies de hongos verdaderos en el mundo
es superior a 1.5-1.6 millones, de las cuales se han descrito alrededor de 64-70,000
(Carlile et al., 2001). Para México, existe un total estimado de 200,000 especies de
hongos, de las cuales se conocen apenas alrededor de 7,000 (Guzman, 1998;
Cifuentes et al.,, 2004; Hawksworth, 1991; Hawksworth et al., 1995). Los
macromicetos de cuerpo fructifero grande como para verse a simple vista y tomarse
con la mano reciben el nombre de setas, se estima existen 140,000 especies y se
conocen 22,000 de ellas (Lindequist et al., 2005). En Norteamérica las podredumbres
pardas y blancas son causadas por alrededor de 1,700 especies de hongos
basidiomicetos, mas de 1,530 de ellas causan podredumbre blanca (Gilbertson,
1980). Nuevo Leon posee una gran diversidad de setas, posiblemente como resultado
del desarrollo de diferentes ecofisiologias adaptadas a los variados microambientes
que se presentan en sus 3 provincias biogeogréaficas: la planicie costera, la Sierra
Madre Oriental y el altiplano (Alanis et al., 1996). El nimero de basidiomicetos
representados en la Coleccion UNL es de 437 especies, comprendidas en 135
géneros y 57 familias. Las setas que ocasionan podredumbre en la madera se
distribuyen en los géneros Armillariella, Gleophyllum, Daedalea/Daedaleopsis,
Eichleriella, Fomes, Fomitopsis, Phellinus, Ganoderma, Hexagonia, Hymenochaete,
Inonotus, Lenzites, Phlebia, Phanerochaete, Pleurotus, Polyporus, Pycnoporus,

Poria, Trametes, Trichaptum, Phaeolus, Coltricia, Stereum Yy Schizophyllum



(Salcedo et al., 2007) y se ha reportado 8 especies que causan podredumbre parda y
17 que ocasionan podredumbre blanca en pinos de Nuevo Ledn (Marmolejo, 2007).
Por lo arriba mencionado, es claro que Nuevo Leb6n posee una gran
diversidad micoldgica y es probable que la abundancia de maderas duras propicie la
ocurrencia de hongos ligninoliticos con una capacidad de degradar colorantes igual o
mejor que las cepas comunmente reportadas en la literatura cientifica. Esta
posibilidad, la cantidad de colorantes que se consumen en México y los riesgos
ambientales y de salud que ellos conllevan motivaron esta investigacion, cuyos
propositos fueron: colectar Basidiomicetos en diferentes sitios dentro del Estado,
aislarlos y probar su capacidad de degradar colorantes pertenecientes a los grupos
estructurales mas utilizados por la industria textil mediante técnicas de siembra en
placa, seleccionar las cepas de mejor desempefio y caracterizar los principios
quimico-enzimaticos responsables de su actividad decolorante mediante ensayos con

cultivos en medio liquido y sus extractos libres de células.



6. METODOLOGIA

6.1 Materiales y reactivos

Los sustratos (Apéndice C) guayacol (2-metoxifenol, GUA), o-anisidina (2-
metoxianilina, OA), siringaldazina (3,5-dimetoxi-4-hidroxibenzaldeidazina, SYR),
2,6-dimetoxifenol (DMOP), 2,4-diclorofenol (2,4-DCP), 4-aminoantipirina (4-AAP),
acido  3-dimetilaminobenzoico (DMAB), 3-metil-2-benzotiazolina hidrazona
(MBTH), la sal de amonio del acido 2,2"-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico)
(ABTYS), el alcohol veratrilico (alcohol 3,4-dimetoxi bencilico, AV) y Poli R-478
(PR), asi como los colorantes antraquindnicos C.l1. 61200 Azul Brillante de Remazol
Reactivo (RBBR; 45% contenido de colorante), C.1. 61580 Verde Acido 27 (AG27;
65% contenido de colorante), los azoicos C.l. 16250 Rojo Acido 44 (AR44;
Contenido de colorante 90%), C.I. 18800 Rojo Acido 183 (AR183; contenido de
colorante 30%,), C.I. 15510 Naranja Il (OIl; contenido de colorante 85%,), C.I.
20505 Negro Reactivo 5 (BKS5, contenido de colorante 55%), los colorantes
triarilmetano C.I. 42555 Cristal Violeta (CV; contenido de colorante 99%), C.I.
42660 Azul Brillante Reactivo (BBR; contenido de colorante 55%), Azul de
Bromofenol (ABF; contenido de colorante 95%), el indigoide C.I. 73015 indigo
Carmin (IN; contenido de colorante 93%), los inhibidores azida de sodio y acido
tioglicolico, el agente secuestrante &cido etilendiaminotetraacético (EDTA), la
catalasa, la albumina de suero de bobino, asi como los reactivos utilizados en los
ensayos de electroforesis como la acrilamida, la N',N'- metileno-bis-acrilamida, la
N,N,N',N'-tetrametiletilendiamina (TEMED), el persulfato amoénico (APS), el
dodecil sulfato de sodio (SDS) y el 2-mercaptoetanol, fueron obtenidos de Sigma-
Aldrich de México, S. A. de C. V. Mientras los componentes de los medios de
cultivo como la glucosa, el extracto de levadura, el extracto de malta y el agar
bacteriolégico asi como el glicerol, se obtuvieron de DIFCO y el Bran Flakes® de

Kellog’s. Cofactores como el peroxido de hidrégeno, acidos, bases y sales minerales



empleadas en la elaboracion de amortiguadores o mezclas de reaccién (HCI,
Malonato de sodio, Sulfato manganoso, KOH, NaOH) fueron adquiridos grado
reactivo en Control Técnico y Representaciones (CTR). EI Benomil es el ingrediente
activo del producto comercial Promyl, elaborado por Promotora Técnica Industrial,
S.A. de C.V. El agua bidestilada fue adquirida en Laboratorios Monterrey, S. A.

6.2 Identificacion taxonémica

La identificacién de los carpéforos a género y especie se realiz6 mediante las
claves de Guzman (1980) y manuales especializados como Arora (1985), Bessette et
al. (1997), Fergus (1960), Gerhardt et al. (2000), Guzméan (1978), Guzman (2003),
Jordan (1995), Largent y Baroni (1988), Metzler y Metzler (1992), Overholts (1967),
Phillips (2005). La identidad fue confirmada molecularmente mediante el analisis de
secuencias ITS, por el Instituto Holandés Centralabureau voor Schimmelcultures
(CBS).

6.3 Medios y condiciones de cultivo

El medio de cultivo empleado en la reactivacion y conservacion de los aislados
fue YMGA (4 g de Extracto de levadura, 10 g de extracto de malta, 4 g de glucosa y
15 g de agar por litro de medio preparado en agua bidestilada). Para el aislamiento de
cepas a partir de carpéforos se afadid al YMGA, en condiciones de esterilidad
(Millipore 0.45 um), 4 mg del fungicida benzimidazol sist¢émico Benomyl (No. CAS:
17804-35-2) disueltos en una solucién 1:1 acetona-etanol 70% y 14 ml de acido
tartérico al 10% (P/V) con la intencion de reducir la contaminacién por hongos
mitosporicos y bacterias, respectivamente. Los ensayos de decoloracidn se realizaron
en YMGA, Medio Bran Flakes (Pickard et al., 1999), [el cual es un medio
lignoceluldsico que se prepara con 20 g de All Bran Flakes® molido por litro de
medio, en amortiguador de fosfato de potasio dibasico 60 mM a pH 6 y agregando 15

g de agar para solidificar] y Medio de Kirk modificado (KM) que es un medio



definido, incoloro, limitado en nutrientes (Jarosz-Wilkolazka et al., 2002) [el cual
contiene 10 g glucosa, 0.25 g extracto de levadura, 2 g de fosfato de potasio
monobésico, 1.8 g de 2,2-dimetilsuccinato, 0.5 g de sulfato manganoso
heptahidratado, 0.1 g de cloruro de calcio, 0.5 g de tartrato de amonio, 0.8 mM de
cloruro manganoso tetrahidratado, 150 uM de sulfato de cobre y 1 mM de alcohol
veratrilico por litro de medio, cuyo pH se ajusté a 4.5 antes de esterilizar]. Para los
cultivos y ensayos de decoloracién en placa se emplearon cajas petri de 90 mm de
didmetro desechables conteniendo aproximadamente 20 ml de medio de cultivo y las
cuales se incubaron a 28°C (incubadora Labnet 211 D o Novatech). En los cultivos
sumergidos se omitié el agar y se colocaron 100 ml de medio en matraces
Erlenmeyer de 250 ml 0 200 ml de medio en matraces Erlenmeyer bafleados de 500
ml. Los cultivos sumergidos fueron incubados a 28°C y 150 rpm en un agitador
orbital de 12 plazas con temperatura regulada marca Labline u otro similar de 25
plazas (Labline Series 25, New Brounswick Sci. Co. Inc). Todos los medios se
esterilizaron en autoclave a 121°C y 15 libras de presion por 20 min.

6.4 Cepas fungicas de referencia

Las cepas de referencia Phanerochaete chrysosporium ATCC 24725 (Pch),
Pleurotus ostreatus ATCC 58053 (POS) y Bjerkandera adusta UAMH 8258 (BAD),
fueron amablemente proporcionadas por el Dr. M. A. Pickard de la Universidad de
Alberta en Edmonton, Canada, conservadas en YMGA a 4°C y se reactivaron

mediante resiembra periddica en este medio a 28°C, asi como antes de cada ensayo.

6.5 Colecta de carpoforos y aislamiento de micelios vegetativos

Todos los aislados se obtuvieron de carp6foros colectados con un muestreo
oportunista en las diferentes provincias fisiograficas del Estado de Nuevo Leén. La
informacion de colecta y caracteristicas de los hongos se registraron in situ, para

luego herborizar el material siguiendo la metodologia de Wu et al. (2004). Antes del



secado, se procedi6 a tomar muestras para el aislamiento y purificacion de los
micelios vegetativos, el cual se efectud a partir de fragmentos de aproximadamente 2
mm de didmetro extraidos de la trama de los cuerpos fructiferos. Los fragmentos
fueron tratados con perdxido de hidrogeno al 3 % por 2 min., lavados un minimo de
tres veces con agua destilada, colocados en YMGA-benomil y subcultivados en
YMGA a 28°C hasta obtener cultivos puros. La observacion de fibulas con azul de
algodén, al microscopio, confirmé que el aislado era un basidiomiceto (Thorn et al.,
1996). Los aislados fueron crecidos en YMGA hasta 5 cm de didmetro para ser
integrados al cepario y conservados en refrigeracion a 4°C. Cada dos meses se
procedid a hacer la resiembra del cepario y cada aislado nativo o cepa de referencia
se reactivd 5 dias antes de cada ensayo en YMGA a 28°C.

6.6 Ind6culo

Para la reactivacion de cepas, un cilindro de agar de 5 mm de didmetro fue
tomado de la periferia del cultivo refrigerado, se coloco en el centro de una caja de
Petri y al llegar el crecimiento alrededor de 6 cm de diametro se extrajeron cilindros
de 5 mm de diametro de la periferia del cultivo, estos cilindros se emplearon tanto
para los ensayos en placa como para los cultivos sumergidos. Para los ensayos en
placa, el in6culo consistié en uno de estos cilindros colocado invertido al centro de la
caja de Petri. El in6culo para los cultivos sumergidos consistié en 3 de estos cilindros
por cada 100 ml de medio (Gutiérrez Soto, 2004; Lodge et al., 2004).

6.7 Ensayos en placa

6.7.1 Preseleccion de aislados con mejores capacidades ligninolitica y decolorante.

La mayor parte de los aislados formaban ya parte de la coleccion del

laboratorio de enzimologia de la FCB y habian sido ensayados en el sistema de



sustratos cromogénicos y colorantes (Gutiérrez Soto, 2004). En este sistema los
sustratos guayacol y o-anisidina indicaron la presencia de oxidasas y/o peroxidasas
extracelulares al revelarse en el &rea de crecimiento micelial un anillo de color pardo
anaranjado o pdrpura, respectivamente. EI compuesto polimérico Poly R-478 al
experimentar un cambio de color de rosa intenso a amarillo en el area de crecimiento,
indica una depolimerizacién e indirectamente, la capacidad ligninolitica del micelio.
Los tres colorantes empleados Azul brillante reactivo de remazol (RBBR), Rojo
Acido 44 (AR44 o Cristal Ponceau 6R) y Cristal violeta (CV) pertenecen cada uno a
un grupo quimico diferente de colorantes sintéticos: antraquindnico, azoico y
triarilmetano, respectivamente. La desaparicion del color en forma de halos en el
area del micelio es indicativa de la capacidad decolorante del hongo sobre el
colorante en cuestion.

Los nuevos aislados fueron ensayados por triplicado en cajas petri de 90 mm
con medio de Bran Flakes en presencia del colorante polimérico Poly R-478 o del
triarilmetano CV y comparando los resultados contra un testigo, basandonos en que
estos colorantes forman un sistema de seleccién simple para aislados con alta
capacidad de decoloracion, de acuerdo a Gutierrez Soto (2004).

Para la seleccion de los aislados a ensayar se asignaron valores numéricos a
cada uno de los resultados de las pruebas con los indicadores de actividad
ligninolitica y/o decoloracion, tanto de ensayos previos (Gutiérrez Soto, 2004) como
con nuevos aislados. Para los sustratos indicadores de ligninolisis, se asigné el valor
de O si la reaccion fue negativa en o-anisidina (OA), guayacol (GUA) o Poly R-478
(PR) y el valor de 1 si la reaccion fue positiva. En el caso particular de Poly R-478 se
asignd un valor de 0.5 si se detectd depolimeracion parcial del sustrato. Para los
colorantes RBBR, AR44 y CV, representativos de los grupos quimicos
antraquinonico, azo y trifenilmetano, se asignaron valores de 2 si la decoloracion
ocurrié en el periodo de una semana, de 1 si fue mayor a una semana, de 0.5 si la
decoloracion fue parcial y de 0 si no ocurrié decoloracién, para cada colorante. El
indice de actividad ligninolitica y decolorante (Apéndice F) se obtuvo de la suma de

cada resultado:

laLyb = RX (OA) + Rx (G) + Rx (PR) + D (RBBR) + D (AR 44) + D (CV)



donde: laL y b €s el indice de actividad ligninolitica-decolorante, Rx es el valor del
resultado con los sustratos cromogénicos y D es el valor de decoloracion con los
colorantes. Por ejemplo, el aislado LE67 mostrd reaccion positiva con OA y GUA,
parcial depolimeracion de PR, decoloracion parcial de RBBR y decoloracion total
después de 7 dias con los 2 colorantes restantes, su layp = 1+1+0.5+0.5+1+1 = 5.
Exceptuando el Poly R-478 que se adiciond al medio antes de esterilizar en
autoclave, los sustratos indicadores y colorantes se agregaron al medio previamente
esterilizado a partir de soluciones de trabajo 100x esterilizadas por filtracién
(Millipore 0.45 um) para obtener una concentracién final de 0.02% (200 ppm)
(P/V). Los diametros de las colonias, los indicios de reaccion y datos de decoloracion
fueron registrados diariamente durante diez dias y después cada semana durante un

mes.

6.7.2 Seleccion de aislados con mejor capacidad decolorante

Los aislados con mejores capacidades ligninolitica y/o decolorante en Bran
Flakes (BF), fueron seleccionados para ensayos de decoloracion sobre RBBR, AR44
y CV en los medios YMGA y Kirk modificado (KM).

Posteriormente, los aislados de mejor desempefio fueron seleccionados para
ensayarlos frente a una gama mas amplia de colorantes. Para ello se agregaron el
antraquindnico Verde Acido 27 (AG27), los monoazoicos Rojo Acido 183 (AR183),
Naranja Il (OIl), el diazoico Negro 5 Reactivo (BKS5), el indigoide Indigo Carmin
(IN) y los triarilmetano Azul Brillante Reactivo (BBR) y Azul de Bromofenol
(ABF).

Los resultados en cada una de las pruebas de decoloracion fueron comparados
contra los obtenidos con las cepas de referencia, para ello se asign6 un valor
numérico de 0, 0.5, 1 0 2 a cada repeticion en funcién al grado de decoloracion del
sustrato (reactivo o colorante), siguiendo el procedimiento indicado en la seccion
anterior. Los resultados de las repeticiones se promediaron para cada sustrato y por
Gltimo se sumaron los promedios. Los aislados que decoloraron de una forma mas
rapida y eficiente a una mayor diversidad de colorantes, sumaron un nidmero mayor

que los de bajo desempefio decolorante y se seleccionaron para los ensayos



posteriores de decoloracion en placa o para identificar la naturaleza del sistema

oxidativo implicado en su habilidad decolorante.

6.7.3 Obtencion de sobrenadantes, extractos crudos y fracciones de diferente talla
molecular de cultivos liquidos

Las muestras de cultivo consistieron en los sobrenadantes libres de células
obtenidos mediante centrifugacién a 14,000 rpm por 10 min (Eppendorf Centrifuge
5415c) de muestras de 1 ml tomadas de los cultivos liquidos.

Los extractos crudos se obtuvieron a partir de cultivos crecidos en medio TK o
BF, a los que se determindé como minimo cada tercer dia la actividad enzimatica y al
graficarla contra el tiempo, se identificO el periodo de maxima actividad, se
suspendid la incubacion y se procesaron los cultivos. Para ello el micelio fue
separado por filtracion en papel Whatman No. 1 y el sobrenadante se congeld a -4°C
por 48 h. Despues de descongelarlo se removié el mucilago por decantacion y
filtrado y el extracto crudo se separé en alicuotas y se congelo.

Para obtener fracciones de diferente talla molecular a partir de un extracto
crudo, se paso este a traves de una membrana de corte YM 10, montada en el sistema
de ultrafiltracion AMICON, con ayuda de una presion de 40 psi (libras por pulgada
cuadrada) de nitrégeno gaseoso. El retenido consistio en la fraccion de talla

molecular elevada y el filtrado en la fraccidn de baja talla molecular.

6.8 Determinacion del tipo de actividad enzimatica

La actividad enziméatica fue determinada por triplicado para cada muestra,
extracto crudo o fraccién en un espectrofotometro Shimadtzu UV-VIS mini 1240
(Oberlin, Ohio), la desviacidn estandar de los valores fue en todos los casos inferior
al 5%. La actividad lignino peroxidasa LiP fué determinada por la oxidacion del
alcohol veratrilico (AV) a veratraldehido a 310 nm, en presencia de peréxido de

hidrogeno (Tien y Kirk, 1988). La mezcla de reaccién consisti6 de 0.1 ml de



muestra, extracto crudo o de alguna de las fracciones de su filtrado, 0.1 ml de H,0,
10 mM, 0.1 ml de AV 60 mM y 2.7 ml de amortiguador de tartrato de sodio 50 mM a
pH 4.5. Para los calculos de actividad se considerd un coeficiente de extincion molar
(¢ 310) de 9.3 mM ™' cm™". Una unidad de actividad LiP se definié como la cantidad
de enzima que oxida un micromol de AV por minuto (Tien y Kirk, 1988).

La actividad MnP se determiné por el método de Wariishi et al. (1992),
siguiendo el cambio de absorbancia debido a la formacion del complejo Mn (111)-
malonato dependiente de perdxido a 270 nm. La mezcla de reaccidn consistio en 0.1
ml de muestra, extracto crudo o de alguna de las fracciones de su filtrado, 0.1 ml de
peréxido de hidrégeno 10 mM, 0.1 ml de MnSO4 (Mn*?) 0.2 mM y 2.7 ml de
amortiguador de malonato de sodio 50 mM pH 4.5. El calculo de actividad se realiz6
conun g 270 =11.59 mM~" cm™' (Wariishi et al., 1992), considerando una unidad de
actividad MnP como la cantidad de enzima que forma 1 micromol del complejo
Mn*®-malonato por minuto. También se determind la capacidad oxidativa del
extracto crudo sobre sustratos de alto potencial redox, referidos como especificos de
actividad de MnP, como lo son el par MBTH y DMAB (Castillo et al., 1994; Jordaan
y Leukes, 2003). La actividad MnP es capaz de acoplar por accion oxidativa ambos
sustratos, dando lugar a la formacion del producto pdrpura indamina, el cual es
detectado a 590 nm (¢ 590 = 53 mM™cm™). La actividad LiP también se evalud
siguiendo a pH 5.5 y 510 nm (¢ 510 =0 18.5 mM™cm™) la formacién del producto
de oxidacion color rosado que resulta al combinarse 2,4-diclorofenol (DCP) 1 mM y
4-aminoantipirina (AAP) 8.2 mM en succinato de sodio 100 mM después de la
adiciébn de peroxido de hidrogeno a una concentracion final de 0.1 mM
(Ramachandra et al., 1988). Una unidad de actividad enzimatica se definié como la
cantidad de enzima que transforma 1uM de sustrato por minuto a 25°C.

La actividad lacasa fué rutinariamete determinada siguiendo la oxidacién del 2,6-
dimetoxifenol al compuesto naranja/parduzco 3,5,3",5 -tetrametoxidifenoquinona a
469 nm (Abadulla et al., 2000; Claus y Filip, 1997). La mezcla de reaccidn consistio
en 0.1 ml de muestra, extracto crudo o alguna fraccioén de su filtrado y 0.1 ml de
DMOP 60 mM, en 2.8 ml de amortiguador de acetato de sodio 200 mM a pH 4.5 (e
469 = 49.6 mM™ cm™). Una unidad de Lac se definié como la cantidad de enzima
necesaria para oxidar 1 umol de DMOP por min. Para la confirmacion de actividad
lacasa se sigui6 el método basado en la oxidacion de la siringaldazina a su quinona

en amortiguador de citrato-fosfato de sodio siguiendo la cinética a 525 nm (g 525 =



65 mM™' cm™') (Harkin y Obst, 1973; Szklarz et al., 1989). La mezcla de reaccion
consistié en 0.1 ml de extracto crudo, 2.8 ml de amortiguador de citrato-fosfato de
sodio 0.05:0.1 M (pH 5) y 0.1 ml de siringaldazina 0.1 mM disuelta en etanol.

6.9 Curvas de produccion enzimatica

Debido a que el proceso decolorante cominmente es asociado a diferentes tipos
de actividades enzimaticas, los aislados seleccionados en los ensayos de decoloracion
en placas, fueron crecidos en cultivos sumergidos en dos diferentes medios y
condiciones de agitacién, para determinar en cuales era donde mejor se producian los
diferentes tipos de actividades enziméticas, asi como los periodos de méaxima
actividad. Matraces de 250 ml conteniendo 100 ml de medio se inocularon con cada
aislado por triplicado y se tomaron muestras de 0.5 ml cada tercer dia a partir del
tercer dia de inoculacion por un periodo de 30 dias. A cada muestra de cultivo se le
determino por triplicado el tipo de actividad presente y la cantidad de unidades de
actividad enzimatica producidas, obteniéndose la media y desviacion estandar de los

valores.

6.10 Caracterizacion de los principios decolorantes

Para la caracterizacion de los principios quimico-enzimaticos implicados en el
proceso decolorante se realizaron ensayos en medio liquido y se utilizaron sustratos
enzimaticos especificos para identificar su actividad y revelar zimogramas. Una vez
identificada la actividad se determinaron sus parametros operativos y el efecto de

inhibidores sobre ella. Por Gltimo se busco la existencia de mediadores.

6.10.1 Ensayos de decoloracion en cultivos liquidos

Los aislados nativos seleccionados fueron desarrollados en cultivos sumergidos

para identificar la naturaleza del sistema quimico enzimatico implicado en el proceso



decolorante. Como primer paso para relacionar el proceso decolorante con la
actividad enzimatica, se realizaron experimentos de decoloracion microbiana y
enzimatica. En el primer caso, los colorantes AR44, CV y RBBR fueron agregados
individualmente (concentracion final 0.02%), a cultivos en medio Bran Flakes (100
ml) en el periodo de maxima actividad enzimética y la decoloracién microbiana fue
registrada en un espectrofotometro Shimadtzu UV-VIS mini 1240 (Oberlin, Ohio),
midiendo a diferentes tiempos la disminucion de la absorbancia a la longitud de onda
de méxima absorcion de cada colorante (510, 588 y 592 nm respectivamente) y
comparando el valor con el control respectivo (100%). Ademas, para comprobar la
capacidad decolorante de los fluidos extracelulares de los cultivos (decoloracion
enzimatica), se obtuvieron muestras de 1 ml antes de la adicion del colorante a los
mismos y con los sobrenadantes libres de ceélulas se realizaron ensayos de
decoloracion sobre los mismos colorantes. La mezcla de reaccion consistio de 3 ml
que contenian 0.1 ml de muestra, colorante al 0.002 % (P/V) y amortiguador de
acetato de sodio a pH 4.5 y los cambios en los valores iniciales de absorbancia
fueron comparados contra un control sin muestra y otro control con muestra del
cultivo previamente calentada a temperatura de ebullicion por 10 min.

En otro ensayo, se intentd demostrar la relacion entre el crecimiento micelial y
los aumentos de la actividad enzimatica con la capacidad decolorante. Se realizé con
cultivos en Medio de Kirk modificado (KM) ya que este medio ofrece la ventaja
sobre el Bran Flakes de ser incoloro y no presentar material particulado. Se
inocularon dos series de 14 matraces Erlenmeyer de 250 ml con 100 ml de medio,
con CS63 y se cultivaron por 30 dias. Cada tercer dia se tomd una muestra de los
cultivos y se determind actividad enzimatica tipo lacasa, MnP y LiP. Al detectar
actividad enzimatica a partir del dia 12 de cultivo y cada tercer dia en adelante, se
empezaron a retirar matraces por duplicado y se les determin6 gravimétricamente la
biomasa producida, separando el micelio por filtracién en papel Whatman No. 1
previamente tarado y secando a peso constante en una estufa a 55°C (Horno Felisa).
Para cada matraz de cultivo se obtuvo el extracto crudo y a cada uno de los extractos
crudos se les determind actividad lacasa, manganeso peroxidasa y lignino peroxidasa
y los resultados se promediaron. Con alicuotas de los extractos crudos se efectuaron
ensayos de decoloracion empleando los colorantes Indigo IN, AR44, RBBR y CV.
La decoloracion fue medida como la pérdida de intensidad en el pico de maxima

absorbancia reportado para cada uno de los colorantes y se obtuvo en un periodo de



24 h, utilizando 0.1 ml de extracto crudo en 3 ml de una mezcla de reaccion con
0.002% de colorante.

6.10.2 Uso de sustratos enzimaticos especificos y retiro de cofactores

Debido al amplio rango de sustratos de las lacasas, muy probablemente su
actividad puede confundirse con la de peroxidasas, dando falsos positivos para
aquéllas, sobre todo en el caso de lacasas de alto potencial redox o cuando existen
mediadores presentes en las reacciones de determinacion. Por lo anterior, para
distinguir entre las actividades de MnP, LiP y Lac se recurrio a ensayos con sustratos
especificos, usando el par DMAB y MBTH para manganeso peroxidasas, el alcohol
veratrilico (Tien y Kirk, 1988) y el par AAP y DCP para lignino peroxidasas y la
siringaldazina para lacasas. Ademas, se utilizo el DMOP como sustrato y se fueron
retirando co-sustratos especificos de cada enzima necesarios para llevar a cabo la
oxidacion del sustrato. Para retirar el manganeso en las determinaciones de actividad,
el sulfato manganoso fue sustituido por etilendiaminotetracetato (20 mM) para
atrapar por quelacion al ion manganeso presente en las muestras y necesario como
cofactor para la MnP. Para retirar el peréxido de hidrogeno se adiciono catalasa (200
UI™) a las mezclas de reaccién, lo cual inactivaria el proceso oxidativo de las

peroxidasas (Jordaan y Leukes, 2003).

6.10.3 Electroforesis en gel de poliacrilamida y zimogramas

Para confirmar la participacion de la actividad lacasa en el proceso decolorante
se recurrio al empleo de geles nativos discontinuos de poliacrilamida (Garfin, 1990)
en los que el gel de concentracion se preparé al 4% y el de separacion al 12%
(Apéndice G). La electroforesis en gel de poliacrilamida fue utilizada para separar
las proteinas de una muestra de peso molecular superior a 10 kDa (fraccion retenida

por ultrafiltracion de extracto crudo en el sistema Amicon) y obtener bandas de



proteinas que fueron reveladas por su actividad enzimética (sobre la SYR, ABTS o el
DMOP) o decolorante (sobre el AG27 o0 el RBBR).

La determinacion de la masa relativa de las proteinas se realiz6 en geles de
poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), desnaturalizando
previamente las proteinas en la muestra con mercaptoetanol y calor, revelandolas con
azul brillante de Coomassie R-250 (0.1%) en solucién fijadora (10% Ac. Acético,
40% metanol) dejando el gel sumergido hasta el dia siguiente y destifiéndolo solo
con la solucion fijadora y utilizando el juego de estandares de proteina pretefiido
Kaleidoscope® de Biorad, que contiene Miosina (192,888), P-galactosidasa
(111,383), albumina de suero bobino (57,409), anhidrasa carbdnica (30,283),
inhibidor de tripsina de soya (25,200), lisozima (12,883) y aprotinina (6,471) (Da) u
otro juego de estandares de rango bajo de pesos moleculares de Bio Rad (SDS-Page
low range molecular weight standards) consistente en albumina de suero de bovino
(66,200), ovalbumina (45,000), anhidrasa carbdnica (31,000), inhibidor de tripsina
(21,500) y lisozima (14,400) (Da). Las electroforesis se realizaron en un sistema
amortiguado con Tris-Glicina a pH 8.3, cargando un minimo de 20 ug de proteina en
cada carril (alrededor de 5 ul). La concentracion de proteina fue determinada por el
método de Bradford utilizando albdmina de suero de bovino como estandar y
midiendo la absorbancia a 595 nm (Stoscheck, 1990). Las electroforesis se
efectuarona 120 V.

Los zimogramas se desarrollaron en geles nativos (en los que se omite el SDS
en su elaboracion y el mercaptoetanol y el tratamiento térmico en la muestra),
revelando la presencia de la actividad enzimatica en ausencia de cofactores (H,O, y
Mn*?) colocandolos en amortiguador de acetato de sodio 200 mM, pH 4.5 y
agregando el sustrato o el colorante. La actividad enzimatica y la capacidad
decolorante fueron reveladas mediante la aparicion de una banda debida a la
oxidacién del sustrato (DMOP, SYR, ABTS) o0 a la desaparicion del color. La
reaccion fue detenida agregando solucion fijadora una vez detectadas las bandas de

actividad.



6.10.4 Determinacion de los valores 6ptimos de actividad y la estabilidad de la lacasa

a pH y temperatura.

La temperatura y el pH son dos de las variables mas importantes en los
procesos enzimaticos. Los valores Optimos de actividad para estas variables fueron
determinados en extractos crudos de cultivos desarrollados en medios Bran Flakes y
Tien y Kirk modificado, de los aislados CS63 y LE95. La concentracion de los
extractos crudos se realiz6 por ultrafiltracion, mediante el sistema Amicon®,
utilizando una membrana de corte a 10 kDa. Para la determinacion del pH éptimo de
actividad los ensayos enzimaticos se realizaron a 25°C, utilizando DMOP como
sustrato y amortiguadores de acetato de sodio 200 mM (rango pH 3-6) y citrato de
sodio 50 mM /fosfato de potasio monobasico 100mM (rango pH 2.5-8). La muestra
de reaccion consistio en 10 pl del concentrado, 0.1 ml de DMOP vy el resto del
volumen de la celda de 3 ml se completé con amortiguador. El valor mas elevado al
comparar los resultados de actividad obtenidos después de incubar una muestra del
concentrado a valores de pH de 2.5, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0 y 7.0 se consider6 como el
100% o valor optimo de actividad de la enzima al pH conocido. EI pH optimo de
actividad se mantuvo constante mientras se procedia a determinar la temperatura
optima de actividad en ambos aislados, lo cual se efectud precalentando a diferentes
temperaturas (25, 30, 40, 50, 60, 70, 80 y 90°C) las mezclas de reaccion conteniendo
DMOP en amortiguador de acetato de sodio 200 mM y agregando el concentrado. El
valor de actividad determinado a 25°C (inicial) se compard contra los valores
obtenidos a las diferentes temperaturas (actividades finales) y se registrd en
porcentaje de actividad. Para las determinaciones de estabilidad a diferente
temperatura y pH, los extractos crudos obtenidos a partir de cultivos en Bran Flakes
fueron divididos en alicuotas que fueron incubadas por 5, 10, 15, 30, 60, 120 y 180
min a 60, 70, 80 y 90°C para los ensayos de temperatura y a valores de 2, 2.5, 3, 4, 5,
6 y 7 para los ensayos de pH. Después del periodo de incubacion los ensayos se
realizaron a 25°C o al pH 6ptimo de actividad para cada aislado y los resultados se
compararon con los de determinaciones del concentrado respectivo antes de incubar,

las cuales se tomaron como 100% de actividad.



6.10.5 Efecto de inhibidores de la actividad enzimética

El efecto de los inhibidores azida de sodio, &cido tioglicélico y EDTA sobre la
actividad enzimatica se ensay6 al valor de pH éptimo determinado para cada uno de
los aislados (3.5 para LE95 y 4.0 para CS63), usando DMOP como sustrato y
amortiguador de acetato de sodio 200 mM. La actividad determinada en ausencia de
inhibidores fue comparada contra aquélla obtenida después de afiadir diferentes
concentraciones del inhibidor a la mezcla de reaccién (azida de sodio 0.01, 0.1, 1.0,
2.5 mM, &cido tioglicdlico 1.0, 2.0 y 10.0 MM y EDTA 2.5, 5.0, 40, 100 y 250 mM).

6.10.6 Determinacion de la presencia de mediadores

Para revelar la presencia de mediadores de bajo peso molecular que pudieran
estar participando en el proceso decolorante, se obtuvieron extractos crudos a partir
de cultivos con elevada actividad lacasa y se procedi6 a la separacion de los mismos
en dos fracciones de acuerdo a su talla molecular. Para ello se utilizd un sistema de
ultrafiltracion AMICON con una membrana YM10, en la cual el 90% de las
moléculas mayores a 10 kDa son retenidas. Para detectar la presencia de mediadores
se determind la actividad lacasa en las fracciones de bajo y alto peso molecular y se
compararon con la determinada previamente al extracto crudo, postulando que, de
estar presente algun tipo de mediador, la actividad enzimatica detectada en el
extracto crudo deberia ser mayor que la suma de aquellas registradas en cada una de
las fracciones individuales. De hecho lo que se esperaria es que la actividad estuviera
ausente en la fraccidn no retenida (conteniendo mediadores de bajo peso molecular),
mientras la actividad aparente en la fraccion retenida se veria disminuida en ausencia
de la fraccion de bajo peso molecular, por el retiro de los mediadores, comparada con
la obtenida con el extracto crudo. También se consideré que al reconstituir el
extracto crudo mediante la conjuncion de ambas fracciones la actividad inicial se
restituiria (o seria muy semejante a la del extracto crudo original) y lo mismo
sucederia al reconstruir el extracto crudo solamente con la fraccion retenida en agua

destilada.



Tratando de demostrar que en la fraccion de baja talla molecular no habria
mediadores y por tanto no ocurriria decoloracion al retirar la Lac. Ademas de que
actividades lacasa de valor similar en el extracto y en la fraccion de talla molecular
elevada causarian decoloraciones similares, la eficiencia decolorante de 100 pl del
extracto nativo fue comparada contra aquélla de un volumen de la fraccion retenida
diluido en agua hasta registrar una actividad igual a la del extracto y contra la de 950
ml del filtrado (volumen del extracto multiplicado por el factor de concentracion del
retenido), utilizando AG27 al 0.02% en agua.



7. RESULTADOS

7.1 Aislamiento y seleccién de los aislados nativos con mejor capacidad decolorante.

Los 109 hongos comparados en este trabajo forman parte del cepario del
Laboratorio de Enzimologia de la Facultad de Ciencias Biol6gicas y los carp6foros
estan depositados en el herbario UNL de la misma facultad. Una parte (91) fueron
aislados en un trabajo previo en el que se establecio el sistema de evaluacion de
potencial ligninolitico y habilidad decolorante (Gutiérrez Soto, 2004) y 18 fueron
aislados y probados en este trabajo. Al comparar los resultados de depolimerizacion
(PR), de produccion de oxidasas/peroxidasas (guayacol y o-anisidina) y de
decoloracion sobre RBBR, AR44 y CV hicimos una seleccidn inicial de 10 aislados
que mostraron capacidades ligninolitica y de decoloracion mejores que las cepas de
referencia internacionales sobre los grupos quimicos azo, triarilmetano vy

antraquinonico.

Tabla I11. Valores de los indices de Actividad Ligninolitica y Decolorante en BF
de los aislados en la Coleccion del Lab. de Enzimologia. Ensayados por triplicado
por Gutiérrez Soto (2004).

0 a 5.0 (bajo) >5.0 — 8.0 (medio) >8.0 — 9.0 (alto)

CF3 CF6 CP1 CS1 CS9 Csl1 CF2 CF5 CF7 CF9 CF10 CF4 CF11 CS5 CS5* CS20
CS19 CS21 CS22 CS24 CS25 CS31 CF11 CF12 CS2 CS6 (CS27 CS54 CS61 CS62 CS63 CS64
CS39 CS41 CS43 CS44 CS50 CS52 CS48 CS60 CS78 LE7 LE31 | CUl LE5 LE13 LE78
CS65 CS66 CS67 CS77 CV1l CV2 LE32 LE35 LE45 LE48 LE54 | Pleurotussp

Cvd EM1 EM3 EM5 EM6 LE16 LE55 LE57 LE69 LE79
LE24 LE33 LE34 LE44 LE50 LE52 L. edodes P. chrysosporeum
LE56 LE58 LE61 LE63 LE64 LE65
LE66 LE67 LE68 LE72 LE73 LE75
LE76 SM1 SM2

B. adusta G. aplanatum

En el Apéndice F aparecen los valores asignados para cada aislado de la

Coleccidn del Laboratorio de Enzimologia, para el calculo de su Indice de Actividad




Ligninolitica y Decolorante. En la Tabla Il se ordenan en tres grupos, bajo, medio y
alto, los valores del lIayp calculados para cada aislado. De estos aislados, nueve
fueron seleccionados por tener un valor alto en su indice de Actividad Ligninolitica y
Decolorante: CS5 (9), CS63 (9), CU1 (9), LE5 (9), LE13 (9), CF11 (8.5), CS20 (9),
CS61 (9) y LE78 (8.5). Un total de 18 nuevos aislados fueron probados sobre CV y
PR en medio BF. De ellos solamente uno, LE95, fue seleccionado por su buen
desempefio decolorante comparado con el resto de los nuevos aislados y fue
agregado a la lista de los nueve obtenidos de la Coleccién para dar un total de diez
aislados seleccionados. En la Tabla IV se aprecian los resultados del proceso de

seleccion de nuevos aislados.

Tabla 1V. indice de Actividades ligninolitica y decolorante para nuevos aislados.
Los ensayos fueron realizados por triplicado.

CEPA PR CV laywp| |CEPA PR CV layp
CH32 05 05 1.0]|]|EMI10 1 1 20
CS80 0.5 1 15| |LE80 0 0 0.0
CS81 0.5 1 15| |LE85 0.5 1 15
CS82 1 05 1.5]]|LE90 0.5 1 15
CS83 1 05 15| ]|LE9] 0 0 0.0
Cuz2 05 1 15| |LE9 1 2 3.0
CU3 1 1 20| |Y4 0 05 05
Ccu4 05 1 15]|]|Y5 1 1 20
CUS5 1 1 20]|]Y6 0.5 1 15

Los resultados de la actividad decolorante de los 10 aislados seleccionados sobre
RBBR, AR y CV, ensayada en los medios YMGA y TK se muestran en la Tabla V.
De las cepas de referencia, Bjerkandera adusta BAD demostrd mejor desempefio
decolorante comparada con Phanerochaete chrysosporium Pch o Pleurotus ostreatus
POS. CU1 y CS5 fueron los mejores aislados decolorando, CS63 y LE5 aunque
fueron de rapido crecimiento su desempefio fue algo inferior, LE95 y LE13 crecieron
un poco mas lentamente que los cuatro anteriores, pero decoloraron mejor que CS61.
CS20 al igual que CF11 presentaron pigmentacion propia, lo que se considerd que
podria influir en los resultados de ensayos posteriores de decoloracion en medio
liquido y LE78 result6 ineficiente para decolorar al cambiar el medio de cultivo de

lignoceluldsico a uno rico u otro limitado en nutrientes. Por lo que para los ensayos



de decoloracién sobre una gama mas amplia de colorantes se seleccionaron
Unicamente los aislados CS5, CS63, CU1, LE5, LE13 y LE95.

Tabla V. Actividad ligninolitica sobre PR y decolorante sobre RBBR, AR44 y
CV de 10 aislados, ensayada en los medios YMGA y TK. Los ensayos se
realizaron por triplicado.

YMGA laLyD TK laiyp | lanyo

RBBR AR44 PR Cv > |RBBR AR44 PR CV Y | Total

LES 2 175 0.875 15| 6.13 2 1.188 0.938 1.188| 5.313| 11.44
LE13 2 175 15 0.875| 6.13 2 1 1.063 0.938 5| 11.13
LE45 2 0.875 1 0.875] 4.75 2 175 0.75 0.5 5| 9.75
LE78 2 1.5 0.75 0.125| 4.38 1 0938 0.75 1| 3.688| 8.06
LE95 2 175 0.75 15| 6.00 2 125 1 1] 5.25]11.25
CFl11 2 1625 0.625 1| 525 2 2 0.5 0.75] 5.25]| 10.50
CS5 2 1.5 2 175| 7.25 2 1.5 1.5 1.5 6.5] 13.75
CS20 15 125 125 1.125| 5.13 2 1 0.875 0.938| 4.813| 9.94
CS61 1.75 125 0.75 0.813| 4.56 2 1125 0.75 1.125 5| 9.56
CS63 2 175 125 1.75| 6.75 2 175 0.625 0.875| 5.25| 12.00
Cul 2 2 1 15| 6.50 2 2 2 2 8| 14.50
BAD 175 1375 175 1.25| 6.13 2 1 1 1 5| 11.13
Pch 1 0.5 0.75 0.125| 2.38 1 0.5 0.875 0.5| 2.875| 5.25
POS 15 0875 025 0.75| 3.38 2 1 025 0.25 3.5| 6.88

Los seis aislados con mejor desempefio decolorante en los medios
lignocelulésico (BF), completo (YMGA) y limitado (TK) en nutrientes fueron
probados sobre una gama mas amplia de colorantes, que incluyo el antraquinonico
Verde Acido 27 (AG27), los monoazoicos Rojo Acido 183 (AR183) y Naranja Il
(Oll), el diazoico Negro 5 Reactivo (BK5), el indigoide indigo Carmin (IN) y los
triarilmetano Azul Brillante Reactivo (BBR) y Azul de Bromofenol (ABF). Los
resultados se resumen en la Tabla VI.

Para facilitar la interpretacion de los resultados, la Tabla VII combina los
resultados de las dos tablas anteriores y en ella se han ordenado en forma
descendente los seis aislados seleccionados de acuerdo al resultado final de la suma
del valor de su indice decolorante o ligninolitico, obtenido en cada una de las etapas

de seleccion.




Tabla VI. Capacidad decolorante de 6 aislados sobre una gama amplia de
colorantes en tres medios diferentes. Los ensayos fueron realizados por triplicado.

Aislado/ Medio YMGA
Colorante IN AR183 AG27 BBR BK5 ABF Oll lap
CS5 2 1 1.5 0.875 1.25 2 1.125 11.5
CS63 2 0.5 2 0.75 1 2 1.125 9.75
CuUl 2 1 15 1 2 2 2 9.38
LE5S 2 0.875 0.875 0.5 0.75 2 1 8.50
LE13 2 0.875 1.375 0.75 1.25 2 1.25 9.50
LE95 2 0.75 1.5 0.625 1.25 1.125 1.25 8.00
BAD 2 0.5 0.625 0.75 0.625 0.75 1 6.25
Pch 15 0.375 0.75 0.5 0.75 0.875 0.375 5.13
Medio BF

IN AR183 AG27 BBR BK5 ABF Oll lap
CS5 2 0.875 1 0875 1.125 1.75 1.25 9.75
CS63 2 0.875 1 1.25 1.375 2 1 8.88
Cul 2 0.875 1 0.875 1.25 2 1.75 9.5
LE5 2 0.875 0.875 0.5 0.75 2 1 9.25
LE13 2 0.875 0.875 0.625 1.25 2 1.25 8.88
LE95 2 0.75 1.125 05 1.375 2 1.5 8.00
BAD 2 0.625 0.75 0.5 0.75 0.875 1 6.50
Pch 0.875 0 0.25 0 0 0.5 0 1.63

Medio TK

IN AR183 AG27 BBR BK5 ABF oll lap
CS5 1.75 1 1875 1188 1.813 2 1.438| 13.50
CS63 1.188 1 2 1313 1438 2 1.688| 11.06
Cul 2 1.75 2 1.75 2 2 2| 10.63
LE5 2 0.875 0.875 0.5 0.75 2 1| 11.63
LE13 2 0.75 2 0.75 1.188 2 15| 10.19
LE95 2 1.125 2 1.25 1.75 1.75 1.75 8.00
BAD 2 1 1.75 0.75 1 2 1 9.50
Pch 1.75 0.375 0.625 0.75 0.875 1.5 0.5 6.38

Iap Indice de Actividad Decolorante

En base a los resultados se puede afirmar que los aislados con mejor desempefio
decolorante fueron CU1 y CS5. Sin embargo, debido a que ambos aislados habian
sido objeto de un estudio previo de Licenciatura y el estudiante decidié continuar
trabajando con ellos en su proyecto de Posgrado, no fueron elegidos para continuar
con los ensayos en medio liquido y con la caracterizacion de sus principios
decolorantes. Por lo que para la siguiente etapa de nuestro proyecto fueron
seleccionaron los aislados CS63 y LE95, mismos que debido al amplio rango de

colorantes utilizados en el presente estudio, pueden considerarse igualmente



sobresalientes en su desempefio, comparadas con las referidas cepas. Ademas, hay
que resaltar que estas cuatro cepas mostraron una capacidad superior a las tres cepas

de referencia.

Tabla VII. Resumen de los ensayos en placa. Resultados con los aislados
seleccionados y dos cepas de referencia sobre CV, AR44, CV y PR en dos medios de
cultivo (4Cx2M) y sobre AR183, AG27, IN, Oll, BBR, BK5 y ABF en tres medios
de cultivo (7Cx3M). Todos los ensayos se hicieron por triplicado.

Indices de actividad ligninolitica y/o decolorante

Aislados 4Cx2M 7Cx3M
YMGA TK |YMGA BF TK | TOTAL
CUl 6.5 8 115 9.75 135| 49.25
CS5 725 6.5 9.75 8.875 11.06| 43.44
CS63 6.75 5.25| 9.375 9.5 10.63| 41.50
LE95 6 5.25 85 9.25 11.63| 40.63
LE13 6.125 5 9.5 8.875 10.19| 39.69
LE5 6.125 5.313 8 8 8| 35.44
BAD 6.125 5 6.25 6.5 95| 33.38
Pch 2.375 2.875| 5.125 1.625 6.375| 18.38

7.2 ldentificacion taxon6mica

La identidad especifica de los aislados seleccionados fue determinada en base a
la morfologia de los carp6foros mediante claves taxondmicas y confirmada mediante
técnicas moleculares por el CBS en Holanda. El aislado CS63 fue identificado por
medio de claves taxonémicas dicotomicas como Trametes hirsuta, pero el analisis
molecular, que implica la regién del Espaciador Transcrito Internamente (ITS por su
acronimo en Inglés) situada entre los genes 28S y 18S del DNA ribosomal, reveld
que se trata de Trametes (Funalia) trogii. La identificacién de LE 95 por su anatomia
fue confirmada por técnicas moleculares como Trametes pubescens. CS5 fue
identificado como Trametes hirsuta y CU1 como Trametes (Cerrena) maxima. El
género Trametes es de distribucion mundial, se caracteriza por su basidiocarpo
pileado, no estratificado, de contexto (carne) firme, blanco, crema o palido y
coriaceo; su sistema trimitico de hifas (generativas, esqueléticas y conectivas); la

presencia de fibulas en las hifas generativas y sus esporas cilindricas de pared



delgada que dan reaccion de Meltzer (IKI) negativa (Ryvarden, 1991). La taxonomia
de las especies se desglosa a continuacion y las caracteristicas diagnosticas en la
Tabla VIII.

Taxonomia de los aislados nativos

Reino Fungi

Phylum Basidiomycota

Clase Basidiomycetes

Orden Polyporales

Familia Polyporaceae

Género Trametes

Trametes (Cerrena) maxima (Mont.) A. David & Rajchenb. 1985 (CU1)

Trametes (Coriolus) hirsuta (Wulfen) Pilat 1939 (CS5)
Trametes pubescens (Schumach.) Pilat 1939 (LE95)
Trametes (Funalia) trogii (Berk.) Bondartsev & Singer 1941 (CS63)

Tabla VI1I. Caracteristicas diagnosticas especificas de los aislados nativos.

Especie
Caracteristica T. trogii T. maxima T. hirsuta T. pubescens
Formay Sésil, efuso- Sésil aumbonado | Sesil a efuso- Sésil, en masas
consistencia reflejo o en la base, reflejo, coriaceo circulares
resupinado, firme | correoso a rigido arigido imbricadas
flexible a rigido unidas por el
centro, coriaceo a
firme o rigido
Color de carpéforo Ocraceo, Blanco a cenizo, Grisaceo a Blanco a grisaceo
parduzco o cinéreo, amarillento o o amarillento
bronceado, bronceado ligero parduzco
0 pardo
Tamafio Lx Ax h 6x12x2cm 15x25x 0.8 cm 6x10x1cm 5x8x1lcm
Superficie y margen | Pubescente- Tomentoso a Hirsuto a Subglabro a
hirsuto, azonado, hirsuto- tomentoso, viloso-tomentoso
margen delgado y | tomentoso, en zonado 0 tomentoso a
agudo zonas fuertemente a casi hirsuto en la
concéntricas o acanalado de base, radial-linear
parches, margen margen oscuro hacia el margen
entero, lobado o
entero
Contexto, color, Blanco, fibroso, Blanco o palido, Blanco, 1-6 mm Blanco, 1-5 mm
grosor 2-5mm suave a
subcorchoso, 1-5
mm




Tabla VIII. Caracteristicas especificas de los aislados nativos (Continuacion).

Especie
Caracteristica T. trogii T. maxima T. hirsuta T. pubescens
Tubos 3-7 mm largo, 1-1.25 mm largo, | 1-4 mm largo, 1-4(-6) mm
raramente en 2 paredes gruesas, paredes gruesas y | largo, paredes
capas, paredes rigidas, enteras, a veces delgadas,
gruesas y enteras, | irpiciformes, delgados y de dentadas, bocas
bocas bocas margenes angulares
subcirculares a irpiciformes o lacerados, bocas
angulares e dedaleoides semicirculares
irregulares
Aspecto de la Blanquecina, Blanquecina, Blanca, Blanca a
superficie con poros | grisaceo o amarillenta, de amarillenta a amarillenta, 3-4
y ndmero por mm lavanda si en aspecto humo, 3-4
crecimiento, 3 denticulado, 2-3
Esporas Cilindricas Oblongo- Cilindricas o Cilindricas o
ligeramente elipsoides o alantoides, lisas, alantoides, lisas,
curvas, hialinas, cilindricas, lisas, hialinas, 4.5-7 x hialinas, 5-8 x 2-
8-10 x 2-3 um hialinas, 4-5x2- | 2-2.5 um 2.5um
2.5um
Cistidios NO NO NO
Estaquillas hifales Presentes Abundantes y No abundantes, Raros
(pegs) conspicuos cénicas a
cilindricas
Fibulas Sl Sl SI S| escasas
Caracter Contexto blanco, | El tomento en Una zona
diagnéstico sin hifas pardas, una capa superior | negruzca o
poros de bocas sobre una linea pardo-oscura en
blancas y color castafio que | el margen del
pequefias lo separa del pileo, superficie
contexto inferior | porosa regular
homogéneo,
superficie porosa
rasposa

7.3 Curvas de produccion enzimatica

Una vez demostrada la capacidad decolorante en placa de los aislados CS63 y
LE95, la siguiente interrogante fue en qué etapa del ciclo vital produce los

compuestos quimico-enzimaticos asociados al proceso. Para ello se crecieron los



aislados en medio BF y TK bajo dos diferentes condiciones de agitacion y se
determind y cuantificé las actividades enzimaticas de tipo Lac, MnP y LiP cada
tercer dia por un mes. Los resultados de la cuantificacion del tipo de produccion
enzimatica para cada aislado a lo largo de 30 dias se aprecian en las Fig. 3A, para el
caso de actividad tipo Lac y Fig. 3B, para la tipo MnP detectadas ambas en LE95 y
en la Fig. 4 para la actividad tipo Lac detectada como unico tipo de actividad
enzimatica en CS63. En ninguno de estos dos aislados nos fue posible detectar bajo
nuestras condiciones de cultivo actividad del tipo LiP.
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Figura 3A. Actividad enzimatica tipo Lac detectada en cultivos de LE95. En un
periodo de 30 dias en medio de Tien y Kirk con agitacion, con (CACI) y sin (CASI)
inductores; sin agitacion, con (SACI) y sin inductores (SASI) y en medio Bran
Flakes con (CABF) y sin (SABF) agitacion. Los ensayos se realizaron por triplicado
y en todos los casos la desviacion estandar fue menor al 5%.

La actividad Lac fue tres a cuatro veces mas elevada en los cultivos en el medio
limitado en nutrientes (TK) con agitacion e inductores (AV, Mn™", Cu™) que la
detectada en medio lignocelulésico (BF) con agitacion. En el medio TK con
inductores, sin agitacion, la actividad fue 4 a 14 veces menor que en el mismo medio
con agitacion. La actividad en el medio con agitacion e inductores fue detectada a
partir del dia 6, para llegar a un maximo alrededor del dia 18 y decaer a partir del dia
24. En los medios SACI y CABF la actividad fue subiendo gradualmente a partir del
dia 10 para decaer después del dia 28, siendo mayor siempre en el medio BF agitado.

En el resto de las condiciones la produccion de Lac fue practicamente nula.
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Figura 3B. Actividad enzimatica tipo MnP detectada en cultivos de LE95. En un
periodo de 30 dias bajo las mismas condiciones que en la figura anterior. LoS
ensayos se realizaron por triplicado y en todos los casos la desviacion estandar fue
menor al 5%.

La produccion de MnP en LE95 se presentd siempre despues de la de Lac.
Siendo mayor para el medio de TK con inductores, pero solo hasta el dia 30 de
cultivo. Gréficos similares, con un pico breve de produccion se presentaron en el
medio de Bran Flakes agitado y el de TK agitado y con inductores, en el primero la
produccién fue mayor y anterior (dia 20) mientras en el segundo fue casi cuatro
veces menor y posterior (dia 24). Graficos similares se observaron también en
condiciones no agitadas en TK con inductores y BF, en el primero la produccion
inicid el dia 18 mientras en el segundo ocurrié hasta el dia 24 y fue alrededor de 2.5
veces inferior.

La produccion enzimatica del tipo Lac en CS63 fue seis veces mayor comparada
con la de LE95. Para CS63 el medio lignoceluldsico le fue méas favorable tanto
agitado como en reposo, a diferencia de las condiciones 6ptimas de produccion de
LE95. De hecho la produccion fue similar en este ultimo (SABF) y el de TK con
agitacion e inductores. Aungue la produccién inici6é 8 dias antes en medio TK con
inductores y reposo que aquella con inductores y agitacion, su produccion fue

alrededor de la mitad que esta Gltima.
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Figura 4. Actividad enzimatica tipo Lac detectada en cultivos de CS63. Las
condiciones son las mismas que en la Figura 3A. Los ensayos se realizaron por
triplicado y en todos los casos la desviacion estandar fue menor al 5%.

7.4 Caracterizacion de los principios decolorantes

7.4.1 Ensayos de decoloracion en cultivos liquidos y con muestras de cultivos

Los ensayos con extractos crudos de cultivos sumergidos indicaron que antes
de 16 dias, la Unica actividad enzimatica presente era del tipo lacasa. Para determinar
si el proceso de decoloracién podia atribuirse a esta actividad enzimatica, se
realizaron ensayos de decoloracion con cultivos sumergidos (Tabla 1X) y con sus
muestras libres de células (Fig. 5). Al agregar los colorantes (0.02% P/V) a cultivos
sumergidos de 12 dias (19.44 UI™ LE95 y 129.5 UI* CS63), hubo decoloracion,
aungue en diferente grado dependiendo del tipo de colorante ensayado. Como se
observa en la Tabla IX, el colorante CV fue practicamente decolorado en su totalidad
por los cultivos miceliares, mientras el RBBR fue decolorado mas eficientemente por
CS63 que por LE95. AR44 resultd el mas dificil de decolorar bajo estas condiciones.

La inspeccidn visual permitié determinar que la desaparicion de color no se debi6 a
adsorcion al micelio.



Tabla IX. Porcentajes de decoloracion de RBBR, AR44 y CV obtenidos en
cultivos sumergidos de LE95 y CS63. Colorantes al 0.02% en 100 ml de cultivos de
12 dias. Los ensayos por triplicado tuvieron valores inferiores al 5% en su desviacion
estandar.

Tiempo RBBR AR44 CV
(hrs) CS63 LE95 CS63 LE95 CS63 LE95
0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
1 52.6 69.7 54.8 50.6 49.9 64.5
2 61.5 75.1 59.9 59.1 61.6 74.8
4 69.4 77.5 66.2 67.3 76.4 83.9
6 77.7 80.0 67.2 73.3 85.1 88.2
24 92.1 87.5 74.9 83.5 94.8 93.3

Los resultados de decoloracién con las muestras libres de células de los

cultivos, tomadas a los 12 dias se muestran en la Figura 5. En ella se aprecia la caida
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Fig. 5. Curvas de disminucion de absorbancia de los colorantes RBBR (1), AR44
(2) y CV (3) con muestras de cultivos de LE95 (A) y CS63 (B). Soluciones
acuosas al 0.002% aplicando 100 ul de una muestra de cultivo en un volumen final
de 3 ml y siguiendo el cambio de absorbancia a los 5, 10, 15, 30, 60, 120, 240, 360
miny a las 24 h. El testigo fue la muestra de cultivo tratada con calor. Los ensayos se
realizaron por triplicado y en todos los casos la desviacidn estandar fue menor al 5%.



de la absorbancia debida a la capacidad decolorante extracelular de los dos hongos a
lo largo de 24 h. Un efecto hipsocromico (desplazamiento hacia la izquierda del pico
de absorcion) debido a la accion decolorante se aprecia en el CV. Los resultados
expresados como porcentajes de decoloracion a lo largo de este tiempo y medidos
como la pérdida de absorbancia con respecto al pico de maxima absorcion para cada
colorante se aprecian en la Tabla X y graficamente en la Figura 6. Los resultados
demuestran que la capacidad decolorante varia en cada hongo de acuerdo al tipo de
colorante. Todas las cepas nativas mostraron mejor capacidad que la de referencia B.
adusta. EI RBBR resulto el colorante més dificil de decolorar bajo estas condiciones.

Tabla X. Porcentajes de decoloracion obtenidos con muestras de 100 pl de
cultivos de 12 dias de BAD, LE13, LE95 y CS63. Los ensayos por triplicado
tuvieron valores de desviacion estandar inferiores a 5%.

Tiempo BAD LE13 LE9S CS63
(min) | RBBR AR44 CV |RBBR AR44 CV |RBBR AR44 CV |RBBR AR44 CV
0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
5 3.9 3.8 12 61.2 135 8.5 52.1 414 159 | 727 107 116
10 4.2 5.4 21 708 203 157 | 639 514 327 | 814 190 151
15 5.2 5.3 2.6 712 246 290 | 713 56.8 40.1 | 824 274 247
30 6.8 6.5 122 | 72.0 513 491 | 793 636 563 | 79.3 482 325
60 6.4 71 190 | 737 783 628 | 834 689 673 | 763 743 468
120 7.8 8.5 299 | 731 958 715 | 810 769 766 | 748 950 614
240 11.0 9.1 345 | 748 968 811 | 8.8 931 843 | 788 962 728
360 15.0 7.0 427 | 872 972 788 | 871 950 884 | 761 949 794
24h | 373 156 720 | 815 979 911 | 872 973 937 [ 914 100.0 91.0

Para confirmar que la péerdida de color podia atribuirse a la actividad
enzimatica, se realizaron diferentes pruebas con muestras de cultivos. En la primera
prueba, las muestras fueron sometidas a un tratamiento con calor, colocandolas 10
minutos en agua a punto de ebullicion, dejandolas enfriar antes de agregarlas a una
mezcla de reaccion conteniendo amortiguador de acetato de sodio y colorante.
Mientras en las mezclas con los extractos no tratados ocurria decoloracion, en
aqueéllas sometidas al tratamiento con calor se perdié la capacidad decolorante

(Testigos en la Figura 5).
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Fig. 6. Decoloracion de A) RBBR, B) AR44 y C) CV por muestras de cultivos de
B. adusta, LE13, LE95 y CS63. Las graficas se elaboraron con los datos de la Tabla
X'y comprenden hasta las 6 horas. La concentracion de los colorantes utilizada fue
20 ppm. Los porcentajes frente al cuadro de leyenda son las decoloraciones
alcanzadas a las 24 horas. Los ensayos se realizaron por triplicado y en todos los
casos la desviacion estandar fue menor al 5%.



En otro experimento de decoloracion con muestras de cultivos (sobrenadantes)
se hizo evidente que entre los colorantes ensayados, algunos eran méas susceptibles
que otros de decolorar, pudiéndose distinguir tres grupos (Fig. 7). En el primero las
absorbancias caian abruptamente durante las primeras 24 h perdiendo mas del 50%
del color rapidamente, por lo que se podrian considerar de facil decoloracion, es el
caso de RBBR, AR44, CV, ABF, AG27 e IN. El segundo grupo es degradado
paulatinamente conforme transcurre el tiempo y es decolorado finalmente en un
menor grado (50-80%) que los del primer grupo (que alcanzan finalmente un 85-
100%). En este segundo grupo que incluye al Oll, BK5 y BBR los dos ltimos sufren
una transformacion, cambiando su color original sin ser clarificados en su totalidad
(por ejemplo, BK5 cambia de azul oscuro a purpureo). En un Gltimo grupo estaria el
AR183, el cual después de una decoloracion inicial se torno recalcitrante al proceso
de decoloracion.

Este experimento se realizd en un volumen de 3 ml con 300 microlitros de
cultivos de 12 dias y 0.002% de colorante en agua. Las actividades de LAC para
LE95 y CS63 fueron respectivamente de 29.5 UI™* y 220 UI™. LE95 decolord en
alrededor de un 95% los colorantes Indigo, RBBR, AG27 y ABF en 24 h. De los
colorantes restantes 3 fueron decolorados en mas de un 50%: BK5 (89%), BBR
(71%), OIl (61%) mientras el AR183 practicamente no sufrié decoloracion. Los
colorantes IN, ABF, AG27, RBBR fueron decolorados en un porcentaje superior al
95% en 24 h por CS63, mientras el BK5 y Oll en un 78 y 52 % respectivamente en el
mismo periodo y el AR183 y BBR fueron los menos susceptibles al ataque de los
principios quimico enzimaticos ya que sus curvas de decoloracion se aplanaron en 44

y 36 % en 24 h y ya no cayeron mas.
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Fig. 7. Pérdida de color por diferentes colorantes debido a la accion de los
sobrenadantes de A) CS63 y B) LE95. Los ensayos se realizaron por triplicado y en
todos los casos la desviacion estandar fue menor al 5%.

(ver también Apéndice G).

En la segunda prueba, se tratd de determinar si el efecto decolorante dependia
de la proporcién de los principios decolorantes en la muestra de -cultivo
(sobrenadante) y como le afectaba la concentracion de colorante. La Figura 8
muestra los resultados con el colorante Oll, manteniendo una concentracion fija de

este colorante mientras se incrementaba la proporcion de la actividad enzimatica tipo



lacasa y al aumentar la concentracion del colorante, manteniendo fijo el valor de las
unidades de actividad. EI colorante se seleccioné debido a que su decoloracién es
menor y mas lenta que los usados en ensayos anteriores (RBBR, AR44 y CV) y es
decolorado por ambos aislados. Al haber una mayor actividad enzimética ocurri6é una
mayor decoloracion (grupos de barras). Mientras que al aumentar la concentracion de
colorante la capacidad aumenta para después disminuir (comportamiento de una

misma barra entre grupos). Resultados similares se obtuvieron para LE95.
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Fig. 8. Efecto de la concentracion de colorante y las unidades de actividad tipo
lacasa de cultivos de CS63 en el proceso de decoloracion del Oll. Los ensayos se
realizaron por triplicado y en todos los casos la desviacion estandar fue menor al 5%.

En una tercera prueba se observo el efecto de tres agentes quimicos que poseen
efectos inhibidores de la actividad de las lacasas y otras enzimas oxidativas. Para
ellos se utilizaron muestras de extractos crudos de cultivos de LE95 y CS63 con 10 U
de actividad y se compard la decoloracién al cabo de 2 horas sobre una
concentracion de 200 ppm de cada uno de los colorantes RBBR, AR44 y CV, en
ausencia y presencia de 10 mM de cada uno de los inhibidores azida de sodio, acido
tioglicdlico y EDTA. La tabla XI resume los resultados, en los cuales la azida de
sodio y el &cido tioglicolico inhibieron la decoloracion, mientras la presencia del

EDTA solo lo hizo parcialmente.



Tabla XI. Porcentajes de decoloracién por extractos de cultivos de LE95 y CS63
(10 U Lac) sobre los colorantes RBBR, AR44 y CV (200 ppm) en ausencia

(Testigo) y presencia de 10 mM de inhibidores enzimaticos después de 2 h.

Colorante Testigo Azida de Ac. EDTA
Sodio Tioglicélico
Aislado (0.02%) (0 mM) (10 mM) (10 mM) (10 mM)

RBBR 80 0 0 72
CS63 AR44 95 0 0 86
CVv 83 0 0 75
RBBR 90 0 0 46
AR44 7 7

LE95 3 0 0 3
CVv 92 0 0 45

Las Figuras 9 y 10 resumen los resultados de los ensayos en que se intentd
relacionar el crecimiento micelial con la produccion enzimatica y los incrementos de
ésta con la capacidad decolorante. Los ensayos corresponden solamente al aislado
CS63 y se escogid este aislado sobre LE95 por poseer las ventajas de presentar un
crecimiento mas rapido, una mayor produccién enzimética y debido a que no
requiere de la adicion de cofactores (manganeso o peréxido de hidrogeno) en sus
procesos oxidativos. En la primera grafica se observa que al volverse asintdtica la
curva de crecimiento medida en funcion de la biomasa de los cultivos (alrededor de
3.5 gl™), se inici6 la produccién enzimatica y siguié incrementandose a lo largo de
todo el ensayo (valor maximo 3,000 UI™"). En la sequnda gréfica se repite la curva de
actividad y se observa que al incrementarse los valores de la misma aumentd la
capacidad decolorante sobre RBBR e IN (hasta un 73 y 15% respectivamente). Del
mismo grafico podemos concluir que estos colorantes fueron mas susceptibles de
decoloracion por CS63 que CV 0 AR44.
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Fig. 9. Curvas de actividad lacasa y produccion de biomasa de Trametes hirsuta
CS63 a lo largo de 30 dias de cultivo en medio Tien y Kirk modificado. Los
nameros de muestra corresponden a tomas realizadas cada tercer dia. A partir de la
muestra 4 se extrajeron matraces con cultivos y se obtuvieron sus extractos crudos y

biomasa. Los ensayos se realizaron por duplicado y en todos los casos la desviacion
estandar fue menor al 5%.
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Fig. 10. Curvas de actividad lacasa en cultivos de T. hirsuta CS63 a lo largo de
30 dias de cultivo en medio Tien y Kirk modificado y el efecto decolorante de
sus extractos crudos sobre 4 colorantes. Los nUmeros de muestra corresponden a
tomas realizadas cada tercer dia. A partir de la muestra 4 se extrajeron matraces con
cultivos, se obtuvieron sus extractos crudos, se les determiné actividad enzimatica y
con ellos se corrieron los ensayos de decoloracion. Los ensayos se realizaron por
duplicado y los valores tuvieron una desviacion estandar inferior al 5%.



7.4.2 Uso de sustratos enzimaticos especificos y retiro de cofactores

La Tabla XII resume los ensayos realizados para caracterizar el tipo de
actividad enzimatica en extractos crudos de cultivos de CS63 y LE95 en medio de
Bran Flakes obtenidos a los 12 dias de crecimiento. Los resultados de las pruebas
fueron iguales para ambos aislados. Empleamos inicialmente para determinar el tipo
de actividad enzimatica los sustratos siringaldazina para lacasa, alcohol veratrilico
para lignino peroxidasa y el &cido malénico y sulfato manganoso para manganeso
peroxidasa, todos ellos sustratos especificos de cada tipo de actividad enzimatica.
Los resultados con estos sustratos indicaron que el tipo de actividad presente en
cultivos jovenes siempre correspondia a lacasa y s6lo para LE95 en cultivos
maduros, a MnP. Nunca pudimos detectar bajo nuestras condiciones algun tipo de
actividad LiP. Sin embargo, al emplear pares de sustratos especificos para confirmar
la ausencia de peroxidasas, los resultados positivos con el par DMAB + MBTH
hicieron sospechar la presencia de MnP y aquéllos con AAP y DCP la presencia de
LiP. Por lo que para confirmar la lacasa como Unica actividad decolorante en los
cultivos de CS63 y los jovenes de LE95 utilizamos DMOP y retiramos los cofactores
necesarios para la actividad oxidante de las peroxidasas, reafirmando la presencia de

la actividad lacasa como Unica responsable en el proceso.

Tabla XII. Resultados de ensayos con diferentes sustratos y en presencia y
ausencia de cofactores para confirmar el tipo de actividad presente en extractos
crudos de cultivos de LE95 y CS63 en medio TK. Los resultados fueron idénticos
para ambos aislados.

Reactivos en la mezcla de reaccion
Sustrato Cofactor Catalasa | EDTA | R Presencia presuntiva de
H,0, | Mn** Lac MnP LiP
SYR - - - - + + - -
Malonato + + - - + - + -
AV + - - - - - - -
DMAB+MHBT - - - - + - + -
AAP+DCP - - - - + - - +
DMOP + + - + + + +
DMOP + - - + + + - +
DMOP - - + + + + - -

R resultado, + - presencia o ausencia del cofactor, el reactivo o la actividad
enzimatica en la mezcla de reaccion. Ensayos realizados por triplicado.



7.4.3 Electroforesis en gel de poliacrilamida y zimogramas

Hasta aqui los experimentos apuntaban a que la capacidad decolorante del
hongo podia atribuirse a un agente extracelular termolabil, de peso molecular
superior a 10 kDa, con actividad oxidante, de potencial redox aparentemente elevado
y muy probablemente de tipo lacasa.

Como una prueba contundente de que la actividad lacasa era la Unica
responsable del proceso decolorante registrado por los extractos crudos de los
aislados, se decidi6 emplear electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE). En un
gel en presencia de SDS separamos las proteinas de una muestra desnaturalizada de
acuerdo a peso molecular y carga idnica y establecimos su posicion relativa en el gel,
revelandolas con azul de coomasie y comparando su posicion relativa con la de
marcadores de masa conocida. Este gel lo comparamos con zimogramas en los que
las proteinas de una muestra nativa fueron separadas y reveladas por su actividad
decolorante sobre el gel nativo previamente tefiido con AG27 y RBBR. El
razonamiento fue que al efectuar la separacion de las proteinas nativas mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida, eliminamos completamente la posibilidad que
estuvieran presentes mediadores que pudiesen contribuir a la oxidacion de sustrato o
a la decoloracion y si las bandas reveladas por la oxidacion del sustrato DMOP
coincidian en posicion con las bandas de decoloracién, estariamos confirmando sin
lugar a dudas que la lacasa era la enzima responsable del proceso decolorante. Los
resultados se muestran en la Figura 11 donde se revela la actividad lacasa de LE95
como un grupo de bandas (isoformas) que migran entre los marcadores ovalbimina y
fosforilasa b (45 y 97 kDa) y la de CS63 como una banda Unica que migra entre la
anhidrasa carbonica y ovalbumina (31 y 45 kDa). Las bandas decoloradas
coincidieron con las bandas de zimogramas en los que la actividad lacasa fue

evidenciada por la oxidacion de DMOP.
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Fig. 11. Analisis mediante gel de poliacrilamida al 12% de la actividad
decolorante. A la izquierda los pesos moleculares correspondientes a los estandares
de peso molecular en kDa. Los carriles corresponden a: 1 estandares de bajo peso
molecular Biorad®, 2 y 3 proteinas de LE95 y CS63 desnaturalizadas y reveladas
con Coomasie, 4 y 5 actividad lacasa de LE95 y CS63 revelada por su accién
decolorante sobre AG27, 6 y 7 las mismas actividades sobre RBBR, 8 y 9 reveladas
por la oxidacion de DMOP. Ensayo realizado por duplicado.

Esto dltimo se observd también en el resultado de la electroforesis
correspondiente a la Figura 12. En ella aparecen a la izquierda del gel los pesos
moleculares correspondientes a los marcadores de peso molecular pretefiidos
Kaleidoscope® cargados en el carril 1 y las bandas proteicas y de actividad lacasa
de LE95 (48-105 kDa) en los carriles 2 y 4, y de CS63 (45 kDa) en los carriles 3y 5

respectivamente. Las actividades de las lacasas fueron reveladas con DMOP.
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Fig. 12. Actividad lacasa revelada en ausencia de cofactores mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida al 12%. Las muestras en los carriles
corresponden a: 1 estandares de peso molecular Kaleidoscope®, 2 y 3 extractos de
LE95 y CS63 desnaturalizados, 4 y 5 extractos de los mismos cultivos no tratados
con calor y revelados con DMOP. Notese el bandeado debido a la presencia de
isoformas en LE95. Ensayo realizado por duplicado.

En otro ensayo realizado para demostrar que la Unica actividad enzimatica
presente era la lacasa y que esta actividad era la responsable de la decoloracion, se
revelo la actividad y al mismo tiempo se demostré el efecto decolorante mediante
zimogramas, utilizando los colorantes Azul , RBBR y AG27 y los sustratos SYR,
DMOP, ABTS y DMAB-MBTH. La figura 13 muestra la presencia de bandas
decoloradas y reactivas en posiciones similares después de efectuada las
electroforesis. Ya que esta actividad oxidante ocurrié después de retirar toda
presencia de cofactores, la decoloracion de los colorantes y el desarrollo de color con
los sustratos solo pudo deberse a la actividad lacasa. Estos resultados también
demuestran que las lacasas de ambas cepas tienen la capacidad de ocasionar el acople
oxidativo del par DMAB-MBTH, por lo que podrian tratarse de isoformas de lacasa

con alto potencial redox.



Fig. 13. PAGE nativos de lacasas de LE95 (A) y CS63 (B). Geles 1-3 efecto
decolorante sobre Reactive Blue 19, RBBR y AG27. Geles 4-7 actividades reveladas
con SYR, DMOP, ABTS y DMAB-MBTH respectivamente. Ensayo realizado por
duplicado.

Esto confirmd nuestros resultados anteriores que apuntaban a la lacasa como

Unica actividad enzimatica presente y responsable de la decoloracién.

7.4.4 Determinacion de los valores de pH y temperaturas 6ptimos para la actividad y
la estabilidad enzimatica

Con el objeto de conocer las caracteristicas funcionales de la actividad lacasa se
desarrollaron ensayos para determinar su temperatura y pH optimos, asi como su
estabilidad a diferentes concentraciones de iones hidrégeno y temperaturas. Las
Figuras 14 A y B son resultados de ensayos de actividad tipo lacasa realizados a
diferentes valores de pH en amortiguador de acetato de sodio. En ellas se observa la
variacion de los valores de la actividad tipo lacasa para extractos crudos de cultivos
de CS63 y LE95 en el medio lignoceluldsico y el limitado en nutrientes. Los
resultados muestran que los valores 6ptimos de pH en los que se registraron maximos

de actividad tipo lacasa fueron de 4.0 para CS63 y de 3.5 para LE95.
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Fig. 14A. Curvas de actividad enzimatica tipo Lac de CS63 en funcion del pH
regulado con amortiguador de acetato de sodio 200 mM, registradas por extractos
crudos obtenidos de cultivos en medios BF y TK. Ensayos por triplicado con valores
de desviacion estandar inferiores a 5%.

100
80 -
S
~ 60 -
3 —&— LE95 BF
©
o
2 40| —8—LE95 TK
(8]
<
20 -
0 T T T T
2 3 4 5 6
pH

Fig. 14B. Curvas de actividad enzimatica tipo Lac de LE95 en funcion del pH
regulado con amortiguador de acetato de sodio 200 mM, registradas por extractos
crudos obtenidos de cultivos en medios BF y TK. Ensayos por triplicado con valores
de de desviacion estandar inferiores a 5%.

En la Fig. 15 se observa que los resultados anteriores fueron similares a los
obtenidos con los de extractos crudos de cultivos en Bran Flakes, al utilizar

amortiguador de citrato y fosfato de sodio en lugar de acetato de sodio.
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Fig. 15. Curvas de actividad enzimatica tipo Lac de CS63 y LE95 en funcion del
pH regulado con amortiguador citrato-fosfato (50:100), registradas por extractos
crudos obtenidos de cultivos en medio BF. Ensayos por triplicado con valores de
desviacion estandar inferiores a 5%.

Los valores de pH determinados como 0ptimos para las actividades enzimaticas
de los aislados se mantuvieron constantes en los ensayos en los que se determinaron
las temperaturas Optimas de actividad de los aislados. Para ello se utilizd 0.1 ml de
DMOP en una mezcla de reaccion de 3 ml utilizando amortiguador de acetato de
sodio y 10 ul del concentrado de cultivo. Los resultados en medio BF se muestran en
la figura 16A, donde se observa una actividad por arriba del 90% en el rango de
temperaturas comprendido entre los 50 y 70°C para CS63, mientras la actividad
arriba del 90% se registro entre los 70 y 80°C para LE95. En medio TK, la actividad
arriba de 90% se registro entre los 60 y 80°C para CS63 y entre los 50 y 80°C para
LE95 (Fig. 16B).
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Fig. 16A. Curvas de actividad enzimatica tipo Lac de CS63 y LE95 en funcion
de la temperatura registradas por extractos crudos obtenidos de cultivos en medio
BF. Ensayos por triplicado con valores de desviacion estandar menores a 5%.
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Fig. 16B. Curvas de actividad enzimatica tipo Lac de CS63 y LE95 en funcion
de la temperatura registradas por extractos crudos obtenidos de cultivos en medio
TK. Ensayos por triplicado con desviaciones estandar menores a 5%.

La estabilidad térmica fue determinada para extractos crudos de cultivos en
medio Bran Flakes para ambos aislados, utilizando DMOP como sustrato y
amortiguador de acetato de sodio a los valores éptimos de pH determinados para
cada aislado. El concentrado de cultivo de CS63 (Fig. 17A).
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Fig. 17A. Curvas de estabilidad de la actividad enzimatica tipo Lac en funcion
de la temperatura de CS63 registradas por extractos crudos obtenidos de cultivos

en medio BF. Ensayos por triplicado, valores con desviaciones estandar menores a
5%.
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Fig. 17B. Curvas de estabilidad de la actividad enzimatica tipo Lac en funcion
de la temperatura de LE95 registradas por extractos crudos obtenidos de cultivos

en medio BF. Ensayos por triplicado, valores con desviaciones estandar menores a
5%.



retuvo mas del 80% de su actividad después de incubarlo por 1 h a 60°C, mientras
que a los 70°C esta actividad duré sélo 15 min, después de 10 min de incubacion a
80°C se perdi6 alrededor del 70% de actividad y a los 5 min de incubacién a 90°C
practicamente se perdio la totalidad. El aislado LE95 (Fig. 17B) perdié un 30% de su
actividad enzimatica después de una hora a 60°C y de 30 min a 60°C. Mas del 70%
de la actividad se perdi6 al incubar a 80°C por 10 min y la actividad fue nula a los 5
minutos de incubacion a 90°C.

Las figuras 18 y 19 muestran los resultados de la estabilidad de la actividad
enzimatica de los de extractos crudos de cultivos crecidos en medio BF después de
incubarlos a diferentes valores de pH. Para apreciar mejor la separacion de los puntos
solo se presentan los resultados para la primera hora, pero en este periodo es claro
que la estabilidad de la actividad enzimatica se incrementé para ambos aislados al
aproximarse el pH a la neutralidad y que la actividad de LE95 fue mas estable al
variar el pH que la de CS63. Esta tendencia se conservo durante las 3 h de

incubacion del ensayo (resultados no mostrados).
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Fig. 18A. Curvas de estabilidad de extractos crudos de cultivos de CS63 en BF a
diferentes valores de pH. Ensayos por triplicado, valores con desviaciones estandar
menores a 5%.
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Fig. 18B. Comportamiento de la actividad Lac de extractos crudos de cultivos
de CS63 en BF a diferentes valores de pH a los 60 min de incubacion. Los
ensayos por triplicado tuvieron valores menores al 5% en la desviacion estandar.
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Fig. 19A. Curvas de estabilidad de extractos crudos de cultivos de LE95 en BF a

diferentes valores de pH. Ensayos por triplicado, valores con desviaciones estandar
menores a 5%.
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Fig. 19B. Comportamiento de la actividad Lac para extractos crudos de cultivos
de LE95 en BF a los 60 min de incubacion a diferentes valores de pH. Ensayo por
triplicado, valores con desviaciones estandar menores a 5%.

7.4.5 Efecto de inhibidores sobre la actividad enzimatica

Las Figuras 20 a 22 muestran los resultados del comportamiento de la actividad
enzimatica tipo lacasa en presencia de tres conocidos inhibidores enzimaticos. El
EDTA y el &cido tioglicdlico tienen un efecto quelante que influye en estas oxidasas
metélicas por su efecto sobre los iones cobre presentes en el sitio activo de las
lacasas. El &cido tioglicolico y la azida de sodio son referidos como agentes
secuestrantes de especies activas de oxigeno. Ademas, la azida de sodio detiene el
paso de electrones del sitio T1 al T2 inhibiendo la actividad enzimatica.

La azida de sodio demostrd un efecto inhibitorio completo a concentraciones de
0.1 mM, seguida por el &cido tioglicolico a concentraciones de 10 mM, mientras el
EDTA redujo la actividad enzimética en un 75% o0 mas en ambos aislados, pero no
logré inhibirla completamente.
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Fig. 20. Efecto de diferentes concentraciones de EDTA sobre la actividad
enzimatica tipo Lac en extractos crudos de cultivos en medio BF. Ensayo por
triplicado cuyos valores tuvieron desviaciones estandar menores a 5%.
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Fig. 21 Efecto de diferentes concentraciones de Acido tioglicolico sobre la
actividad enzimatica tipo Lac en extractos crudos de cultivos en medio BF.
Ensayos por triplicado, valores con desviaciones estandar menores a 5%.
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Fig. 22 Efecto de diferentes concentraciones de Azida de Sodio sobre la
actividad enzimatica tipo Lac en extractos crudos de cultivos en medio BF.
Ensayos por triplicado, valores con desviaciones estandar menores a 5%.

7.4.6 Mediadores

En la Tabla XIIl se muestran los porcentajes de actividad de extractos de
cultivo de C63 y sus fracciones de alto (superior a 10 kDa) y bajo (inferior a 10 kDa)
peso molecular medidos con el sustrato DMOP en amortiguador de acetato de sodio
200 mM a pH 4. Al comparar la actividad del extracto nativo (619.18) con aquélla de
un volumen igual de la fraccion retenida y del filtrado, se observo un factor de
aumento en 9.5 veces en la primera (5,853.76), mientras el filtrado solamente
presento un 0.15% de la actividad del extracto (0.93). Al reconstruir el extracto con
una parte proporcional de cada una, la actividad registrada fue muy similar a la
original (600.60). Al reconstituir las fracciones diluyendo en 9.5 veces el retenido en
agua destilada y utilizando un volumen 9.5 veces mayor del filtrado, la actividad se
restituyo a un valor similar al del extracto original en el primero (595.12), mientras la
actividad en el mayor volumen del retenido, apenas llegé al 1.4% del original, lo cual

indico que no habia mediadores presentes en la fraccién de bajo peso molecular.



Tabla XII1. Porcentajes de actividad Lac del concentrado de cultivo de CS63 y
sus fracciones de pesos moleculares superior e inferior a 10 kDa. Experimento
realizado por triplicado con desviaciones estandar inferiores a cinco porciento. La
actividad lacasa original (extracto nativo) asi como la registrada después de
concentrar en la membrana por el sistema Amikon por el retenido y el filtrado
(nativos) y la obtenida después de calcular los volumenes proporcionales
correspondientes a 100 microlitros del extracto original se reportan en Unidades por
litro.

. Actividad UI1 .
Fraccion de Porcentajes
Cultivo Nativo Reconstituido de actividad
Extracto 619.18 600.60 97.0
Retenido 5853.76 595.12 96.1
Filtrado 0.93 8.84 1.4

Al utilizar 100 pl del concentrado nativo (Fig. 23C), un volumen del retenido
disuelto en agua destilada y con actividad Lac final igual al extracto nativo (Fig.
23B) y 950 ul del filtrado (Fig. 23A) para decolorar AG27, que es uno de los
colorantes del grupo 1 (de facil decoloracién), los resultados de los espectros
indicaron un comportamiento similar entre el retenido reconstituido y el extracto
nativo (Fig. 23B y 23C), mientras el espectro de decoloracion del AG27 con el
filtrado mostro un efecto decolorante menor (Fig. 23A). Al observar estos resultados
en porcentajes de decoloracion (Fig. 24) resulta evidente que la mayor proporcion de
principios decolorantes quedo concentrada en la fraccion de elevado peso molecular
y que los valores del extracto y el retenido reconstituido son similares y estan en
funcion a la actividad Lac, lo cual confirma la ausencia de mediadores decolorantes
en la fraccion de bajo peso molecular (filtrado) y que esta actividad en el filtrado
posiblemente se deba al paso de Lac a través del filtro. El testigo (agua con el
colorante) registrod una caida en absorbancia a las 24 horas debido a que el pigmento
se quedo visiblemente adherido en las paredes del tubo de ensayo, lo que provoco

una lectura menor en la celda.
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Fig. 23. Espectros de decoloracion de AG27 obtenidos con C) extractos crudos
de cultivos de CS63 y sus fracciones B) superior y A) inferior a 10 kDa.
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Fig. 24. Porcentajes de color residual de AG27 obtenidos en mezclas de reaccion
con extractos crudos de cultivo de CS63 y sus fracciones superior e inferior a 10
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reaccion corresponde a un volumen de 3 ml con 0.1 ml del concentrado de cultivo o
el volumen proporcional en actividad del retenido o con 950 pl del filtrado y 200
ppm del colorante.



8. DISCUSION

8.1 Aislamiento y seleccidn de los aislados nativos con mejor capacidad decolorante

8.1.1 Método de aislamiento

Aln con la acidificacion del medio con acido tartarico para evitar la
contaminacion por bacterias y el empleo de Benomyl contra hongos ascomicetes
(excepto pleosporales) y mitospdricos (Carlile et al., 2001), es frecuente que
aparezcan colonias de bacterias, levaduras, Penicillium y Trichoderma durante los
aislamientos. Por lo tanto se recomienda lavar la superficie exterior del carpoforo con
algun detergente, antes de seccionarlo. Para obtener el fragmento de carpéforo para
aislarlo Lodge et al. (2004), recomiendan la cercana al pileo, pero la zona basal,
comunmente de crecimiento mas activo resulté mejor en muchos casos. Estos autores
sugieren intentar el aislamiento a partir de puntas de hifas, lo cual puede hacerse a las
24 h de crecimiento en agar, observando bajo el microscopio (método personal del
Dr. Raul Rodriguez del INIFAP, adoptado exitosamente) y transfiriéndolas a cajas
con medio PDA o0 YMGA. Es recomendable el evitar contaminantes afiadiendo acido
lactico. Se sugiere la obtencion de cultivos puros de micelios crecidos a partir de las
puntas de hifas, ya que garantizan el monocultivo y la uniformidad genética

necesarias para la identificacion por técnicas moleculares.



8.1.2 Sistema de seleccion en placa utilizado

La evolucion de los sistemas de seleccidn en placa, para de una forma confiable
encontrar rapidamente, econémicamente y con un minimo de riesgos a la salud,
hongos capaces de degradar compuestos toxicos y recalcitrantes, se basa en el
empleo de sustratos que revelen la presencia de agentes quimicos flingicos mediante
un simple cambio de color, al usar sustratos de estructura quimica similar al
compuesto tdxico, pero mas inocuo que este, cuya degradacion pueda ser registrada
por observacion directa o facilmente por algin método quimico analitico. Se
considera que el sistema de seleccion en placa para detectar actividad ligninolitica y
decolorante seguido en este estudio es robusto, pues: incorpora a) los sustratos
cromogénicos guayacol y o-anisidina para la deteccion de peroxidasas y oxidasas
(Tekere et al., 2001), los cuales son menos irritantes que los tradicionalmente usados
acidos tanico y galico (Kiiskinen et al., 2004), b) los colorantes poliméricos RBBR y
Poly R478 que han demostrado ser mas confiables en estudios de identificacion del
tipo de pudricion causada por hongos de la madera (Cookson, 1995) asi como c¢)
colorantes de los tres grupos quimicos mas importantes en la industria (azo,
triarilmetano y antraquinonico), ademas de que d) se emplea principalmente en
hongos lignicolas y no en ectomicorricicos que comunmente no dan reaccion con
guayacol (Thorn et al., 1996), e) los resultados son evidentes a simple vista y f) evita
el manejo de sustancias contaminantes mas irritantes y potencialmente
carcinogénicas. Por el bajo riesgo en su empleo y el éxito para aislar y detectar cepas

decolorantes eficientes, se recomienda éste sobre otros sistemas.

8.1.3 Seleccidn de aislados con mejor capacidad decolorante

La seleccion en placa de los hongos con mejor actividad ligninolitica y
capacidad decolorante consistié en tres etapas. Un total de diez aislados nativos
fueron escogidos en la preseleccion basada en los resultados de las pruebas contra
tres cepas de referencia de los aislados de la coleccion en el sistema de tres sustratos

y tres colorantes o con nuevos aislados en la decoloracion del sustrato polimérico PR



y el colorante CV. Seis aislados fueron seleccionados en la segunda etapa basada en
la decoloracion de RBBR, AR y CV en dos medios, uno limitado en nutrientes y otro
lignocelulésico. Los seis mostraron una capacidad decolorante igual o superior a
aquélla de las cepas de referencia en igualdad de condiciones de cultivo. La ultima
seleccidn basada en la decoloracion de siete colorantes, permitié escoger los aislados
CS63, CU1, CS5y LE 95 en base a produccién de pigmento en placa, velocidad de
crecimiento, inhibicion del crecimiento por CV y capacidad decolorante, ya que en
ninguna de ellas se inhibe su crecimiento en los colorantes ensayados o se presenta
pigmentacion natural en su micelio. Entre estas cuatro que mostraron una
decoloracion mas eficiente frente a una mayor diversidad de colorantes, se
seleccionaron solamente CS63 y LE95 para la caracterizacion de los principios
responsables de su habilidad decolorante. Existen reportes previos de cepas nativas
con mejor actividad decolorante que las cepas de referencia en paises como Africa
(Tekere et al., 2001); Argentina (Saparrat et al., 2002; Levin et al., 2004); Brasil
(Okino et al., 2000) y las cepas seleccionadas igualan los resultados en placa de estos

reportes.

8.2. Identificacion taxondmica

La identidad taxonomica de los cuatro hongos seleccionados como mejores
decolorantes determinada inicialmente en base a sus caracteristicas morfoldgicas y
confirmada por técnicas moleculares resulto ser Trametes (Funalia) trogii CS63,
Trametes pubescens LE95, Trametes hirsuta CS5, Trametes (Cerrena) maxima CUL.
Ryvarden (1991), reconoce a Trametes como un género valido (existe un ejemplar de
herbario cuya diagnosis en latin fue publicada después de la fecha de partida para la
nomenclatura de Hongos [1-05-1753] y difundida a la comunidad cientifica) y
legitimo (se nombrd con estricto apego a las reglas nomenclaturales del Cédigo
Internacional de Nomenclatura Botanica) dentro de la familia Polyporaceae y a
Funalia y Coriolus como sinénimos de Trametes. Este género Se relaciona
morfolégicamente con los géneros causantes de la pudricion blanca Pycnoporus,
Hexagonia y Coriolopsis, pero se les distingue por el color rojo del primero y el

pardo en los otros dos, también morfoldgicamente se le relaciona con Lenzites pero



se le separa por el himendforo lamelado de este otro género. Segln Prewitt et al.
(2008), su analisis de la secuencia de nucleétidos de la region espaciadora interna
transcrita (ITS) del RNAr permite afirmar que Trametes y Phanerochaete son taxa
hermanos y ambos lo son del género Gloeophyllum. Trametes y Phanerochaete
causan podredumbre blanca mientras Gloeophyllum provoca una podredumbre parda
en la madera, aunque en G. trabeum se ha encontrado una secuencia de DNA similar
a la de lacasas de los hongos de la podredumbre blanca y el hongo posee la
capacidad de oxidar el ABTS (D’Souza et al., 1996). Los resultados de la
identificacion taxondmica de las especies de Trametes de este trabajo estan apoyados
por analisis moleculares realizados por peritos en el area, aln asi, la morfologia de
los carp6foros se traslapa con descripciones anatémicas de otras especies y la
comparacion de las secuencias nucleotidicas tiene hasta un 5% de margen de error,
esto indica que la morfologia de los carpoforos de las especies de este género son tan
variables que es dificil distinguirlas y mas auin, que la separacion de las especies de
regiones tropicales por medio de ITSs aln requiere mas informacion en las bases de
datos, pero es mas confiable que la obtenida por analisis de Polimorfismos de
Longitud de Fragmentos de Restriccion (RFLPSs), la cual segun Prewitt et al. (2008),
no es confiable para la separacidn de especies, también debido a que son
insuficientes para esta tarea los registros en las bases de datos (NCBI Genbank) y a
que se necesita la incorporacion de mas cebadores especificos para basidiomicetos.
La conclusion es que para evitar confusiones entre las especies del género
distribuidas en México, se requiere un estudio que genere una base de datos que

deberd incluir las caracteristicas morfoldgicas y las secuencias ITS para cada una.

8.3 Produccién enzimatica

Las diferencias en el tipo de actividad enzimatica entre CS63 y LE95 y en las
cantidades bajo diferentes condiciones de cultivo coinciden con resultados similares
encontrados para otras especies con sistemas modificadores de lignina. Los sistemas
enzimaticos exhiben caracteristicas diferenciales dependiendo de la especie, cepa y
condiciones de cultivo (Rogalski et al., 1991). Phanerochaete chrysosporium tiene
mejor crecimiento y mejor produccion en condiciones alternadas de reposo y
agitacion o de reposo con adiciones esporadicas de oxigeno al medio, mientras otros

hongos lo hacen de forma dptima en condiciones de agitacion constante. La



produccion enzimatica encontrada para ambos aislados es inferior a la reportada para
las mismas especies en la literatura. En el caso de T. trogii, existen reportes de un
aislado tunecino que alcanza 110 Uml™ de produccién al afiadirse como inductores al
medio Soytone®, etanol (3% V/V) y Cu™ (350 uM) (Dhouib et al., 2005), mientras
para T. pubescens los reportes indican una mayor produccion (740 Uml™) en un
cultivo de lote alimentado a base de peptona, glucosa y sulfato de magnesio, usando
cobre como inductor (Galhaup et al., 2002). EI comportamiento de CS63 concuerda
con los resultados de Pickard et al. (1999) y otros autores después de ellos, quienes
afirman que el mejor medio para la produccion de enzimas ligninoliticas es el medio
BF. Ya que existen reportes que indican que ambas especies poseen la capacidad de
una mayor produccion enzimatica, se sugiere continuar las investigaciones
intentando maximizar la produccion enzimatica, optimizando el medio y las
condiciones de cultivo. Ensayar el medio Soytone usado por Dhouib et al. (2005) o
el BF para CS63, y el medio de Galhaup et al. (2002), para LE95, agregando
inductores enzimaticos como el etanol y el sulfato de cobre para ambos aislados. Este
altimo se ha postulado que posiblemente induce la expresidn de genes de
metalotioneinas (implicadas en almacenamiento de metales y procesos de
desintoxicacion y cuya regulacion opera via una metaloproteina regulatoria que
funciona tanto como receptora del metal como factor de transcripcion). Tal vez
xilidina para CS63 (que activa elementos de respuesta a xenobioticos o elementos de
respuesta antioxidante que se conoce median la activacion de la transcripcion por
sustancias aromaticas en eucariotas) (Galhaup et al., 2002). Otra linea de
investigacion futura podria contemplar el cultivar T. pubescens modificando la fuente
de carbono, el tipo de inductor, el material de soporte y el suministro de nitrégeno,
intentando obtener mezclas con diferentes proporciones de las enzimas Lac y MnP
con el fin de decolorar colorantes recalcitrantes al ataque de las enzimas individuales,
como se ha reportado para Ceriporiopsis subvermispora (Babic y Pavko, 2007).
Mediante los ensayos enzimaticos realizados con los extractos crudos o con
muestras de los cultivos sumergidos, pudimos detectar solamente la presencia de
actividad lacasa en CS63 y en el caso de LE95 se detectd principalmente esta
actividad, pero también algo de actividad MnP a medida que envejecia el cultivo.
Los ensayos demostraron que la actividad enzimética podia ser detectada hasta
después de finalizada la fase de crecimiento micelial y se incrementaba con el

envejecimiento del cultivo, es decir, coincide con el establecimiento de la idiofase y



al parecer es resultado del metabolismo secundario del hongo. Asi, los tiempos de
produccion concuerdan con reportes previos en los que la primera enzima en ser
detectada es la Lacasa y posteriormente la MnP y afirman que las enzimas que
participan en el sistema modificador de la lignina son producidas hasta que el hongo
se ha establecido en el cultivo (Chen et al., 2003; Saparrat et al., 2007).

Nerud y Mizurkova afirmaron en 1966 que rara vez las tres enzimas
modificadoras de lignina son producidas simultaneamente en cultivos sumergidos y
coinciden con otros autores (Tekere et al., 2001) en sefialar a la combinacién MnP-
Lac como la més frecuente en los HPB, las cuales por separado o en conjunto pueden
degradar la lignina.

Sin embargo, también existen hongos que producen lacasa como Unica enzima
ligninolitica, como el caso de Pycnoporus sanguineus (Eggert et al., 1996).
Considerando lo anterior, el haber detectado solamente actividad lacasa en CS63 no
es de extrafiar, sobre todo porque al parecer es una Lac de elevado potencial redox y
por ende muy probablemente capaz por si sola de atacar la lignina. Aunque su
presencia unica difiere con los reportes que indican que esta especie también produce
pequefias cantidades de MnP (Levin et al., 2005) y adn de LiP (Levin y Forchiassin,
2001), la primera enzima solamente ha sido detectada en cultivos ricos en nitrégeno
y la segunda solamente cuando se agrega aserrin al medio. Para LE95 existen
reportes que concuerdan en la presencia de las dos enzimas encontradas en los
cultivos de este hongo y su secuencia de produccién: Lac y MnP (Galhaup et al.,
2002).

8.4 Caracterizacion de los principios decolorantes

8.4.1 Ensayos de decoloracién en cultivos liquidos y con muestras de cultivos

Los ensayos de decoloracion en cultivos liquidos y con muestras de cultivos
permitieron demostrar que los principios quimico enzimaticos participantes en el
proceso decolorante eran metabolitos extracelulares que no requerian la participacién

del micelio. Para atribuir el efecto decolorante a la actividad enzimética detectada en



los cultivos, en una primera prueba se trataron con calor las muestras, demostrandose
que el principio era termoldbil al cesar la actividad decolorante en las muestras
tratadas (Testigos Fig. 5). En una segunda prueba se demostr6 que la capacidad
decolorante de los cultivos dependia de la actividad enzimatica de los mismos (tipo
lacasa) ya que ocurrié una decoloracion mas rapida como consecuencia del aumento
de las unidades enziméticas utilizadas en los ensayos de decoloracion y su
comportamiento al elevar la concentracion de colorante (sustrato) correspondia a
aquél tipico de una reaccion enzimatica en la que la capacidad decolorante
aumentaba para después disminuir, probablemente como consecuencia de la
saturacion de la enzima por el sustrato o posiblemente debido a un efecto inhibitorio
del colorante sobre aquélla (Fig. 7). Por ultimo se demostré que la presencia de
conocidos agentes inhibidores de enzimas oxidativas provocaba un decremento o la
pérdida total de la capacidad decolorante de los sobrenadantes de los cultivos, sin

importar el grupo del colorante (Tabla XI).

8.4.2 Uso de sustratos enzimaticos especificos y retiro de cofactores

Si bien la actividad tipo LiP nunca fue detectada con alcohol veratrilico bajo
nuestras condiciones de cultivo, al tratar de confirmar la ausencia de esta actividad
utilizando el par especifico de sustratos AAP-DCP y la de MnP con el par DMAB-
MBTH en los cultivos tiernos de CS63 y LE95, obtuvimos reacciones positivas que
hicieron sospechar la presencia de estas enzimas. Siguiendo la estrategia de Jordaan
y Leukes (2003), se descartd su presencia mediante el retiro de los cofactores
necesarios para que estas enzimas lleven a cabo el acoplamiento de estos pares de
sustratos por mecanismos oxidativos. La estrategia consistio en remover el peréxido
de la mezcla de reaccidn por la adicion de catalasa y el Manganeso por la adicion del
agente quelante EDTA (Tabla XII), por lo que al obtener una reaccién positiva con
DMOP la actividad oxidativa solo podria atribuirse a la presencia de lacasa y ésta
debia ser de elevado potencial redox, al reaccionar con sustratos exclusivos de

peroxidasas (Castillo et al., 1994; Ramachandra et al., 1988).



8.4.3 Electroforesis en gel de poliacrilamida y zimogramas

La electroforesis en gel de poliacrilamida fue utilizada para separar las
proteinas de muestras de los extractos de los cultivos de CS63 y LE95 y obtener
bandas que al ser reveladas con un sustrato especifico (SYR) o uno inespecifico
(DMOP) en ausencia de todo cofactor requerido por peroxidasas, confirmaran la
actividad lacasa como la Unica presente. Mediante la comparacion de las bandas de
actividad lacasa reveladas con DMOP (Fig. 12) y con SYR, DMOP, ABTS vy
DMAB-MBTH (Fig. 13) en los zimogramas con aqueéllas reveladas por decoloracion
de geles tefiidos con los colorantes AG27, RBBR (Fig. 11) y Reactive Blue 19 (Fig.
13) se logro demostrar que la Unica actividad presente era la lacasa y que esta era la
Unica responsable de la actividad decolorante, lo cual concuerda con reportes previos
en otras especies de Trametes, como T. hispida (Rodriguez et al., 1999) y T. hirsuta
(Abadulla et al., 2000).

Mediante el analisis de muestras de cultivo desnaturalizadas por SDS-PAGE,
se logro tener una estimacion de los pesos moleculares relativos de las bandas
proteicas que presentaron actividad lacasa. La presencia de varias bandas con
actividad indica la presencia de isoformas. Este resultado por si mismo, nos
proporciona la justificacion para realizar prospecciones en regiones desérticas, pues
es en estas regiones geograficas de condiciones secas y estresantes, donde la
diversidad genética debido a la reproduccion sexual de las cepas silvestres, provoca
altos niveles de variacion en sus isoenzimas, como el caso particular de P. eryngii en
Israel (Cohen et al., 2002). Asi una especie puede exhibir para una enzima una
diversidad regional de formas, causada por la necesidad de adaptarse a su ambiente y

otra diferente en otra regién climatica.

8.4.4 Parametros funcionales de la lacasa. Optimos de temperatura y pH. Estabilidad
de la actividad a pH y temperatura. Estimacién de la masa molecular. Efecto de

inhibidores.

La lacasa de Trametes (Funalia) trogii CS63 presentdé valores Optimos
actividad a pH 4 y en el rango de temperatura entre 50 y 70°C mientras la de

Trametes pubescens LE95 lo hizo a pH 3.5 y entre 50 y 80°C (dependiendo del



medio del cultivo). De acuerdo al nimero de bandas reveladas con Coomasie en los
geles SDS-PAGE y la extension del barrido revelado en los zimogramas de
actividad, aparentemente hay una mayor cantidad de isoformas en LE95 que en
CS63. Baldrian (2005), afirma que la mayoria de los hongos poseen mas de una
isoenzima de lacasa. Los pesos moleculares estimados en los geles SDS-PAGE con
muestras desnaturalizadas para CS63 fueron entre 31 y 45 kDa y entre 45-97 kDa
para LE95 los cuales corresponden a proteinas monoméricas (Claus, 2003). Las
isoformas de ambas enzimas mantuvieron una estabilidad arriba del 60% a 60°C,
perdieron un 70% de la misma a 70°C y practicamente se inactivaron por arriba de
esta temperatura, después de una hora. La actividad enzimética fue mas estable para
ambos aislados al aproximarse el pH a la neutralidad y mayor en LE95 que en CS63.
Los valores de talla molecular entre 50-110 kDa), Optimos de pH (acidos) y
temperatura (50-70°C), asi como los de termoestabilidad (termoestables a 60°C),
concuerdan con lo reportado para otras lacasas del genero Trametes (Yaver et al.,
1996; Koroljova-Skorobogat'ko et al., 1998; Galhaup et al., 2002; Xiao et al., 2004)
y hongos en general (Claus, 2003; Baldrian, 2005). Sin embargo, la mayor
estabilidad a pH alrededor de la neutralidad, difiere de lo reportado cominmente para
lacasas de hongos de la podredumbre blanca, las cuales cominmente son mas
estables a valores de pH é&cido. Aunque esto es relativo, ya que el rango de
estabilidad a pH se puede extender mas alla de la neutralidad. La conclusion de las
gréficas de estabilidad es que para ambos aislados al incubar los extractos crudos a
potenciales de hidrogeno superiores a 4.0 conservan mejor su actividad inicial. Por lo
que para conservar por mas tiempo su actividad, las enzimas podrian almacenarse a
potenciales de hidrogeno mayores a 4.0 y utilizarse a los pHs 6ptimos de actividad
respectivos: 4.0 para CS63 y 3.5 para LE95.

Los valores de potenciales redox reportados en la literatura para lacasas de T.
trogii y T. pubescens son elevados, lo cual apoyaria la capacidad de oxidacion de
sustratos considerados exclusivos de peroxidasas, sin embargo es indispensable
realizar un estudio electroquimico posterior para confirmar que las lacasas de estas
cepas corresponden a formas de alto potencial redox, como sugieren nuestros
resultados.

La inhibicién por pequefias concentraciones de agentes quelantes del cobre,
como la azida de sodio, concuerda con los resultados de ensayos reportados en la

literatura y reafirma a este compuesto como un efectivo inhibidor de oxidasas



metalicas, lo mismo sucede con el &cido tioglicolico, el cual aunque menos efectivo
que la azida de sodio, se sabe que junto con el dietiltiocarbamato y otros compuestos
orgénicos con radicales sulfhidrilo, se unen al cobre del centro catalitico de esta
enzima inhibiéndola (Cu Tipo I). Contrario al efectivo desempefio de estos dos
inhibidores, la presencia de EDTA no inactivd totalmente la lacasa, aun a una
concentracion del doble 0 mas de aquélla a la que el &cido tioglicdlico caus6 un cese
total de la actividad (20 mM). Esta es una respuesta comin a la presencia de este
inhibidor (Kiiskinen et al., 2002; Lu et al., 2007; Lorenzo et al., 2005).

8.4.5 Enzimas de Trametes

Una de las teorias sobre el origen filogenético del tipo de podredumbre en
hongos, apunta a que tanto la parda como la blanca tuvieron su origen en un ancestro
heterobasidiomicete capaz de aprovechar tanto la celulosa como la lignina y las
especies que permanecieron asociadas a coniferas refinaron la degradacion de
celulosa y se transformaron en hongos de la podredumbre parda (caracteristica
polifilética avanzada), mientras los adaptados a angiospermas desarrollaron la
habilidad de degradar en la misma proporcion lignina y celulosa (Ryvarden, 1991).
Actualmente, la mayoria de los basidiomicetos con actividad ligninolitica enzimatica,
secretan lacasa y MnP simultaneamente y la lacasa, ademas de tener una presencia
generalizada en todo el reino Fungi, se ha reportado como principal actividad
ligninolitica en algunos hongos de la podredumbre blanca principalmente en especies
tropicales.

Para el género Trametes se han reportado como principales enzimas
ligninoliticas la lacasa (Lac, EC 1.10.3.2) y la Manganeso peroxidasa (MnP, EC
1.11.1.13) las cuales se producen en mdaltiples isoformas que se expresan en
diferentes condiciones de cultivo, la celobiosa deshidrogenasa (CDH, EC 1.1.99.18)
y la piranosa 2-oxidasa (P20, EC 1.1.3.10) se presentan en menor proporcion
(Nyanhongo et al., 2007) y la actividad LiP ha sido reportada exclusivamente para
algunas cepas dicariontes de T. versicolor, T. hirsuta y T. ochracea (Tomsovsky y
Homolka, 2003) o en escasa cantidad en cultivos de T. trogii en medio de Kirk

modificado (Dhouib et al., 2005). Sin embargo, existen reportes de cultivos de T.



maxima (Sénchez-Lopez et al., 2008) en los que la Unica actividad ligninolitica
detectada fue lacasa y otros para T. trogii en los que la principal enzima fue la lacasa
y solamente se encontraron escasas cantidades de peroxidasas (Dhouib et al., 2005).

La presencia de actividad lacasa y manganeso peroxidasa en los cultivos de Trametes
pubescens (LE95) concuerda con estudios previos (Galahup et al., 2002) donde se
concluye que esta combinacion es mas frecuente que la de LiP-Lac o LiP-MnP. Por
otra parte, aunque la presencia de lacasa como Unica actividad encontrada en T. trogii
(CS63), difiere de lo reportado por otros investigadores, quienes detectan Lac, MnP y
aun LiP. Sin embargo, existen reportes de T. trogii en los que la Unica actividad

ligninolitica detectada fue lacasa (Zouari-Mechichi et al., 2006)

8.4.6 Mediadores

Bajo nuestras condiciones no fue detectada la presencia de mediadores o
evidencia de que estuviesen presentes. Sin embargo, la adicion de mediadores
artificiales o la presencia de colorantes antraquinonicos en las mezclas de colorantes,
al parecer si tuvo una influencia positiva sobre la actividad decolorante.

La continua deteccion de la lacasa como enzima principal en diferentes hongos
ensayados en el Laboratorio de Bioquimica de la Facultad de Ciencias Bioldgicas (T.
trogii, T. pubescens, T. hirsuta, T. maxima y Pycnoporus sanguineus), el revelado de
diferentes isoformas en los geles obtenidos en PAGE con muestras de sus cultivos o
extractos libres de células, la variabilidad ocasional en los resultados de decoloracion
en placa a pesar de la uniformidad genética de los aislados (obtenidos a partir de
puntas de hifas), asi como los reportes de la lacasa como enzima principal
(Coriolopsis gallica) o Uanica (P. cinnabarinus) principalmente en ambientes
tropicales (T. maxima), nos lleva a proponer que algunos hongos de zonas tropicales
y subtropicales, al crecer sobre sustratos recalcitrantes (o0 que representan riesgo de
toxicidad), producen diferentes isoenzimas de lacasa en diferentes periodos del
crecimiento. Aquéllas con un elevado potencial redox podrian inicialmente atacar
sustratos complejos, descomponiéndolos en subproductos mas simples, los cuales
podrian funcionar como mediadores para un nuevo tipo de isoenzimas de menor

potencial redox, producidas en una segunda etapa del desarrollo (o en la misma etapa



pero con el fin de agilizar el ataque iniciado por las de alto potencial redox). La
actividad oxidativa para degradar sustratos podria cesar al interrumpirse la
produccion de lacasas, mientras se desvia la actividad metabdlica hacia la
diferenciacion del micelio en el cuerpo fructifero o al volverse toxico el ambiente por
la acumulacion de los productos de la degradacion del sustrato. Este sistema lacasa-
mediador tendria la capacidad de oxidar sustratos de elevado potencial redox, que las
isoenzimas de bajo potencial de la enzima por si solas no podrian, complementando
la actividad de aquéllas de alto potencial. Una forma de demostrar lo anterior seria
aislando, purificando y caracterizando las isoenzimas producidas en diferentes etapas
de desarrollo del hongo, otra forma seria evidenciarlas mediante zimogramas con
extractos de cultivos obtenidos en diferentes periodos del crecimiento y revelados
con colorantes o sustratos de potencial redox diferente. Se sabe que las enzimas de
los sistemas ligninoliticos no requieren de inductores, por lo que es légico pensar que
los hongos que producen mayormente lacasas podrian producir constitutivamente
principalmente lacasas de elevado potencial redox en su medio natural y poseer en su
arsenal diferentes isoenzimas que ampliarian la especificidad de sustratos, de modo
que su degradacion estaria dinamicamente regulada de acuerdo a las necesidades en
tiempo real del hongo, de esta forma pocos sustratos resistirian el ataque enzimatico,
lo que le aseguraria al hongo el flujo de nutrientes durante su crecimiento (Shleev et
al., 2007; Dong et al., 2005).

8. 5 Decoloracion

Los colorantes que fueron ensayados pertenecen a cuatro grupos quimicos diferentes
y poseen estructuras similares a los mas cominmente empleados en la industria, sin
embargo, el hecho que un aislado muestre capacidad de decoloracion sobre un
colorante de un grupo quimico particular, no es garantia de que sera capaz de
decolorar cualquier colorante de este grupo. Esto se debe a que cada colorante
impone un reto estructural, estérico y electrostatico para la maquinaria enzimatica
decolorante, dependiente en parte de los sustituyentes en los anillos de benceno
(Chivikula y Renganathan, 1995; Kim et al., 1995; Knapp et al., 1995; Pasti-Grigsby

et al., 1992). Por lo tanto el empleo de los hongos en procesos de biorremediacion



implica poseer una amplia coleccion de especies procedentes de diferentes regiones
geograficas o microhabitats, conocer de cada cepa fungica las caracteristicas de
cultivo bajo las que expresa sus enzimas constitutivas y la mayoria de sus enzimas
inducibles o proceder al ensayo del sustrato problema contra cada una de las cepas
disponibles y bajo diferentes condiciones de crecimiento, o bien, probar un conjunto
de enzimas comerciales y seleccionar la mas adecuada para cada proceso.
Afortunadamente la relacion entre contaminantes y enzimas no es biunivoca, mucho
menos entre contaminantes y cepas fungicas. Por ello la estrategia para este trabajo
fue tratar de encontrar aquéllos aislados regionales que decoloraran la mayor
cantidad de colorantes de cada grupo quimico, en diferente medio de cultivo. Los
ensayos en placa mostraron que al menos 6 aislados nativos tienen un desempefio
decolorante comparable a las cepas de referencia comunmente reportadas con
potencial para ser utilizadas con éxito en procesos de biorremediacion de colorantes
(Tabla VI). La eficiencia decolorante de los aislados CS63 y LE95 no fue igual sobre
todos los colorantes, lo cual permitié formar tres grupos diferentes en funcion a la
susceptibilidad a ser decolorados por ambos hongos (Fig. 7). En el primero, de facil
decoloracion, se encuentran los colorantes antraquindnicos RBBR, AG27, monoazo
AR44, triarilmetano CV, ABF e indigoide IN, que fueron atacados rapidamente y
decolorados en 24 h en méas de un 85%. En el segundo la decoloracion fue mas lenta
y menor, alcanzando de un 50 a un 80% en 24 h; este grupo incluye al monoazo Oll,
diazo BKS5 vy triarilmetano BBR. En el tercer grupo estaria el monoazo AR183, el
cual después de una decoloracion inicial se tornd recalcitrante al proceso de
decoloracion. Similarmente a lo reportado por Jarosz—Wilkolazka et al. (2002),
nuestros resultados indican que el azo AR183 es un colorante dificil de degradar
tanto en placa como en medio liquido. Estos autores atribuyen este fendbmeno a la
presencia de los grupos azo y sulfo en la estructura del colorante. Del mismo modo,
Baldrian y Snajdr (2006), consideran que el BK5 es dificil de degradar por lo
inaccesible de sus grupos OH™ y NH;’, coincidiendo con Spadaro et al. (1992),
Chandler et al. (2004) y Asgher et al. (2006).

La diferencia en las capacidades decolorantes entre aislados ha sido atribuida por
diferentes investigadores a diferencias fisiologicas (Reddy, 1995; Chandler et al.,
2004), el tipo de sistema enzimatico, a las propiedades cataliticas especificas de las
enzimas (Claus et al., 2002), asi como a su patrén de isoenzimas (Asgher et al.,

2006). Pointing (2001), explica la variabilidad en la habilidad decolorante como el



resultado de la expresion diferencial de isoformas enzimaticas en diferentes taxa o en
una misma cepa debido a variaciones en las condiciones de cultivo. Esto se debe a
que diferentes isoformas poseen diferentes especificidades (Ten Have y Teunissen,
2001). zhang (2006), ha encontrado esta expresion diferencial trabajando con
cocultivos.

También nuestros resultados coinciden con los muchos reportes que sefialan que
los colorantes antraquinénicos son mas susceptibles y rapidos de degradar que los
azo. Nyanhongo et al. (2002), lo atribuyen o bien a la diferencia en sus potenciales
redox (mas elevado que el del Centro de Cobre Tipo I) o0 a que estos colorantes no
pueden llegar a este centro en el sitio activo, debido a su estructura estérica. Ya que
los grupos funcionales fendlico, amino, acetamida y 2-metoxifenol, favorecen su
degradacion (Spadaro et al., 1992; Chandler et al., 2004) se ha propuesto
preferentemente el emplear colorantes azo carboxilicos sobre los sulfénicos (Martins
et al., 2003).

El colorante antraquindnico RBBR fue el mas facil de decolorar como lo reportan
Abadulla et al. (2000), para T. hirsuta y Novotny (2001), para Irpex lacteus. Aunque
existen ensayos con RBBR que lo catalogan como un colorante dificil de decolorar,
posiblemente porque algunos aislados solamente lo transforman y no lo aclaran
totalmente, dejando un fondo color paja a violaceo en el medio. Algo similar
encontramos para el BK5 y el BBR, los cuales pierden el color e intensidad
originales pero dejan un residuo purpurino y parduzco respectivamente tanto en los
ensayos en placa como en los cultivos sumergidos. Estudios adicionales seran
necesarios para establecer la estructura y toxicidad de estos productos de
degradacion.

Finalmente, un comentario sobre el aspecto legal. La norma vigente que establece los
limites maximos permisibles de contaminantes en las descargas residuales en aguas y
bienes nacionales (NOM-001-ECOL-1996) deberia contemplar un nivel méaximo
permisible de color, ya que actualmente no lo establece a pesar de que éste es un
factor antiestético y la presencia de los colorantes que lo causan en los cuerpos de

agua, representa un posible riesgo a la salud.



9. CONCLUSIONES

Existen cepas de hongos ligninoliticos nativas de Nuevo Ledn CS5, CU1, LE13,
CS63 y LE95, que en igualdad de condiciones exhiben mejor capacidad decolorante

que las de referencia P. chrysosporium, T. versicolor y B. adusta.

El sistema modificador de lignina de Trametes trogii CS63 pertenece al grupo Lac,

mientras el de Trametes pubescens LE95 es del grupo Lac-MnP.

Los principios quimico-enzimaticos responsables de la capacidad decolorante en
Trametes trogii y Trametes pubescens corresponden a lacasas, probablemente de alto

potencial redox.

Las lacasas de CS63 y LE95 decoloran mejor los colorantes IN, RBBR, CV, AR44 y
ABF que a BK5, Oll o BBR y muy pobremente el AR183.

La accion decolorante de ambos aislados nativos no requiere la presencia de
mediadores, pero no se descarta la participacion de ellos para la lignindlisis en

condiciones naturales.

La lacasa de T. trogii es una proteina monomérica de masa molecular alrededor de
los 45 kDa, que posee valores 6ptimos de pH de 4 y temperatura en el rango de 50 y
80°C. Es una proteina estable a valores de pH alrededor de la neutralidad y
temperaturas inferiores a 60°C, cuya actividad es inhibida efectivamente por la azida

de sodio y el &cido tioglicolico pero solo parcialmente por el EDTA.

La lacasa de T. pubescens es una proteina monomérica que presenta varias isoformas
de masa molecular entre los 48 y 105 kDa, que posee valores ptimos de pH de 3.5y
temperatura en el rango de 50 y 80°C. Su estabilidad es mayor a temperaturas por

debajo de 60°C y valores de pH cercanos a la neutralidad su actividad es inhibida



efectivamente por la presencia de la azida de sodio y el &cido tioglicolico pero solo

parcialmente por el EDTA.



APENDICE A

CLASIFICACION DE LOS COLORANTES POR SU USO SEGUN EL WORLD
BANK GROUP



Clasificacion de los colorantes por su uso segun el World Bank group (1998),
modificado con informacion de The New Enciclopaedia Britanica y Wikipedia.

Directos: su fijacion es directa sobre fibras de lana, seda o algodon, aunque
pueden usarse para cuero, papel o nylon. Se utiliza un bafio neutro o ligeramente
alcalino, a temperatura de ebullicion o en un punto cercano a ella y afiadiendo
cloruro o sulfato de sodio, agentes fijadores y compuestos metalicos de cromo y
cobre. Ej. Incluyen colorantes azo y algunos indicadores de pH y colorantes
bioldgicos.

Indirectos: requieren de un mordiente para fijarse a la fibra.

Dispersos o0 no ionicos: Desarrollados en 1923 tefiir para las fibras de acetato de
celulosa y aplicados después en fibras sintéticas como nylon, acrilico y poliéster.
Son bastante insolubles en agua, por lo que se expenden en polvo o pasta de
particulas muy finas, lo que permite una mayor area de contacto con la fibra e
incrementa la solubilidad, el agente dispersante influye en la velocidad del
tefiido, para lo cual a veces es necesario elevar la presion y la temperatura hasta
130°C.

Acidos: Usados para tefiir fibras animales como seda y lana, fibras de acrilico
modificadas y de nylon, en soluciones neutras a &cidas (contienen &cido
sulfarico, acético, sulfonato de sodio y surfactantes) en combinaciéon con una
proteina anfotérica. El color se fija al formarse la sal entre los grupos anionicos
del colorante y catidnicos de la fibra.

Basicos: Colorantes cationicos a base de sales alcalinas que se fijan en fibras
(usan derivados amino, acido acético y agentes suavizantes) usados
principalmente para papel y fibras acrilicas, pero tienen algun uso en lana y seda.
Neutros: tifien en soluciones neutras las fibras animales y vegetales mordentadas
con taninos.

Rapidos (azoicos): Un compuesto diazonio se acopla en solucion alcalina al b-
naftol (utilizado desde 1880) o al Naftol AS (en uso desde 1912) y origina un



colorante insoluble sobre la fibra (contienen el grupo azo, &cido férmico, sosa
caustica, compuestos metélicos y nitrato de sodio) su aplicacidn es especialmente
para algodon.

A la cuba o tina: No tifien directamente. Su leucoforma (sal metélica) tiene
afinidad por la fibra, bajo condiciones reductoras alcalinas son solubilizados e
impregnados dentro de las fibras y luego reoxidados a un color insoluble. Ej. el
indigo de los blue jeans.

Sobre mordentes: El mordente mejora la resistencia al lavado, transpiracion y luz,
asi como altera el color final. La mayoria de los colorantes naturales son de este
tipo, asi como los cromo mordentes que comprenden el 30% de los colorantes
para lana (muchos de los mordentes caen en la categoria de metales pesados,
como el dicromato de potasio, las fibras mordentadas son tefiidas con hidroxidos
metélicos, formando precipitados de sales o lacas).

Reactivos: EI cromoforo contiene un sustituyente capaz de reaccionar con la fibra
sustrato. Los enlaces covalentes que se forman los colocan entre los de mayor
permanencia. Los colorantes reactivos en frio se aplican a temperatura ambiente,
se usan para tefiir algodon y otras fibras de celulosa en casa y por artistas. Ej.
Cibacron F, Drimarene K, Porcion MX.

Lacas o pigmentos: generalmente retienen su forma cristalina o particulada
durante su aplicacién, formando compuestos insolubles con aluminio, bario o
cromo sobre sales de molibdeno, los precipitados son usados en pinturas y tintas.
Los hay a la cuba y de desarrollo sobre la fibra o al hielo.

Azufrosos o sulfurosos: Utilizados para tefiir algodén con colores oscuros, como
en los calcetines. El tefiido se hace en dos partes, el primer bafio produce un color
palido que al oxidarse produce un negro oscuro.

Diazoicos: Se obtienen tratando una fibra con componentes acoplantes y
diazoicos que al reaccionar producen un colorante sobre o dentro de ella.
Ajustando las condiciones del bafio los dos componentes, de cuya eleccidén
depende el color final, reaccionan para dar el colorante azo insoluble. Aportan
tonos palidos con resistencia a la luz, al lavado y &cidos, pero sensible a la luz y

cloro.



APENDICE B

CLASIFICACION QUIMICA DE LOS COLORANTES DE ACUERDO A SUS
GRUPOS FUNCIONALES Y PRECURSORES, FORMULAS GENERALES Y
EJEMPLOS



Clasificacion quimica de los colorantes de acuerdo a sus grupos funcionales y
precursores, formulas generales y ejemplos (Stainsfile, 2005).

Colorantes azo. Poseen la formula general (R—-N=N-R") donde el grupo funcional
N=N llamado imida o azo es el croméforo, R y R pueden ser alifaticos o
aromaticos y el auxocromo puede ser acido (-OH) o basico (-NHa, -N(CHs),).
Los hay mono, dis, tris y tetrakisazo. Dentro de los monoazo se encuentra el
naranja G, el Ponceau 2R, el Naranja Il (Orange Il, Oll), los Rojos Acido 44 y
183 (Acid Red 44, AR44 y Acid Red 183, AR183). Como disazo se tiene el
Negro Reactivo 5 (Reactive Black 5), Amido Black 10B (Acid Black 1) y
Biebrich Escarlata (Acid Red 66) y los liposolubles lisocromos o colorantes
grasos. Ejemplo de tetrakisazo es el Sirius Red F3B (Direct red 80).

Los colorantes de antraquinona. Derivan del antraceno, el cromoforo es un anillo
quinoide con grupos hidroxilo o amino fijos a la estructura general, los que tienen
grupos hidroxilo son las hidroxiantraquinonas como la alizarina, la alizarina rojo
S y el antraceno azul SWR. Dentro de las aminoantraquinonas se incluye el rojo
rapido nuclear, el Azul Brillante Reactivo de Remazol (Remazol Brilliant Blue
Reactive, RBBR), Verde Acido 27 (Acid Green 27, AG 27).

Colorantes diaril y triaril metano. Derivan del metano, los atomos de hidrogeno
se sustituyen por anillos arilo, llamados también fenilo, por lo que se conocen
también como colorantes fenilmetano. Los colorantes triarilmetano son de uso
comun. Cuando tienen grupos sulfénicos fuertemente aniénicos, hacen la carga
neta de la molécula negativa y se vuelven colorantes acidos como la fuscina acida
y el azul de metilo. Cuando en la molécula aparecen grupos hidroxilo se
denominan hidroxitriaril metanos y tienen caracter basico como el eriocromo
cyanina R. EIl Cristal Violeta (Basic Violet 3), tiene la estructura tipica, el Azul
Brillante Reactivo (Brilliant Blue Reactive, BBR) y Azul de Bromofenol (ABF)

son otros ejemplos.



Colorantes de acridina. Derivan de la acridina. Su formula general muestra el
croméforo como un anillo quinoide. La molécula tiene carga positiva, en el
atomo de nitrogeno fijo al anillo quinoide por lo que los colorantes son béasicos.
Son colorantes con caracteristicas fluorescentes. Los ejemplos mas comunes son
el naranja de acridina y la acriflavina.

Colorantes indigoides y tioindigoides. Se obtienen a partir de la anilina mediante
reacciones con cianuro de sodio y formaldehido y cambiando la fenilglicina
formada a indoxil con sodamida y potasa, el indoxil se oxida a indigo (Vat Blue
); otro ejemplo es el indigo Carmin.

Los colorantes nitro. Son derivados nitrados o polinitrados de fenoles que
presentan al menos un grupo el cromdforo nitro (-NO,) en posicion orto o para.
Son invariablemente acidos y sus electrones estan delocalizados y se integra con
anillos arilo causando absorcion en el rango visible. Colorantes comunes son el
acido picrico y el Martius Yellow (Acid yellow 24).

Los colorantes nitrosos. Contienen un grupo funcional nitroso (-N=0).

Las ftalocianinas se obtienen por calentamiento de un compuesto derivado del
anhidrido ftalico con una sal cuprosa. Son formulas complejas, muchas veces
halogenadas. Son poco numerosos pero de uso comun. Azul de Alciano (Ingrain
Blue 1) y Verde de Alciano, Azul Réapido Luxol (Azul Solvente 38).

Los colorantes de quinona-imina. Tienen un precursor tedrico en la paraquinona
di-imina. Hay varios subgrupos, las indoaminas, los indofenoles, las azinas, las
oxazinas y las thiazinas. Las azinas se subdividen en eurodinas, safraninas e
indulinas. Las primeras con grupos amino se ilustran por el rojo neutro. Las
safraninas, con un anillo aril fijo al nitrégeno central incluyen la safranina O. La
nigrosina representa a las indulinas. Las oxazinas incluyen la Galocianina, el
Azul de Galamina y el Azul Celestino B. Las thiazinas son colorantes comunes,
como los homologos del Azul de Metileno (Azul de Metileno, Azul de Toluidina
O, Azure A, B y C, Thionina).

Los compuestos de tetrazolium no son colorantes en un sentido estricto; su
estructura caracteristica es un anillo de 5 miembros, 1 carbén y 4 atomos de
nitrégeno. Pueden contener una o dos de estas estructuras, las cuales al aceptar un

hidrogeno se reducen a sus formazanos de colores intensos pero insolubles, por lo



que precipitan al formarse. Ejemplos de ellos son el lodonitrotetrazolium y el
Azulnitrotetrazolium.

Los compuestos tiazolicos contienen este anillo en la formula general. Incluyen
la Tioflavina T con el grupo indamina —N= como cromoforo.

Los colorantes derivados del xanteno se dividen en 3 subgrupos: fluorenos (se
Ilaman Eosinas y derivan del fluorescieno), rhodoles y fluorones. Los fluorenos
se subdividen en pironinas (Pironina Y y Pironina B), rodaminas (Rodamina B),

succineinas, sacareinas y rosaminas.



06 0ANJEaY elueleN
19-3 eluereN

11 eluereN

|ozeway ap eluereN
BUIUBJOSLID

(¥ onnoeay ofoy) v-g¢
ajueyug ofoy ugioeqid
(Z onnoeay ojjueWY)

Ngd
021973 ooy d-9€ aue|jug
Ol|LIeWY UQIdeqID
19-) elueseN 9 |0zZJang
[0zewsy ap esanbiny nzy
ap Mmmsc.:_u_- N2 [oyeN O.hmwz Inzy
O [0Z13/nT BUOIABN |N2Y
ap esanbun] nzy 0T
MH_DUG_M_\/_ IPIOA 8€ OAlde3Yy |NzZy 9USPIOIN OfjLrewY
aueljlLig apJap LC OPRY 8pIBA GT 0AROERY N2y 197
josai) oloy 8/%-d Alod 21goD 9d 1981IpJang [0Z49AT 8P Of|LRWY
BIS[OIA [BIS1ID G OAIOB3Y |NZV ap eulueldoey ap eldns ojjLewWY |0ZRJO| 8p OjjLIeWY
olnaN ujue) |ousjowiolg OAIJORaY |0ZRWSY | 0d1ugynNsens] opioy 19% ajue||1Ig O]jLeWY
oloy gvz oloy oBipu| ap |nz2y ap aue|lig |nzv | |9p olposenst ap [es |0Z19AT OfjLIBWY ojuesewY
0211210 02Isy4 3d ONV13IN ODINONINOVYILINY OJINYL13IN
Od313H | O2ITIHIV | 1091ANI TINIHIFL (nod) OC3a1dINOD VNINVIOOV1d ozv (1)

odn ns Jod sejur10]09 sounbie ap ugIdeIILISeD “"AIX elgel




G OAlOERY BI3|0IN
3Nz [e apIoA
O uljoaedoi
euIzelje]

9d 10841piang
-0||Jewy eadns

O[3 3p ofoy
Ny [0zJan3 8p ofoy
obuo) oloy

g9 |ozewsy

ap ajue|jug ofoy
alynzy e ofloy

90T op1oy ofoy
elueleN X1j0)oeay
d3H Inzv xyooeay
opeloQ

O|RWY X1j0loeay
'qNn) ®| © OpIed
BUIDI0D BASNN

G OAINORSY 04B3N
opeuLse oibaN
|0zZewsay ap olbsN

OaI1210
Od3a13H

02ISyg
021714V

Ele]

I09IANI

ONVL13IN
TINIHIEL

OJINONINOVHLINY
(1mod)

OQ2ITY13an
Of371dNOD

VNINVIOO1V 14

ozv (1a)

(ug1oenunuo)) odn ns Jod seurI0]09 sounbie ap ugIoedIISeD “AlX BlgeL




Precursores, clases quimicas y férmulas estructurales de los colorantes.

CLASE

Antraquindnico

Triaril (fenil) metano

Azoico

Acridina

Diazonio

Nitro

PRECURSOR

e

Antraceno

Metano

—M=H—

Cromoforo azo
=L | N
LI

H

Arilamina

/Cl
—N,\\

o

Croméforo nitro

FORMULA GENERAL
2
£ Ry
900
2

Anillo quinoide
S N
=
L
L
Anillos arilo o fenilo

&
@N:N 7

Monoazo

Anillo quinoide bésico

@ﬁEN Cl

Estado cargado de la
sal de diazonio

oH

gwoz



CLASE

Indigoide

Ftalocianinas

Quinona-imina

Tetrazolium

Derivados de
xXanteno

PRECURSOR

HzN—<: :}

Anilina

COOH

OH

Anhidrido ftalico

Precursor tedrico
Paraquinonadiimina

+

N=MN—F3

Tetrazolium
anillo 1C 4N

9e

Xanteno

FORMULA GENERAL

o]

HBC’-‘[<O
H
(CL=AC
O%cm

]

O =N azina
O =0oxazina
O =Stiazina

Formazano

Pironina
M
0

L]

Rodamina

MHz



APENDICE C

NOMBRES Y FORMULAS QUIMICAS DE LOS SUSTRATOS ENZIMATICOS
Y COLORANTES UTILIZADOS



Nombre, grupo y formula de los colorantes sintéticos empleados

ANTRAQUINONICOS

AZUL BRILLANTE DE

#—owa
o]
o]
REMAZOL REACTIVO O HN s 9
\@/5 O_c‘sﬁ_ONa

Na035
':CHE:'3CH3

ACID GREEN 27 E\/i,i;
(CHzl'gCHa

Na035

TRIFENILMETANOS

CRISTAL VIOLETA

Br Br
' HC, CH
AZUL DE
BROMOFENOL | B G~ &
<@

oL
RS /S\o’

=

H;C/\?\l

+
I Na

H3C\/o\©\ O\\P _
O O S\o
N \Nﬁ
H
ch)

AZUL BRILLANTE
REACTIVO




MONOAZOICOS

HO\/ ‘
ACID RED 44 o)
0 Q
NaO-$ “S-ONa
o 0
]
OLJS
& \@\ M
H OH
ORANGE I L ‘
@]
O_S‘/ONa C”)
oK 0O=S-0ONa
Q.-
/’Cr\o
ACID RED 183
cl N, N
N !
=N
HsC
DIAZOICO
NaQ _0O
O//S\(; o ONa
X# N=N OQS/\\O
NEGRO O " O
REACTIVO 5 - O
2 /Y e 50
o/ 5

INDIGOIDE

INDIGO CARMIN




Sustratos cromogénicos: nombre, reaccion positivay formula.

F - : \/\/\/B}
POLY R-478 S i Lo ens

O-ANISIDINA OCHs
OH
GUAYACOL ©/o<:H3
Reactivos
HoN CHs

H3CO OCH, OH f(
H0©JNN@*OH H3CO OCH3 o) N’N\CH3
H,CO OCH;, @

SIRINGALDAZINA 2, 6-DIMETOXIFENOL 4-AMINOANTIPIRINA
OH O~ _OH o
Cl 73
L, e
| =N . Hcl
N 7S NHy
|
cl CHs
) 3-METIL,2-
2, 4-DICLOROFENOL ACIDO 3- BENZOTRIAZOLINONA

DIMETILAMINOBENZOICO HIDRAZONA



Reactivos (continuacién)

OH
ALCOHOL ION ,
VERATRILICO MANGANOSO Mn"*
OCHj
OCHs
Inhibidores
o @)
0 o Hs. L
HOJK/N\/\N/\H,OH OH
o) o NaN;
OH
ACIDQ
EDTA TIOGLICOLICO AZIDA DE SODIO
Mediadores
SO3NH4
L
A
N S
s
r\{ (N‘<\N H33
N
OH CHa \
N
S%
1-HIDROXIBENZOTRIAZOL SOsNH,

SAL DIAMONIO DEL
ACIDO 2,2'- AZINOBIS
(3-ETILBENZOTIAZOLIN-
6-SULFONICO) = ABTS



APENDICE D

DIFERENTES HONGOS DE LA PODREDUMBRE BLANCA REPORTADOS
COMO DEGRADADORES DE COLORANTES SINTETICOS
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APENDICE E

INDICES DE ACTIVIDAD LIGNINOLITICA'Y DECOLORANTE (la.yp) DE
LOS AISLADOS NATIVOS EN LA COLECCION DEL LABORATORIO
DE ENZIMOLOGIA DE LA FACULTAD DE CIENCIAS
BIOLOGICAS CALCULADOS CON LOS RESULTADOS
DE GUTIERREZ SOTO (2004)



Apéndice E. Resultados del calculo del indice de Actividad Ligninolitica y
Decolorante de los aislados nativos en la Coleccion del Laboratorio de Enzimologia,
FCB, UANL (Gutiérrez Soto, 2006).

CEPA GUA OA PR RBBR AR44 CV layp

CS1 1 1 0 0 0 0 2.0
CS2 1 1 1 2 2 2* 8.0
CS5 1 1 1 2 2 2 9.0
CS5* 1 1 1 2 2 2 9.0
CS6 1 1 1 2 2 2 9.0
CS9 1 1 0 1 0 0 3.0
CS11 O 0 0 0.5 0.5 0 1.0
CS19 1 1 0.5 1 1 0 4.5
CS20 1 1 1 2 2 2* 9.0
CS21 1 1 0 0 0 0 3.0
CS22 1 1 0 1 0 0 3.0
CS24 1 1 0 1 0 0 3.0
CS25 1 1 0 0 0 0 2.0
cS27 1 1 1 2 2 05 75
CS31 1 1 0.5 1 1 0 4.5
CS39 1 1 0 0.5 0.5 0 3.0
CS41 O 1 0.5 1 1 1 4.5
CS43 1 1 0 2 0 1 5.0
CS44 1 1 0 0 0 0 2.0
CS48 1 1 1 2 2 1 8.0
CS50 O 0 0 0 0 0 0.0
CS52 1 1 05 05 0 0 3.0
CS5%4 1 1 0.5 2 2 2 8.5
CS60 1 1 0.5 2 1 5.5
CS61 1 1 2 2 2* 9.0
CS62 1 1 0.5 2 2 2 8.5
CS63 1 1 1 2 2 2 9.0
CS64 1 1 1 2 2 2 9.0
CS65 1 1 0 0 0 0 2.0
CS66 1 1 0 0 0 0 2.0
CS67 O 0 0 0 0 0 0.0
cSrr 7 ? ? ? ? ? ?
CS78 1 1 0.5 1 1 1 5.5
LES 1 1 1 2 2 2 9.0
LE7 1 1 0.5 2 2 1 7.5
LE13 1 1 1 2 2 2 9.0
LEle 1 1 0 0 0 0 2.0
LE24 1 1 0 1 1 1 5.0
LE31 1 1 1 2 2 1 8.0
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CEPA GUA OA PR RBBR AR44 CV layp

EM1 O 1 0 0 0 05 15
EM3 O 0 0 0 0 0 0.0
EM5 10 0 0 0 0 1 2.0
EM6 O 0 0 0.5 0 1 1.5
GA 1 1 1 1 1 0 5.0
LE 1 1 1 2 2 1 8.0
PSP 1 1 0.5 2 2 2 8.5
Pch 1 1 1 1 1 6.0
POS 1 1 0 0 0 2.0
BAD 1 1 0 0 1 1 4.0
? Resultado indistinguible por pigmentos del aislado

GA Ganoderma aplanatum

LE Lentinus edodes

PSP Pleurotus sp

Pch Phanerochaete chrysosporium ATCC 24725
POS Pleurotus ostreatus ATCC 58053
BAD  Bjerkandera adusta UAMH 8258

* Resultados de experimentos posteriores a esta tesis



APENDICE F

PROTOCOLO DE ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA



PROTOCOLO DE PREPARACION DE GELES DISCONTINUOS DE
POLIACRILAMIDA AL 12% (Garfin, 1990).

Preparacion de reactivos de trabajo.

Solucion de Acrilamida (30% monomero, 2.7% agente de entrecruzamiento):
Para preparar esta solucion se agregaron 29.2 g de acrilamida y 0.8 g de bis-
acrilamida a 70 ml de agua bidestilada. Cuando la acrilamida se disolvi6 por
completo, se agregd agua a un volumen final de 100 ml. La solucién se filtré a
través de una membrana de 0.45 pm aplicando vacio y se almaceno en un frasco

oscuro a 4°C.

Amortiguador para Gel de Separacion (Tris-Cl 1.5 M, pH 8.8): Se disolvieron
18.2 g de Tris base en aprox. 80 ml de agua y se ajusto el pH a 8.8 con HCI, por
altimo se llevd a un volumen final de 100 ml con agua. Se conservd en

refrigeracion a 4°C.

Amortiguador para Gel de Concentracion de la Muestra (Tris- Cl 0.5 M, pH
6.8): Se disolvieron 6.1 g de Tris base en aproximadamente 80 ml de agua, se
ajusto el pH a 6.8 con el HCI, y se agreg6 agua hasta completar un volumen final

de 100 ml. Se conservo en refrigeracion a 4°C.

Solucion de Dodecil — Sulfato de Sodio al 10% (P/V): Se disolvieron 10 g de
SDS en aproximadamente 60 ml de agua y se agrego6 agua hasta un volumen final
de 100 ml.

Amortiguador para Preparacion de la muestra (Tris — Cl 0.06 M, pH 6.8, SDS
2%, Glicerol 10%, Azul de Bromofenol 0.025%):

Agua 4.8 ml
Tris- C10.5 M, pH 6.8 1.2 mi
SDS 10% 2.0 ml*
Glicerol 1.0ml

Azul de Bromofenol 0.5% (p/v en agua) 0.5 mi



El amortiguador para muestras desnaturalizadas se prepard afiadiendo 50 ul de 2
— mercaptoetanol a cada 0.95 ml del amortiguador de muestra, antes de usar. Para
la desnaturalizacion se colocaron en bafio maria por 4 min a 95°C. * el SDS se

omite para muestras nativas.

Persulfato de amonio al 10% (APS 10%): Este catalizador se preparé de nuevo
cada vez que se iba a usar, disolviendo 100 mg de Persulfato de Amonio en 1 ml

de agua.

TEMED (N,N,N’,N’-Tetrametil-etilendiamina): Este catalizador se empled sin
diluir tomandolo directamente del frasco. Su alamacenado fue en un sitio oscuro,

seco y fresco.

Amortiguador de cubeta para la separacion electroforética (Tris 0.025 M,
Glicina 0.192 M, SDS 0.1% (p/v,) pH 8.3): Se elaboro diluyendo 0.3 g de Tris
base, 1.4 de glicina y 1 ml de SDS 10% en agua y despues de aforar a 100 ml, se
confirm6 que el pH final fuera 8.3 = 0.2, sin ajustarlo. Este amortiguador se
puede preparar como un stock concentrado (5x). Consistiendo de 15 g de Tris
base, 72 de Glicina y 5 g de SDS por litro. Esta solucion se puede almacenar en

recipientes de vidrio. Para su uso, se diluye con cuatro partes de agua.

Preparacion de los geles.

Geles de separacion de Poliacrilamida al 12%. En su elaboracion para electroforesis
de muestras nativas se omitio el SDS y el 2-mercaptoetanol en el amortiguador de la

muestra, asi como el tratamiento térmico a 95°C por 4 minutos de las mismas.

Para preparar la solucién del mondmero para el gel de separacion al 12% se
mezclaron los reactivos que aparecen en la tabla de abajo, excepto el Persulfato de
amonio (APS) y TEMED, que se afiadieron hasta que la mezcla fue uniforme y se
estaba listo para verter entre los cristales de la cAmara de electroforesis. En la tabla se
indican cantidades para preparar 10 ml de gel de acrilamida, sin embargo cualquier

volumen deseado de la solucion puede prepararse usando multiplos de la formula de



10 ml. Después de mezclar los primeros cuatro componentes la polimerizacion se

inicio con la adicién del persulfato de amonio y el TEMED.

Formulacién del Gel de Separacion SDS — PAGE al 12%.

Componente 12%
Agua bidestilada 3.35 ml

Tris 1.5 M pH 8.8 2.5 ml

SDS 10% 0.1 ml
Acrilamida /Bis (30% / 2.7%) 4.0 mi
APS 10% 50 pl

TEMED 5ul

Para 15 ml de gel de separacidn las cantidades que utilizamos fueron: 5.025 ml Agua
bidestilada; 3.75 ml Tris-HCI 1.5 M pH 8.8; 0.050 ml SDS 10%; 6.0 mi
Acrilamida/Bis (30%/2.7%); 100ul APS 10% y 10ul TEMED.

Gel de concentracion de poliacrilamida al 4%. Para la preparacion de 10 ml se

mezclaron todos los ingredientes de la tabla siguiente excepto el persulfato de

amonio (APS) y TEMED

Formulaciones de Geles de Concentracion de la Muestra

Componente 10 ml
Agua bidestilada 6.1 ml
Tris 0.5 M, pH 6.8 2.5ml
SDS 10% 0.1 ml
Acrilamida / Bis (30%/ 2.7%) 1.3 ml
APS 10% 50 ul
TEMED 5ul

Carga de carriles, corrida de electroforesis y revelado de bandas protéicas.

Los carriles se cargaron con 20-25 pg de proteina contenidos en una muestra de la
fraccion retenida por una membrana de 10 kDa montada en el sistema de
ultrafiltracion AMICON. EIl primer carril de los geles se cargd con los estandares de
peso molecular, los siguientes con muestras desnaturalizadas y los siguientes con
muestras nativas para obtener los zimogramas

La electroforesis se realizé a 120 Volts. EI Azul de Coomasie al 0.1% disuelto en una

solucién de 10% acido acético y 40% Metanol fue utilizado en la tincion de las



bandas de proteina, para lo cual se sumergio el gel en la solucién de colorante por
una hora, al término de la cual se procedi6 a destefiir el gel mediante lavados
practicados con la misma solucion, sin el colorante. EI mismo procedimiento se
siguié con los zimogramas, sustituyendo el Azul de Coomasie por alguno de los
colorantes o sustratos enzimaticos y reduciendo el tiempo de exposicion a 30 min.



APENDICE G

EFECTO DECOLORANTE DE MUESTRAS DE SOBRENADANTES DE
CULTIVOS SOBRE DIFERENTES COLORANTES



Efecto decolorante de muestras de sobrenadantes de cultivos sobre diferentes

colorantes

En otro ensayo se compar6 el desempefio decolorante de muestras de cultivos
sumergidos de los dos aislados nativos seleccionados, entre si y contra dos cepas de
referencia y se tratd de asociarlo con el tipo de actividad enzimatica. Para realizarlo
se utilizaron filtrados de cultivos de 14 dias desarrollados en medio TK con
inductores de actividad (Mn, AV, Cu) y agitacién (150 rpm). La actividad tipo
Lacasa, MnP y LiP fue medida por espectrofotometria antes del inicio de la
determinacion de la capacidad decolorante. La capacidad decolorante se registro
como el porcentaje de color residual, midiendo la disminucion de la absorbancia a lo
largo del ensayo, a la longitud de onda maxima registrada para cada colorante. La
mezcla de reaccion consistio en una solucion acuosa del colorante al 0.002% (BKS,
AR183, BBR, Oll) o al 0.02% (IN, AG27) y 100 ul de muestra de cultivo en un
volumen total de tres ml. Las lecturas de absorbancia se tomaron a los tiempos 0, 5,
10, 15, 30, 60, 120 min y 24 h.

Ningun tipo de actividad enzimatica fue detectada para la cepa de referencia P.
chrysosporium y sélo MnP (18.32 Uml™) para B. adusta. En los aislados nativos se
registrd Gnicamente lacasa en CS63 (3.20 Uml™) y ambas lacasa y MnP en LE13
(1.46 y 20.39 Uml™?) y LE95 (0.19 y 7.12 Uml™"). La Tabla XV resume los
resultados, los cuales indican que los colorantes BK5, AR183 y BBR fueron
decolorados en menos de un 50% por todos los hongos. Las 2 cepas que mejor
decoloraron el resto de los colorantes al cabo de una y 24 horas fueron: el AG27 por
LE95 (85y 82%) y LE13 (74 y 74%); el Indigo por LE95 (10 y 94%) y CS63 (54 y
89%); el ABF por LE95 (13 y 58%) y CS63 (15 y 70%); el Oll por LE95 (13 y 57%)
y LE13 (24 y 87%). En la tabla se han resaltado en color verde los dos valores
menores de color residual al término del ensayo y en color amarillo el valor mas bajo
después de una hora de iniciado el ensayo. Los numeros rojos al final de las
columnas representan el niamero de veces que el hongo tuvo mejor capacidad
decolorante sobre los demas para todos los colorantes.

Por lo que la LE95 fué la mas eficiente decolorando bajo estas condiciones, seguida
por ambas LE13 y CS63.



Tabla XV. Resultados de decoloracion por muestras de cultivos de las cepas de
referencia Bjerkandera adusta y Phanerochaete chrysosporium y de los aislados
nativos de LE95, CS63 y LE13 a los tiempos 0, 5, 10, 15, 30, 60, 120 min y 24 h
sobre los colorantes AR183, AG27, BBR, IN, ABF, Oll y BKS5.

Tiempo LE95 CS63 LE13 LE13 Bad P ch
(min) AR183 AR183 AR183 AR183 AR183 AR183
%residual %residual %residual %residual %residual %residual
0 100.00 100.00 100.00 100.06 100.00 100.00
5 99.80 98.81 98.84 97.08 100.00 98.49
10 100.00 97.91 98.84 96.46 100.00 98.42
15 99.28 96.02 98.45 95.83 99.71 98.06
30 97.77 95.72 99.03 93.83 97.76 97.19
60 99.21 93.98 97.62 93.71 99.43 96.90
120 100.00 94.33 96.52 94.68 96.15 97.62
24 h 100.00 98.31 100.00 100.00 100.00 100.00
%residual %residual %residual %residual %residual %residual
0 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
5 31.14 62.63 33.40 36.16 94.24 73.06
10 16.69 64.39 33.02 32.57 89.95 66.89
15 15.75 61.62 31.49 30.78 86.49 64.50
30 15.16 65.91 29.58 29.48 84.08 60.73
60 15.39 65.40 28.96 29.64 79.48 59.25
120 14.92 67.17 28.24 36.64 74.87 56.96
24 h 11.75 59.60 26.34 32.52 55.18 42.24
BBR BBR BBR BBR BBR BBR
%residual %residual %residual %residual %residual %residual
0 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
5 94.39 98.36 99.13 100.00 95.26 97.67
10 90.31 94.95 96.12 99.04 94.35 94.54
15 86.37 92.57 93.43 96.51 92.79 90.39
30 79.13 89.11 89.82 92.01 90.28 86.20
60 74.11 87.14 85.76 88.10 88.95 nd
120 71.66 84.20 80.33 85.21 88.66 79.17
24 h 58.17 79.10 63.21 100.00 84.77 69.31
Indigo Indigo Indigo Indigo Indigo Indigo
%residual %residual %residual %residual %residual %residual
0 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
5 97.61 89.59 95.98 96.97 98.24 94.44
10 95.34 82.07 91.91 93.59 98.16 93.03
15 94.85 76.27 88.83 91.08 96.60 91.88
30 93.06 65.25 83.22 87.09 96.09 91.41
60 90.16 46.45 71.31 78.01 95.20 90.43
120 83.71 25.53 51.65 65.50 95.70 87.87
24 h 6.38 11.13 16.78 32.11 73.71 34.22
ABF ABF ABF ABF ABF ABF
%residual %residual %residual %residual %residual %residual
0 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
5 97.20 95.42 100.00 100.00 95.06 99.46
10 95.83 93.54 100.00 100.00 93.50 100.00
15 93.78 91.67 100.00 100.00 92.56 100.00
30 90.70 89.71 100.00 100.00 89.72 97.84
60 87.35 85.21 100.00 100.00 90.19 100.00
120 79.96 70.57 100.00 100.00 88.77 88.41

24 h 41.72 29.80 94.91 100.00 87.28 69.54



%residual

0 100.00
5 95.35
10 93.36
15 92.24
30 89.61
60 87.35
120 83.55
24 h 42.55

Black5

%residual
0 100.00
5 96.23
10 95.14
15 93.80
30 92.72
60 91.42
120 90.21
24h [NTET200
7

oll

Oll
%residual
100.00
90.39
88.20
88.20
87.25
84.85
82.20
53.14
Black5
%residual
100.00
99.68
99.74
99.17
96.97
95.86
94.11
84.95
5

oll
%residual
100.00
94.25
91.86
88.52
83.67
76.32
64.03

Black5
%residual
100.00
97.01
95.13
93.59
92.27
90.89
88.35

5

oll
%residual
100.00
95.60
92.85
90.23
85.42
77.55
65.42

Black5
%residual
100.00
95.74
94.96
92.79
91.50
89.67
87.80
85.13

4

Oll
%residual
100.00
96.92
95.38
93.77
92.18
91.70
89.95
87.98
Black5
%residual
100.00
94.05
92.61
91.71
90.47
90.43
88.21
81.65

0

Oll
%residual
100.00
93.42
91.72
91.54
90.10
87.40
85.61
79.04
Black5
%residual
100.00
95.35
95.00
93.84
92.41
91.71
90.33
81.50
0
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Abstract A survey to isolate native white rot basidio-
mycetes from Northeast Mexico was conducted in the
forests of the Sierra Madre Oriental in the state of Nuevo
Leon. A total of 92 isolates from at least 20 different
genera, were screened on Bran-Flakes solid plate cultures
for the production of ligninolytic oxidases and/or perox-
idases with guaiacol and o-anisidine as substrates; their
lignin depolymerizing potential using the polymeric dye
Poly R 478; their ability to decolorize anthraquinonic
(Remazol Brilliant Blue Reactive), azo (Acid Red 44) and
triphenylmethane (Crystal Violet) dyes. Among all fungi
tested, 15 isolates showed extensive decolorization of the
three dyes within a week and gave a positive reaction in
guaiacol and o-anisidine tests. Nine of them were also
efficient degraders of Poly R-478. Two isolates (CS5 and
CUl) showed decolorization of all dyes within 5 days,
comparing favorably with reference strains of P. chrysos-
porium, Pleurotus ostreatus, and Bjerkandera adusta.
Decolorization was associated with laccase activity in both
isolates and reached 90% or more for all dyes within 24 h
in "8-day-old liquid cultures. The coupling of pairs 2,4-
dichlorophenol + 4-aminoantipyrine and 3-dimethylami-
nobenzoic acid + 3-methyl-2-benzothiazolinone hydrazone,
strongly suggest that the laccases of both strains correspond
to those considered of high redox potential. These strains
are considered good candidates for bioremediation of dye
polluted effluents due to their ligninolytic potential and
decolorizing performance.
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Introduction

Colorants and dyestuff are used in food, pharmaceutical,
cosmetic, paper, printing, leather, paint and many other
industries as main ingredients or accessories to improve the
durability and/or attractiveness of their products. It has
been estimated that 80,000 tons of these compounds are
dumped annually in wastewater worldwide (Heinfling et al.
1998); in Mexico, the textile and leather industries generate
wastewaters with an estimate of 4,300 tons of dyes and
colorants (INEGI 2001). In the aquatic ecosystems, dyes
and colorants interfere with photosynthesis, affect the
diffusion of gasses and are visible even in small concen-
trations, besides, they threaten human health due to the
toxic aromatic structure of their chromophore and the
possible transformation of some azo and nitro compounds
into carcinogenic aromatic amines in anoxic environments
(Baughman and Weber 1994; Chung et al. 1992).
Synthetic dyes are commonly recalcitrant substances
designed to resist washing, solar light exposition and diverse
chemical treatments, making their removal from waste water
difficult and expensive (Hao et al. 2000). The white rot
basidiomycetes are a group of ligninolytic fungi capable of
decomposing synthetic compounds due to their structural
similarities with lignin or its derivatives (Hofrichter 2002).
Its use has been proposed as a promissory alternative to
replace or supplement sewage treatment processes, with the
advantages of growing on simple inexpensive media, having
high production rate and biosorptive capacity (Zhang et al.
1999), and a lignin-degrading system (LDS) composed of
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oxidoreductases capable of acrobically decomposing xeno-
biotic compounds commonly considered as recalcitrant,
among them the synthetic dyes (Mester and Tien 2000;
Pointing 2001).

Decolorizing ability of LDS of white rot fungi has been
extensively studied only in a few strains of Phanerochaete
chrysosporium, Bjenkandera adusta, Coriolus versicolor,
and several species of Pleurotus and Phlebia (McMullan
et al. 2001). But recent isolation of strains with a better
color removal ability than reference strains (Tekere et al.
2001; Jarosz-Wilkolazka et al. 2002) directs worldwide
attention towards the searching of autochthonous fungi
belonging to different ecophysiological and taxonomic
groups (Kiiskinen et al. 2004) for biotechnological appli-
cation in bioremediation (Raghukumar 2000). Monterrey
area, located in Northeast Mexico, is second place in
industrial importance in the country and harbors important
synthesis and dye using industries. Their wastewater must
be decolorized and harmless before reaching the environ-
ment. In this work we used a simple screening plate system
to look for native wood decay basidiomycete fungi in the
lignin-rich hard-wood forests of the Sierra Madre Oriental
around Monterrey, with the purpose of isolating and
selecting strains with a comparable capacity to degrade
synthetic dyes than international reference strains, making
them potentially valuable in bioremediation.

Materials and methods
Chemicals

All chemicals used were reagent grade unless otherwise
stated. The substrates: guaiacol, o-anisidine and Poly R-478
(PR); reagents 2,6-dimethoxyphenol (DMOP), 2,2'-azino-
bis-(3-ethylbenzothiazolinesulphonate) (ABTS), syring-
aldazine [N,N’-bis-(3,5-dimethoxy-4-hydroxybenzyidene)
hydrazine], 4-aminoantipyrine (4-AAP), 2,4-dichlorophenol
(2,4-DCP), 3-dimethylaminobenzoic acid (DMAB), 3-
methyl-2-benzothiazoline hydrazone (MBTH), veratryl
alcohol, and synthetic dyes Remazol Brilliant Blue R
(RBBR), Acid Red 44 (AR44), and Crystal Violet (CV) were
from Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA. Malt extract,
yeast extract, glucose and agar for media from Difco and
other chemicals and salts from CTR Mexico.

Culture media

All fungal strains were maintained at 4°C on YMGA (4 g
yeast extract, 10 g malt extract, 4 g glucose, 15 g agar per
liter). YMGA supplemented with 14 ml of 10% w/v Tar-
taric Acid and 4 mg Benomyl per liter (Isolation media)
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was used to favor the growth of basidiomycetes. Bran-
Flakes media (ligninolytic enzymes inducer media), con-
sisting of 2% (w/v) Kellogg's Bran Flakes" in 60 mM
Potassium Phosphate buffer pH 6.0, added with 1.5% (w/v)
agar (Pickard et al. 1999) was used for the selection of the
strains with the best ligninolytic potential and ability to
decolorize the main groups of synthetic dyes. In liquid
cultures agar was omitted from Bran Flakes media. All
media were autoclaved at 121°C at 15 b for 20 min.

Reference strains

Phanerochaete chrysosporium ATCC 24725, Pleurotus
ostreatus ATCC 38033 and Bjerkandera adusta UAMH
8258 used as reference for this work were kindly provided
by Dr. M. A. Pickard from the University of Alberta, Ed-
monton, Canada. Stock cultures were stored on YMGA
plates at 4°C and periodically subcultured. They were
reactivated on YMGA at 28°C before every assay.

Collection and isolation of native fungi

Fungal strains were isolated from fruiting bodies found on
trees and decomposing logs and stumps in different bio-
topes around Monterrey, Northeast Mexico. The collecting
focused mainly on well developed carpophores of white rot
fungi from chaparral and gallery vegetation zones where
Leguminoseae and other hard wood trees were dominant,
but oak-pine forests were also surveyed. Basidiocarps were
transported in numbered paper bags to the laboratory and
mostly processed immediately but sometimes were stored
overnight at 4°C. Photographic records, phenotypical
characteristics and measurements gathered in situ, along
with sporeprints, microchemical reactions, and micro-
scopical observations conducted in the laboratory helped in
the identification to genus, or species when possible, fol-
lowing a manual with keys to the most common
macromycetes from Mexico (Guzmdn 1980). The most
promising strains were identified by the Centraalbureau
voor Schimmelcultures, Baarn, The Netherlands.

After washing the carpophores with sterile distilled
walter, tissue plugs around 2 mm diameter obtained from
their inner tissue were disinfected in 3% hydrogen peroxide
for I min, washed thoroughly in sterile distilled water and
then transferred to Isolation media, incubated at 28°C in
90 mm diameter Petri dishes, and repeatedly transferred
onto new plates until microscopical observation confirmed
its purity, and presence of clamp connections confirmed the
isolation of a basidiomycete (Thorn et al. 1996). The iso-
lates were maintained and reactivated before every assay as
described for collection strains,
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Screening for ligninolytic enzyme activity
and decolorizing potential

Our selection system consisted of the three substrates:
Poly R-478 (PR), guaiacol and o-anisidine, used as indi-
cators of ligninolytic potential and the three synthetic
dyes: the anthraquinonic Remazol Brilliant Blue Reactive
(RBBR), the azo Acid Red 44 (AR) and the triphenyl-
methane Crystal Violet (CV) used to evaluate the
decolorizing ability. Every isolate was evaluated for
triplicate in the selection system, in 90 mm diameter Petri
dishes inoculated with a 5 mm diameter plug taken from
the periphery of a fresh culture. PR was added to media
before sterilizing, the other substrates and dyes were
added aseptically (Millipore 0.45 um) to previously ster-
ilized Bran Flakes media to a final concentration of
0.02%. Plates were incubated at 28°C and diameter
growth, substrate reactions and decolorization were reg-
istered daily during the first 5-7 days and sporadically
afterwards for 3 weeks. Substrate reactions were indica-
tive of ligninolytic potential, if the production of
extracellular oxidases and/or peroxidases was revealed by
a colored zone developed around microbial growth (red-
dish-brown with guaiacol or purple with o-anisidine) and
potential to break down lignin bonds was indicated by the
depolymerization of PR (color change from pink to yel-
low) (Field et al. 1992), The extent of decolorization was
assessed by visual examination of the decolorization area
and quantitatively determined by assigning numbers 0-5
with decolorization maximum at 5.

Production of ligninolytic enzymes in liquid culture

Isolates with the best ligninolytic potential and decolor-
izing ability in plate assays, were cultured in liquid
media to study the production of the tree major lignin-
olytic enzymes: namely, lignin peroxidase (EC 1.11.1.14,
1,2-bis(3,4-dimethoxyphenyl)propane-1,3-diol:hydrogen-
peroxide oxidoreductase) (LiP), manganese peroxidase
(EC 1.11.1.13 Mn(II):hydrogen-peroxide oxidoreductase)
(MnP) and laccase (EC 1.10.3.2 benzenediol:oxygen
oxidoreductase). Three 5 mm diameter cylinders of
mycelium from each isolate were used to inoculate
100 ml Bran Flakes media in 250 ml Erlenmeyer flasks
and the flasks were incubated for 20 days on a shaker at
28°C and 150 rev/min. Enzyme activity in submerged
cultures was determined every other day by triplicate,
using 100 pl samples from a 1 ml aliquot, taken from
cultures and centrifuged at 14,000 rpm for 10 min (Ep-
pendorf Centrifuge 5415¢). The peaks of enzyme
production were established from the graphs of enzyme
activity with time.

Enzyme assays

Laccase activity was determined according to Heinzkill
et al. (1998) following the formation of the green cationic
radical of 2 mM ABTS (2,2"-azino-bis(3-etilbenzothiazo-
lin-6-sulfonic  acid)-diammonium  salt) at 405 nm
(8405 = 36,000 M~ cm™") in 100 mM acetate buffer (pH
5.0). LiP activity was assayed according to Ramachandra
et al. (1988) measuring the formation of the pink colored
oxidation product between I mM 2,4-dichlorophenol (2,4-
DCP) and 8.2 mM 4-aminoantipyrine (4-AAP) at 510 nm
(510 = 18,500 M~ " em™") in 100 mM sodium succinate
(pH 5.5). Reaction was initiated by the addition of H,0, to
a final concentration of 0.1 mM. LiP was also evaluated
according to Tien and Kirk (1988) with 4 mM veratryl
alcohol as substrate in the presence of 0.4 mM H,0,. The
assay was performed in 40 mM sodium tartrate (pH 3.0),
and the change in absorbance was monitored at 310 nm
(£310 = 9,300 M™" em™"). MnP was determined according
to Wariishi et al. (1992) following the H,O,—dependent
formation of Mn(III)-malonate complex at 270 nm
(g270 = 11,590 M~' em™"). Reaction mixtures contained
0.2 mM MnSOy in 50 mM sodium malonate buffer (pH
4.5), and the reaction was initiated by the addition of H,0,
to a final concentration of 0.1 mM. All assays were per-
formed at 25°C. One unit of enzymatic activity was defined
as the amount of enzyme transforming 1 pmol of substrate
per minute.

Assays for the verification of enzyme activities

Centrifuged samples obtained as described for monitoring
the enzyme production, were used in a series of assays lo
confirm the enzyme activities present in 10-day-old cul-
tures. A positive reaction with syringaldazine (Harkin et al,
1974) would confirm the laccase activity. LiP in the pres-
ence of H,O, would react with veratryl alcohol (Tien and
Kirk 1988) or couple the pair 2,4-DCP + 4-AAP, and the
MnP activity would be revealed by the coupling of the pair
3-dimethylaminobenzoic acid (DMAB) + 3-methyl-2-ben-
zothiazolinone hydrazone (MBTH) (Castillo et al. 1994) or
by the formation of the Mn(IIT)-Malonate complex in the
presence of Mn>* and H,0,.

A possible overlapping between laccases and peroxid-
ases would be prevented by keeping the necessary
requirements away from the latter or retrieving them from
the assay media (Jordaan and Leukes 2003). In other series
of assays, 8-day-old cultures were filtered successively
through gauze and filter paper (Whatman # 1) and con-
centrated hundredfold by ultrafiltration (Amicon 10-kDa
cut-off membrane) to obtain crude enzyme preparations.
Using discontinuous native PAGE on 12% polyacrylamide
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as separating gels (Garfin 1990), their aclivities were
revealed using ABTS, 2,4-DCP + 4-AAP, and DMAB +
MBTH as substrates without cofactors for peroxidases.
Protein concentration was determined by the Bradford
protein assay (Stoscheck 1990).

Determination of decolorizing ability

The decolorizing ability of selected strains in liquid cul-
tures was evaluated on 0.02% RBBR, AR44 or CV
supplemented at the time of inoculation. One ml samples of
cultures were taken right after dye addition and then every
other day, centrifuged (Eppendorf Centrifuge 5415¢
14,000 rpm, 10 min) and the absorption spectra in the
range 200-800 nm were recorded using a Shimadzu mini
1240 UV-VIS spectrophotometer. Color reduction was
followed spectrophotometrically and decolorizing activity
was calculated from the decrease in absorption of the peak
maximum for each dye (592 for RBBR, 510 for AR44, and
588 for CV). Microbial decolorization was also assessed in
8-day-old liquid cultures. Dyes were supplemented after
fungal growth and decolorization was measured every 2 h
after dye addition. Additionally, to discard mycelia par-
ticipation in decolorization, dyes (100 ppm) were added to
1 ml clear supernatants samples obtained from 8-day-old
cultures (enzymatic decolorization). Absorption spectra
were registered immediately after dye addition and after
12 h of incubation at 25°C. Percentage of decolorization
was calculated as described above.

Results and discussion

Isolates screening for the best decolorizing ability and
ligninolytic potential

A total of 92 native basidiomycetes from Northeast Mexico
were isolated and their pure cultures were screened for
decolorization, associating this ability to their ligninolytic
potential. These strains were distributed mainly in the
genera Pycnoporus, Polyporus, Schizophyllum, Ganoder-
ma, Trametes, Stereum, Chondrostereum, Inonotus,

Table 1 Plate screening results for the 92 native isolates

Phelinus, Fomes, Daedalea, Trichaptum, Merulius, Irpex,
Steccherium, Poria, Hexagonia, Ischnoderma, Fomitopsis,
and Cerrena.

Poly R-478 decolorization and the use of guaiacol and o-
anisidine as chromogenic substrates are proved quick,
reproducible, inexpensive screening methods to determine
ligninolytic activity (Glenn and Gold 1983; De Jong et al.
1992; Kiiskinen et al. 2004). The LDS of white rot fungi
consists of oxidases and peroxidases with a highly non-
specific, free-radical mediated mechanism, capable of
transforming and sometimes completely mineralizing a
wide array of pollutant substances, among them the syn-
thetic dyes (Paszczynski and Crawford 1995).

Plate screening results are summarized in Table 1.
Among the 92 strains tested for ligninolytic potential, 67
oxidized o-anisidine and 66 oxidized guaiacol, repre-
senting 73 and 72%, respectively. However, not all
producers of ligninolytic oxidases and/or peroxidases
were able of depolymerising the Poly R-487 as only 42
strains (52%) had this ability. A possible explanation for
this could be that along with the oxidases and/or per-
oxidases, some strains also need hydrogen peroxide
generating systems or/and low weight mediators to attack
the polymeric substrate, which were not produced under
our study conditions (Rabinovich etal. 2004). The
number of strains removing completely the color in the
area of mycelial growth within 3 weeks was respectively
36, 38, and 22 for RBBR, AR, and CV. RBBR and AR
dyes were more susceptible to decolorization in Bran
Flakes media than CV, which usually had a negative
effect on growth too, producing a total inhibition in 31
strains. Fifteen strains efficiently decolorized all three
dyes within a week and of them only nine were also able
to decolorize in some degree the ligninolytic potential
indicator PR and are listed in Table 2. The decoloriza-
tion magnitude of the different dyes as well as this
ligninolytic indicator, by the fungal isolates is given in a
scale 1-5 where 5 corresponds to total decolorization in
mycelial area of growth. The results with CS5 and CU]
strains, identified as Trametes villosa and Trametes
maxima, respectively, are outstanding, as they compared
positively with the reference strains in the tests of lig-
ninolytic potential and decolorizing capacity and showed

Ligninolytic potential

Decolorizing ability”

o-Anisidine Guaiacol PR RBBR AR cv
Nunmber of positive strains 67 66 48 60 (36) 62 (38) 42 (22)
Percentage of total 73 72 52 65 (39) 67 (41) 46 (24)

AR Acid red 44, CV Crystal violet, RBBR Remazol brilliant blue reactive, PR Poly R-478
* Strains able to decolorize at some degree. Numbers in parentheses indicate strains that completely decolorized the dye within 3 weeks
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Table 2 Native isolates with

A . . Isolate/strain ~ Taxon PR RBBR AR CV  Growth" (mm/day)

ligninolytic potential and

decolorizing ability comparable cul Trametes maxima 5 5 5 4 12

to reference strains
CSs Trametes villosa 5 5 5 3 8.7
CS20 Pycnoporus cinnabarinus 4 5 5 3 7.2
CS63 Trametes trogii 4 5 5 3 8.8
LES Trametes sp 4 5 5 3 7.1
LE13 Unidentified 4 5 5 4 1.7
LE45 Trametes sp 3 5 4 3 9
LE95 Trametes pubescens 4 5 4 3 7.6

AR Acid red 44, CV Crystal TR

violet, RBBR Remazol brilliant ~ “C° Unidentificd ‘ P ol !

blue reactive, PR Poly R-478, ATCC24725  Phanerochaete chrysosporium 4 5 4 1 16.8

1-5 scale of decolorization ATCC58053 Pleurotus ostreatus 1 2 4 2 30

magnitude, *calculated on Bran  (JAMH8258  Bjerkandera adusta 4 5 4 3 10.4

Flakes media

a high growth rate in Bran Flakes media with any dye,
covering completely the surface of the plates within a
week. In consequence these two strains were selected for
the studies in liquid media. Remarkably the reference
strain of P. ostreatus showed a poor ligninolytic poten-
tial and decolorizing ability under our conditions. These
results reinforce the idea that screening surveys for
autochthonous ligninolytic enzyme producers and decol-
orizers, like those carried out around the world by other
authors (Tekere et al. 2001; Saparrat et al. 2002; Walter
et al. 2003; Dhouib et al. 2005; Asgher etal. 2006)
could lead to finding novel strains with potential use in
bioremediation.

Production of ligninolytic enzymes in liquid media

Laccase activity (Fig. la) was detected in both strains, In
CS5 it was detected from day 6 and increased to a broad
plateau of maximum activity (2,800 U/l) extending from
day 8 to 14 and then deceased to be feebly detected in
days 16-20. In CU1 it was also initially detected at day
6 but showed two peaks, the first one at day 10 (around
4,300 U/L) and the second at day 16 when it was higher
(4,800 U/L), then it declined to be undetected at day 20.
MnP (Fig. 1b) was detected in CS5 starting at day 10 of
culture; it reached a production peak (120 U/l) between
days 14 and 16 and then declined. However under our
conditions we were unable to detect this activity in CUI.
Although a positive reaction with the pair 2,4-DCP + 4-
AA suggested that both isolates had LiP activity, we
could not confirm it with its specific substrate veratryl
alcohol. We thought the laccase could be responsible for
this activity, since an oxidative coupling of other per-
oxidase substrates by laccase has been reported (Jordaan
and Leukes 2003).

Verification of enzyme activities

To demonstrate that laccase activity was capable to pro-
mote the oxidative coupling of peroxidase substrates, we
tested 10-day-old culture filtrates with a series of substrates
for laccases and peroxidases varying the assay conditions
(Table 3). A positive reaction with syringaldazine con-
firmed the presence of laccase in both strains. This activity
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Laccase activity (UA)
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—0—CS5
—a—CcuU1
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Fig. 1 Time course for production of Laccase (a) and Mn Peroxidase
(b) by CS5 and CUI strains
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Table 3 Verification of the ligninolytic activities produced by CS5 and CUI in liquid media

Substrate(s)/Addition Assay conditions®

Laccase LiP LiP (-)° MnP MnP (-)°
CSs Ccul CSs Ccul CSs Ccul CSs Ccul Cs5 cul
Syringaldazine P P
ABTS P P P P P P
Guaiacol P P P P P P
Veratryl alcohol N N
24-DCP + 4-AAP P P P P
24-DCP + 4-AAP/catalase P P P P
Mn*? P N N N
2,6-DMOP* P P P P
DMAB + MBTH" P P P P
DMAB + MBTHYcatalase/EDTA P P P P

P positive reaction, N negative

* Assay conditions correspond to each of the enzymes as described in methods

" Conditions for LiP with no addition of hydrogen peroxide
¢ Conditions for MnP with no addition of Mn®* nor hydrogen peroxide
4 Used as choromogenic secondary substrate(s) for MnP activity

was also responsible for the positive reactions with ABTS
and guaiacol (developing even in the absence of Mn** and
hydrogen peroxide), and with the pair 2,4-DCP + 4-AA
(developing in the absence of hydrogen peroxide or in the
presence of catalase), confirming that LiP is not present
under our conditions in both CS5 and CUIL. Even when
MnP activity was confirmed for CS5 (positive reaction on
Mn*2 only in the presence of H,0,), the occurrence of
reaction for both strains with 2,6-DMOP and with the pair
MBTH + DMAB even in the presence of EDTA and cat-
alase (to remove both Mn?* and H,0,), pointed to laccase
activity as the only one responsible. On the bases of these
results two possible explanations are proposed: either lac-
cases belong to the high redox potential group or they act
through low-molecular weight redox mediators. Zymo-
grams (Fig. 2) of crude enzyme preparations, free of
mediators, revealed the same bands for ABTS and the
oxidative couples DMAB + MBTH and 2,4-DCP + 4-APP
in the absence of H,0, and Mn*? (laccase conditions).
Same patterns were obtained using syringaldazine and 2,6-
DMOP (data not shown). These results strongly suggest
that laccases belong to the high redox potential group.
The presence of MnP and laccase activities in CS5 is in
agreement with reports of this combination as the most
common in white rot fungi (Nerud and Misurkova 1996).
Detecting laccase as the only ligninolytic activity in CU1 is
in concordance with previous reports for other fungi such
as P. cinnabarinus (Eggert et al. 1996). Briefly, our results
support the idea that both strains could be producing lac-
cases with high redox potential, which have the ability to
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attack peroxidase substrates and consequently, constitute
an important part of its ligninolytic machinery. However,
we cannot discard the possible existence of a laccase/

A C

2 1

1 2 1 2

Fig. 2 Native PAGE of crude enzymes obtained from 8-day-old
cultures. Bands developed under laccase conditions (in the absence of
H,0; and MnCly), using: ABTS (a), DMAB + MBTH (b), and 2,4-
DCP + 4-AAP (c) as the substrates for CS5 (1), and CU1 (2)
preparations
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mediators system and peroxidases to degrade lignin in their
natural environment.

Decolorizing activity

Both, CUI and CS5 decolorized (RBBR, AR) or changed
the coloring (CV) of dyes within 10 days of incubation
when a dye was added from the beginning of culture (data
not shown).

Although we only confirmed the MnP activity in CS5
cultures, assays with 8-day-old cultures of both strains
were carried out in order to diminish the possible contri-
bution of this activity to the decolorization process.
Absorption spectra during microbial decolorization are
shown in Fig. 3. The maximum absorption peak for RBBR
in both cultures CS5 (Fig. 3a) and CU1 (Fig. 3b) decreases
abruptly in 2 h to be almost undetected after 24 h. How-
ever, there is a difference between the two cultures, since
CS5 shows a slight residual absorption peak shifting
towards the left of the initial maximum, which is not
present in that of CUl. For AR44, decreasing of main
absorption peak was not as pronounced as with RBBR,

however it reached comparable levels after 24 h.
Fig. 3 Absorption spectra (a)20

during microbial decolorization

of synthetic dyes. Cultures of 18

CSS5 (series on left) and CUI 2 12

(series on right) strains were

carried out on liquid Bran flakes 08 4

media under agitated
conditions, and dyes: RBBR (a

Additionally, a new peak appeared around 385 nm being
more evident in CS5 (Fig. 3c) than in CU1 (Fig. 3d). In the
case of CV, disappearance of the main peak was also steep
during the first 2 h and then gradual until the end of
incubation, showing a continuous shift from 588 to about
570 nm for both cultures (Fig. 3e, f). The relationship
between time of incubation and decolorization is shown in
Fig. 4. Decolorization after 2 h with CS5 reached 96, 50
and 74% for RBBR, AR44 and CV, respectively, and 89,
74, and 83% with CUL. At 24 h of incubation, decolor-
ization was almost complete for all cultures (>98%), with
the exception of CS5 on CV which still had 10% of
residual color.

In general, the disappearance of color in liquid cultures
could be explained by mycelial adsorption or dye trans-
formation. Even when dye absorption to mycelia could
participate early in color reduction, we were not able to
detect residual color on mycelia after 24 h by visual
inspection of cultures or in methanol washings of filtered
mycelia. Additionally, similar absorption spectra (not
shown) to those of microbial decolorization were obtained
with 8-day-old mycelia-free culture supernatants (enzy-
matic decolorization), where initial absorbance for RBBR,
AR and CV, decreased after 12 h of incubation in >99, 94,

(b)2o

and b), AR44 (¢ and d). and CV 00
(e and f) were added at the

eighth day of growth. Overlays
were obtained at indicated times
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Fig. 4 Microbial decolorization of Remazol Brilliant Blue R, Acid
Red 44 and Crystal Violet by 8-day-old liquid cultures of CS5 (a) and
CU1 (b) as a function of time. Color reduction was calculated from
the wavelengths of maximum absorption in the visible range for each
dye

and 54% for CS5 (0.82 U/ml Laccase) and =99, >99, and
42% for CU1 (2 U/ml Laccase), respectively, for each dye,
supporting that decolorization can be accomplished in the
absence of mycelia. The removal of the major visible light
absorbance peak combined with the displacement to the
left (hypsochromic effect) (more evident in Fig. 3c, d), and
the appearance of new peaks (Fig. 3e) could be explained
by a dye degradation or transformation through different
intermediaries as previously reported by Maximo et al.
(2003) and McMullan et al. (2001).

A dye decolorization depends on its structural com-
plexity (identity, number and position of functional groups
in the aromatic region), its charge (distribution of electrons
and density of charge) (Knapp et al. 1995; Swamy and
Ramsay 1999) or could be the result of all interactions in its
structure and be associated for example to ionization
potential (Podgornik et al. 1999). Different fungal
enzymes, and even isoenzymes, have different specificities
for dyes belonging to different structural classes (Ollikka
et al. 1993). Our results on dye decolorization are in
agreement with literature in regard to anthraquinonic being
more easily degraded than azo dyes (Abadulla et al. 2000)
and CV, even as a member of the triarylmethane, being a

| Springer

more recalcitrant one and its color loss depending on the
strain used (Knapp et al. 1995).

Finding laccase as the principal activity responsible for
decolorization is consistent with previous reports with T.
hispida (Rodriguez et al. 1999) and T. hirsuta (Abadulla
et al. 2000). However further studies with pure enzymes
are necessary to prove it conclusively.

Conclusions

All the isolates with the ability to attack the three dyes gave
also a positive reaction in the plates with guaiacol and o-
anisidine, showing a strong correlation with the production
of oxidoreductases. A possible explanation for the strains
that by producing oxidases and/or peroxidases did not
decolorize PR could be that depolymerization depends on
the participation of redox mediators, which under the
conditions of our assay should be produced only by those
isolates thal gave a positive decolorization of PR; or these
isolates produce enzymes with high redox potentials. The
finding of two native strains with ligninolytic and decol-
orizing performance comparable to that of reference strains
Phanerochaete chrysosporium ATCC 24725, Pleurotus
ostreatus ATCC 58053, and Bjerkandera adusta UAMH
8258 encourages the searching of fungal strains with spe-
cific capabilities suitable to biotechnological processes in
Mexican woodland. One of these, isolate CS5 showed a
high decolorization rate and has a fast growth rate, con-
sequently has been selected for further studies.
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La micclogia es el estudio de los hongos. Los hongos
verdaderos se agrupan en el Reino Fungi o Eumycota y
son organismos eucariotas, unicelulares o pluricelula-
res, heterdirofos que presentan digestion exiracelulor y
nutricion saprobia, provistos de paredes celulares de
guitina y b-glucanos, de aspecto comdnmente
filamentoso y que producen esporas en alguna etapa
de su ciclo vital. Comprenden 4 phyla que se recono-
cen por el tipo de esporas gue producen: Los Ascomycota
son el phylum mas numeroso y sus esporas sexuales se
desarrollan dentra de ascas en forma de sacos clarga-
dos. Los Bosidiomycota producen sus esporas sexuales
en el exterior de filamentos o hifas especializadas en-
sanchadas hacia la punta llamados basidias. Los
Chytridiomycota a diferencio de los dos grupes antferio-
res son formos acudticas y sus espores son realmente
gometos méviles (zoosporas) provistas generalmente de

un solo flagelo posterior en forma de latiga (opistoconte).
En los Zygomycota la zygospora es una estructura de
resistencia producto de lo fusién de dos hifas diferen-
ciados en gametangios. Alguncs grupos anteriormente
considerados dentro del Reino Fungi como los
Myxomycota y los Oomycota han sido segregados a
partir de 1994 a los Reinos Protista y Chromista, res-
pectivamente, basandose en la presencio de celulosa
en la composicion quimica de sus paredes celulares, la
ferma de sus crestas mitocondriales, que no es aplana-
do, la presencia de flagelos diferentes al tipo opistoconte
en sus esporas y olras evidencias moleculares (Kirk et
al., 2001).

Se estima que el nimero total de especies de hon-
gos verdaderos en el mundo es superior a 1.6 millones,
de las cuales se han descrito alrededor de 64,000, No
obstante que cada afc se agregan 700 nueves espe-
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cies a lo lisia, es evidente lo falta de micélogos en el
mundo para el estudio de este Reina tan diverso (Carlile
et al., 2001). Para México, existe un total estimado de
200,000 especies de hongos, de las cuales se conocen
apenas alrededor de 7,000 (Cifuentes et al., 2004) por
lo que la obtencién de inventarios regionales es de suma
importancia para el conocimiento del recurso.

Lo principal octividad benéfica de los hongos en la
naturaleza es la descomposicién de la materia orgdni-
ca. Al hacerlo contribuyen al ciclo del nitrégeno y del
carbono. Aunque esta actividad también la realizan las
bacterias, el reciclaje del carbono contenido en los dos
polimeros naturales mas abundantes del planeta, la
celulosa y la lignina, presentes en estructuras vegetales
como la madera, es una responschilidad que cumplen
principalmente los hongos. Ademds, los micorrizas o
asociaciones que forman algunos hongos con las rai-
ces de lo mayorio de los drboles, aumentan significati-
vamenie su drea de absarcién, permitiéndoles a éstos
Gltimos un crecimiento saludable, més rapido y vigoro-
s0, ya gue promueven una asimilacion mas eficiente de
formas nitrogenadas y soles mineroles

Sin embargo, la actividad saprétrofa de los hongos
también causa importantes pérdidas en la agricultura y
las industrias alimentaria, energética, de pinturas, del
colzado y del vestido, al alacar sustratos como granos,
todo fipo de alimentos y bebidas, combustibles, solven-
tes, cueros y telas.

Algunas especies pardsitas de plantas o animales se
consideran nocivas, ya que anualmente ocasionan enor-
mes pérdidas agricolas, forestales y pecuarias; mienfras
que ofras especies se consideran benéficas, ya que pue-
den utilizarse en el contral biolégico de malezos,

nematodos, insectos y ain otros hongos caonsiderados
como plagas agricolas. Las especies pardsitas del ser hu-
mano llegan a causar serios problemas de micosis en la
piel y mucosas. En acasiones afectan los vias respiratorias
gravemente u ocasionan seplicemia o causan meningiis,
de tal forma que pueden llegan o causar lo muerte.

En el édmbito industrial, la actividad enzimdtica
extracelular de los hongos fradicionalmente se ha em-
pleado en la obtencién de alimentos fermentados (salsa
de soyo, tempe, sufu), la maduracién de quesos
(roquefort, gorgonzola, brie, danés, camembert] y la
elaboracion de pan y bebidas alcohélicas [cerveza, vino,
sake, whisky]. Con el desarrollo de la biotecnologia el
empleo de los hongos para obtener productos
metabélicos se ha diversificado. Actualmente se emplean
reactores para la obtencién de proteing unicelular, vita-
minas (ribaflavina), clcohol indusirial, dcides orgénicos
(Gcido citrico, fumarico, glucénico y ofros), enzimas
[glucoamilasas para producir jarabes de alta fructosa,
glucanasas y pectinasas paro clarificar cerveza y juges
de frutas respectivamente, proteasas y lipasas como
aditivos de defergentes, nucleasas como mejoradores
de sabor en carnes, enire otras), metobolitos primarios
(nucledtidos, aminodcidos, polisacdridos y grasas) y
metabolites secundarios como antibidticos (peniciling,
cefalosporina, griseofulvina, serdarina), medicamenlos
reductores del colesterol (mevastatina, lovastating), in-
munosupresores para reducir el rechazo en transplantes
de drganos [ciclosporina A), alcaloides {ergotamina para
el fratamiento de migranas, ergometrina para aumentar
las contracciones en el parto}, fitarreguladores
(giberelinas) y fungicidas agricolas (strobilurinas) (Carlile
et al., 2001).
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Las setas son macromicetos con un cuerpo fructifero
caracteristico grande como para verse a simple vista y
tomarse con la mano. De ellos se estima existen 140,000
especies y se conocen 22,000 y se estima que existen
7,000 especies fodavio no descritas que podrion ser
benéficas a la humanidad (Lindequist et al., 2005]. En-
tre las setas, 2,000 especies son comestibles en diferen-
te grado (Chang, 1999). La produccion anual de setas
para alimento humana supera los 6 millones de tonela-
das, registra importanies aumentos en la Oltima década
y se basa en la explotacién de uno decena de especies,
entre las que destacan Agaricus bisporus, Lentinula
edodes”®, Pleurotus spp.*, Auricularic spp., Flammuling
velutipes*, Volvariello volvocea, Tremello spp.”,
Hypsizygus marmoreus y Grifola frondosa® (Carlile et
al., 2001). La mayorio de estos hongos, ademds de ser
comestibles presentan propiedodes funcionales (*). A-
demds, lo creciente produccién de las especies de setas
medicinales perfenecienles a géneros como Ganoderma,
Trametes., Agrocybe, Auricularia, Calvatia, Flammulina,
Hericium, Hypholoma, Inonotus, Lentinus, Lenzites,
Polyporus, etc. se espera que llegue en breve a un flore-
cimiento debido o lo economia de los sustratos de pro-
duccién y la relativo simplicidad de los métodos de cul-
tivo (Smith ef al,, 2002; Stomets, 2000). El desarrollo
de resistencia a antibiéticos, el resurgimiento de enfer-
medades que se creian erradicadas y el incesante tréfi-
co aéreo de personas desde sitios anfes remotos, ha
impulsade la busqueda de nuevas sustancias bioactivas
en los setas, focilitando la tarea los nuevas técnicas qui-
micas de purificocion. De 1al forma que hongos em-
pleados en la medicing tradicional de diferentes cultu-
ras han probado su utilidad como productores de

compuestos con actividades antimicrobiana, antiviral,
antitumoral, como inmunomeduladares, citostdticas,
inmunosupresora, antioxidante, hipoglicémica,
antinflomatoria, hepatoprotectora. Entre el 80 y 85 %
de los productos de lus setas medicinales se abfienen
de cuerpos fructiferos cultivados o recoleclodos, pocos
se basan en extractos del micelio o filirados de cultivas
(Lindequist ef ol. 2005).

Asi, en la dltima décado, a la importancia ecolégi-
ca, alimenticio y médica tradicional y la de fermenta-
ciones industriales utilizando hongos mitospdricos, se

ha sumado un nuevo valor, el de lo produccion de me-
tabolitos con actividad biclagica por setas. Eslos pue-
den ser como se menciona arriba sustancias con activi-
dad antimicrobiana, citotéxica (anfitumoral] o que
incrementan la respuesta inmune o bien, enzimas, colo-
rantes y aceites esenciales (utilizados como saborizantes
y aromas) (Brizuela ef of., 1998).

Nuevo Ledn posee unc gran diversidod de
macromicetos posiblemente como resultado del desa-
rrollo de diferentes ecofisiologios adaptadas a los va-
riados microambientes que se presentan en sus 3 pro-
vincios biogeogréficas: la planicie costera, lo Sierra
Madre Oriental y el altiplanc [Alanis et al., 1994). Esta
diversidad debe reflejorse en las Colecciones
Micolégicas, las cuales contienen ejemplares secos que
conservan las caracterfsticas distintivas de su especie y
siven de referencia contra la cual se puede comparar
los caracteristicas de nuevos ejemplares. Ademas de este
valor taxonémico, la informacién de la efiqueta de co-
lecto es esencial en el desarrollo de estudios sobre la
ecologio y distribucién fungicas. Las colecciones de
micelios vegetativos vivos, aunque no poseen las coroc-
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teristicas de los cuerpos fructiferos (setas), nos brindan
la oportunidad de estudiar la biologia y metabolitos de
los hongos. La coleccian micolégica (UNL) de la Facul-
tad de Ciencias Biologicas de la UANL, tiene alrededor
de 50 afios, es una coleccién de referencia constituida
por cuerpos fructiferos colectados en la region noreste y
otros estados del pals, pero no estaba ordenada y esto
[imitaba su utilidad.

Los objetivos planteados en el presente Ircbajo fue-
ron: ordenar la coleccién de setos de basidiomicetos en
una forma que facilitara su consulta, elaborar un archi-
vo electronico con la informacion de colecta de los ejem-
plares ya presentes y que ademds incluyese fotografias
y descripciones morfolégicas de las nuevas adiciones y
formar un cepario de especies nativas de basidiomicetos
de Nuevo Ledn aisladas de los cuerpos fructiferos antes
de ser herborizados y depositados en lo caleccion (lo
cual permite una mayor cerfezo en la identificacién al
respaldarla por lo fase sexual). La utilidad de lo anterior
es contar para cada especie con un registro detallado
que respalde su identificacion y facilitle en cualquier
momento su consulta, permitiendo ofrecer o la comuni-
dad una coleccion micolégica y un cepario, que sirvan
de apoyo en sus investigaciones sobre la taxonomia,
biologia y quimica de productos naturales en un grupe
dificil, interesante y diverso, como es el de los hongos.
Ademas, en un infento inicial por conocer la ulilidad y
potencial econémica de las especies nativas, hemos
desarrollada una linea de investigacién sobre nuestros
cultives de basidiomicetos nativos buscando aquéllos
potencialmente dtiles en procesos de biorremediacion
de efluentes contaminados por colorantes sintéticos o
con actividad antimicrobiana sobre patbgenos

METODOLOGIA

Lo Coleccién UNL. Los ejemplares de hongos y liquenes
en el herbario UNL fueron separados por géneros y es-
pecies, ordenados alfabéticamente y depositados en
cajas de cartén. Con la informacién de las etiquetos de
colecta de los ejemplares se elabord una base de datos
en Excell y se generé una lista con los géneros para
Nuevo Leén. La importancia de cada uno de los géne-
ros fue enfonces investigada.

Reactivos. Todos los compuestos quimicos utilizados
fueron grado reactivo, los medios de cultivo de la mar-
ca Difeo y los demas quimicos, de la casa Sigma o CTR
Scientfic. Los soluciones fueron preparadas en agua
bidestilada de laboratorios Monterrey, S.A. Todos los
medios se esterilizaron con autoclave a 121°C por 15
min o por filtracién Millipore (0.45pm). El aislamiento y
purificacién de cepas se realizd en cojas pelri
desechables de $0 mm de didmetra conteniendo 20 ml
de medio de cultivo.

Colecta de cuerpos fructiferos. La colecta de cuer-
pos fructiferes se realizé en los diferentes provincias fi-
siogréficas del Estado de Nuevo Ledn con un muestreo
oportunisia. Los sitios y fechos de colecta se selecciona-
ron previomente en hase a lo informacion de las fichas
del material herborizado de la coleccion micologica que
requerfa reposicion. Las coordenadas geograficos de los
puntos de colecta
geoposicionador (Magellan), los dreos de colecla se

se determinaron con un
recorrieron exhoustivamente y a los carpdforos encon-
trados se les asignd una clave bajo la cual se anoté el
ndmero de colecta, las coordenadas, tipo de sustrota,
las caracteristicas macroscépicas, resultados de reac-
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ciones microquimicas coloridas (Meltzer, KOH, CuSO4)
(Singer, 1986) y nimero de registro fotogréfico. Los ejem-
plares fueron herborizados siguiendo la metodologia de
Wu et al. (2004).

Aislamiento y purificacion de micelios. Para el aisla-
miento y purificacion de los micelios vegetativos, de cada
uno de los carpdforos se tomaron tres fragmentos de la
parte inferna del cuerpo fructifero, de aproximadamen-
te 3 mm de diametro. Fueron lovados por 1 min en
peroxido de hidrégeno al 3 %, enjuagados en agua es-
téril y sembrodos en cajas petri con medio YMGA (4g
glucosa, 4g extracto de levadura, 10g extracto de mal-
tay 15g agar por litro de medio) y 4 mg/l de benomil,
disueltos en 2 ml de solucién 1:1 acetona-70% etanol
gue se agregaron asépticamente (Millipore 0.45um). La
siembra se hizo por triplicado y las cajas petri se incu-
baron a 28°C. Las colonias que crecieron se resembra-
ron en YMGA hasta estar puras. Los aislados puros cons-
tituyen el cepario y se conservan en tubos con medio
YMGA o 4°C con resiembras cada dos meses.

Identificacion. La identificacion se realizd siguiendo
las claves de Arora (1985), Bessette et al. (1997), Guz-
man (1978), Guzman (2003), Largent y Baroni (1988),
Meizler y Metzler (1992), Singer (1986).

Pruebos de copacidad ligninclitica y decolorante.
Estas pruebas se realizaron en cajas de petri con el medio
de bran flakes (20g All Bran® y 15g de agar por litro de
amortiguador de fosfato meonobésico de potasio 40 mM,
pH 6), el cual es inductor de enzimas ligninaliticas y
adiciononde 0.02% del colorante polimérico Poly-R 478
o olguno de 9 colorantes [Azo: Rojo Acido 44 AR44,
Rojo Acido 183 AR183, Negro Reactive 5 RBS, Naranja
Il O, Indigoide: Indigo Carmin. Antraquinénico: Verde

Acido 27 AG27, Azul Brillante Reactivo de Remazol RBER,
Triarilmetano: Azul Brillante Reactive BBR, Cristal Viole-
ta CV). El didmetro del érea de desaparicion del color
bajo lo superficie cubierta por micelio se considers in-
dicativo de la copacidad ligninolitica del hongo para el
caso del Poly-R-478 y de la capacidad decolorante para
el resto de los colorantes. Los aislados que mostraron la
mayor eficiencia decolorante en placa se seleccionaron
para realizar ensayos de decoloracién en cultivos su-
mergidos en medio de bran flakes liquido conteniendo
50 ppm de colorante. El colorante se agregé a los é
dias de crecimiento, cuondo la cancentracién de lacasas
es evidente y los peroxidasas ain no se delectan, ha-
sandonos en resultados iniciales que indicaron o las
primeras como principales responsables de la actividad
decolorante. La canfirmacion de su participacion en el
proceso se verificd con ensayos de decoloracion in vitro
con mezclos de reaccién confeniendo preparaciones li-
bres de micelio y el colorante, en amortiguador de
acetato 200 mM y o pH éptimo de la enzima (3.5-4). Lo
decoloracion se determing siguiendo la reduccion en el
pico de absorbancia de coda colorante medida en un
espectrofotémetro Shimadtzu UV mini 1240, hociéndo-
lo a diferentes tiempos.

Pruebas antimicrobianos. Se realizaron por duplica-
do ensayos con extraclos de acetato de efilo, obtenidos
a partir de cultives sumergidos de 10 dias de crecimien-
to desarrollados en 100 ml de medio EmG {10% extrac-
to de malia y 2% glucosa). Para cada aislado, 100 ul
del extracto fueron probados contra las bacterios
patégenas que contaminan alimentos Staphylococcus
aureus, Salmaonella typhimurium y Shigello sp (amable-
mente proporcionadas por el Laboratorio de Fisiologio
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y Bioquimica de Microorganismos de nuestra Facultad)
en placas con agar Muller Hinton. La actividad
antimicrobiona se determiné midiendo el didmetro de
los halos de inhibicién del crecimiento bacteriano alre-
dedor de de los pozos de 0.5 mm donde fue deposita-
do el extracto.

RESULTADOS Y DISCUSION

La Coleccion UNL. Se ordené alfabéticamente por Gé-
nero un total de 8,100 ejemplares de hongos y liquenes
de la Coleccion Micoldgica. Su inspeccién visual nos
permitié estimar que olrededor de un 12% de los ejem-
plares requerian reposicién. Muchos de los ejemplares
dafados fueron colectados en el Estodo de Nuevo Leén,
pero una gran cantidad procede de los Estados de Du-
rango y Mexico, entre otros, por lo que nos cenframos
en la reposicidn de los ejemplares colectados en nues-
tro Estado. Hosto chora hemos incorporado 128 cuer-
pos fructiferos a la coleccién. El nimero de ejemplares
danados y lo procedencia de los ejemplares hacen ne-
cesario un allo presupuesto y un esfuerzo continuo para
lograr su total reposicion. Con la informacién de colec-
fa en las etiquetas de los ejemplares se forma un archi-
vo electrénico de la Coleccién. Para los nuevos
carpéforos ademds de esta informacién se agregaron
las caracterfsticas distintivas de la especie y fotografias
de cada ejemplar.

El nomerc de bosidiomicetos representados en lo
Coleccion UNL es de 437 especies, comprendidas en
135 géneros y 57 familios. En la Tabla 1 se resume lo
informacién de la Coleccion Micologica UNL, ensegui-
da de los nombres de clgunas especies aparece la sino-

nimia vdlida basandonos en Kirk et al. (2001). En ella
estan representadas especies que son venenosas, co-
mestibles, alucinégenas, medicinales o que atacan lo
madera, ocosionando algan tipo de podredumbre. La
Tabla 2 resume la importancia de los géneros de
Baosidiomicetos de Nuevo Lledn en o Coleccion UNL.
Algunos géneros poseen exclusivamente especies co-
mestibles, como Calvatia, Romaria, Pleurotus,
Lycoperdan, Hericium, Craterellus and Cantharelius
mientras que ofros como Boletus, Strobilomyces,
Lactarivs, Suillus, Lepiota, Armillariella, Coprinus,
Clothrus y Clytocibe, peseen solo algunos especies, por
lo que se debe tener experiencia en su identificacion
para evitar envenenamientos con especies similares so-
bre todo en lo que respecta a los géneros Baletus, Russula
y Lactorius y sobre todo, para reconocer las especies
venenosas de Amanita, Chlorophyllum, Stropharia,
Hebeloma, Paxillus, Inocybe and Cortinarius o las
alucinégenas de Coprinus que se presentan en el esta-
do. Los géneros Auriculario, Fomifopsis, Ganoderma,
Lycoperdon, Pleurotus, Podaxis, Polyporus, Pycnoporus,
Irametes y Schizophyllum tienen especies con propieda-
des medicinales. Los hongos que ocasionan podredum-
bre en lo madero se distribuyen en los géneros
Armillariella, Gleophyllum, Daedalea/Daedaleopsis,
Eichlerielia, Fomes, Fomitopsis, Phellinus, Ganoderma,
Hexagonia, Hymenachaete, Inonotus, Lenzites, Phlebia,
Phanerochaete, Pleurotus, Folyparus, Pycnoporus, Poria,
Trametes, Trichaptum, Phaeolus, Coliricia, Stereum ¥
Schizophyllum. Ciertas esencias y sabares fipicos son
utilizados en la identificacion de los hongos y las molé-
culas responsables de eslos propiedades podrian tener
aplicacién en las industrias cosmética. Especies
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odoriferas se encuentran en los géneros Polyporus,
Phellinus, Stereum y Daedalea.

Copacidad ligninolifica y decolorante de los aislo-
dos nativos. Se logro aislar y purificar un total de 85
micelios vegetativos de basidiomicetos natives. Los re-
sullados de los ensayos en placa con ellos, permitieron
seleccionar inicialmente 10 aisladoes. Los de decolora-
cién en cultivos sumergidos e in vifro los reduieron a
cinco como los de mejor capacidad ligninolitica y
decolorante: el aislado LE13 y cuatro mas pertenecien-
tes al género Trametes: T hispida [LE95), T. moximo
(CUTY, T trogii (CS63) y T villosa (CS5) (Tabla 3). CUT
y CS5 fueron finalmente seleccionados por su mejor
desempeno y actualmente se realiza la purificacion de
sus locasas. Lo estabilidad v copacidad decolorante de
CS5 lo convierfen en nuestro mejor candidato hasta
chora para ser usado en biorremediacion de efluentes
contaminados con colorantes sintéticas.

Pruebos antimicrobianas. Los resultados de activi-
dad de extractos de acetato de efilo contra patdgenos
que contominan alimentos se muestran en la Tabla 4.
Cinco aislados tuvieron efecto bactericida contra las tres
bacterias, sin embargo, el aislado que mostrd la mejor
actividad bactericida fue el de Tramefes sp (RC2).

CONCLUSIONES

Se ordend clfabéticamente por Género los 8,100 ejem-
plares de hongos y liquenes de la Coleccién Micolégica.
Aungue se han incorporado 128 nuevos carpéloros, se
estima que el 12% de los ejemplares requiere reposi-
cién, pero su nimero y procedencia hacen necesario
un alto presupuesto y un esfuerzo continuo para lograr

su total reposicién,

Con lo informacion de compe, las caracterislicas
distintivas de las especies y fotografios de cada ejem-
plar afadido a la Coleccion, se formé un archivo elec-
tronico de la Coleccion.

Lo diversidad de macrobasidiomicetes en Nuevo Leén
es elevada, como se deduce del nimero de Familias
(44), géneros (135) y especies (437 en la Coleccion
UMNL.

Se integré una coleccién de 85 cislados de
basidiomicetos nativos. En los ensayos de lignindlisis,
decoloracién y antibiosis, dos de los dislados Trametes
villosa (CS5) y T maxima (CU1) mostraron propiedades
promisorias para ser utilizados en biorremediacion y uno
Trametes sp (RC2) contra microorganismos paldgenos
que contaminan alimentos, por lo que es logico pensar
que existan mas especies nativas de nuestro estado, cuyo
valor nutricional, medicinal y comercial llegue @ recom-
pensar los esfuerzos de subsecuentes estudios de pros-
peccion
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Tabla 1. Basidiomicetos en la coleccion UANL

Reino Fungl

Phylum Basdiomycota
Clase Basidomycetes
Subciase Aganicomyceticas
Orden 1. Agancales
Famiia 1 Agaricaceae
Género 1. Agaricus
Agaricus [Psalliota)] sp
Agancus arvensis
Agaricus augusius
Agaricus bisporus
Agaricus campestiis
Agancus placomyces
Agaricus silvabcus
Agaricus silvicola
Agancus subperonatus
10, Agaricus subrufescens
11, Agaricus volvatos

12, Agantus xanihodemmus
Génera 2 Chloraphylium
13 Chiororphyllum sp

14. Chicraphyllum molybdies
Género 3. Gyrophragmium
45 Gyrophragmium sp
Género 4, Lepiota

6. Lepicta sp

17, Lepiola acutescuamosa
13. Lepiota amencana

19. Lepiota cypeoriana

20, Lepiota cristata

21 Lepota procera

22, Lepata brelinla
Género 5. Leucoagaricus
23. Leucoagancus Gaepests
Z4. Lewoocoprinus sp

25 Leucocoprinus caepesbpes
26 Leucocopnnus lefasiites
Genero 6. Macrolepiota
27 Macrolepiota rachodes
Género 7. Montagnea

28 Montagnea arenaria
Genero 6. Podaxis

29 Padaxis sp

30. Podaxis pistiaris
Génera 9. Secotium

31 Secolium agancodes
Familia 2. Bolbibaceae
Género 10. Balbitius

32. Bolbitius vitelinus
Género 11. Hebeloma

32, Hebeloma sp

34. Heoeloma fastibile
Género 12, Panaeolus

35, Panasolus sp

Familia3 Clavanaceae
Género 13, Clavulinopsis
36 Clavulinopsis
amethystinides

37, Clavulinopsis comiculata
Famila 4 Coprinaceae
Género 14. Coprinus

Gontn

38, Coprinus comatus

3. Coprinus niveus
Género 15. Psathyrella
40, Psathyrelia sp

41, Psathyrelia campestres,
Famiia § Corfinanaceae
Género 16. Cortinarius
42 Cortinarius sp

Género 17. Crepidotus

43 Crepidotus  sp

44 Crepidotus mollis
Geénero18, Gymnopilus
45, Gymnopius sp

4B Gymnoplus aenugnosus
Género 19. Inocybe

47 Inocybe sp

48, Inocybe confusa

48, Inocybe fastgiata
Fanmilia 6. Entalomataceae
Género 20. Entoloma

50. Entatora {Rhodophyilus) sp
51 Entoéoma vidus
{=Rnodaphyilus lividus)

52. Entoloma mex canus
(=Rhodophyllus mexicanus}
53. Entoioma wiolaceabruneum
(=Rhodophylius
violacecbruneun)

Famiia 7 Hydrangaceae
Género 21. Laccaria

54 Laccara lacala

Familia 8 Lycoperdaceae
Género 22, Bovista

55 Bowista sp

Género 23. Calvatia

56, Calvatia sp

57. Calvatia bovista

58, Calvata craniformis

59, Calvata cyathiformis
B0, Caivatia ggantea

61 Calvatia utriformis
(=Calvatia casiata)

Genero 24. Disciceda

62, Distceda sp

63 Disciceda bavista

B4 Discioeds candida
Génera 25. Lycaperdon
§5. Lycoperdan sp

66. Lycoperdon candidum
7. Lycoperdon depressum
68. Lycoperden marginatun
69, Lycoperdon muscorum
70. Lycoperdan pedicelaturh
1. Lycoperdon peratum
{=Lycoperdon gemmatum}
72 Lycoperdan pulchemmum
72, Lycoperdan pusillum
74, Lycoperdon pyrfarme:
75. Lycoperdon subicarnatum
76. Lycoperdon umbrinum
Familia 9. Marasmiaceae

Génera 26. Armillaria
77. Armillana [Armillarielia] sp
78 Armilara tabescens
(=Armilanella tabescens)
Género 27. Bacospara
79.Bagospora  sp
80.Bacospora  Myosufa
Género 28, Cryplotrama
81 Cryplotrama cnsopleura
(=Xerulina crisapleura)
Genero 29. Marasmius
82 Marasmius sp
B3 Marasmius cladophylus
B4, Marasmius rolula
Famila 10 Nidulariacaae
Género 30. Crucibulum
85, Crucihulum $p
86 Crucibulum laeve
(=C. wigare)
Género31. Cyathus
47 Cyathus sp

Cyalhws alla
89 Cyathus stercoreus
90. Cyathus stratus
Género 32. Nidularia
91. Nidulana sp
92. Nidulana fasciculana
Famiha 11, Phellorin aceae
Géner 33. Phellorinia
93. Phelionnia ingunans
Famila 12. Pleurotaceae
Género 34 Hohenbuehelia
4. Hohenbuehelia sp
Género 35, Pleurotus
95 Pleurotus sp
Famila 13 Plulaceas
Género 36. Amanita
56 Amanita sp
57 Amanita cassarea
98. Amanita muscaria
99, Amanita panthenna
100. Amanta polyprramis
101 Amanita rubescens
102 Amanita saliania
103, Amanita strobilformis
104, Amanita vaginata
(=Amanitopsis vaginata)
105, Amanda virosa
Género 37 Pluteus
105 Pluteus cervinus
Famiia 14, Schizaphyllaceas
Género 38. Schizophylium
107. Schizophylum comune
108. Schizophyllum fasciaium
409. Schizophyllum umbrinum
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Familia 15 Strophariaceae
Genero 38, Psiocybe
10.Psilacybe (Hypholomal sp
111. Psilocybe [Nematoloma)

sp
112 Psilogybe fasciculare
(=Nematoloma fasciculare}
113. Psilacybe neurantiaca
(=Nematcloma aurantiaca)
114, Psilocybe suslatertium
(Nematoloma sublateritivm)
Psilocybe sp
115. Psilocybe coprophyla
Género 40. Pholiota
116. Pholicta sp

Pholiota (Flammuia?) sp
117 Phalinta spumosa
Familiz 16. Tncholomataceae
Genero 41. Clitacybe
18, Clilocybe gihba
Género 42. Collybia
119, Collybia sp
120. Collybia akalivirens
Género 41. Hygrophorus
121 Hygrophors sp
122 Hygrophons clivacenalbus
123 Hygrophorus sordidus
Género 44. Leucopaxillus
124, Leucopaxillus amarus
Género 45, Lyophyllum
125, Lyophyllum decastes
Género 46. Mycena
126 Mycena sp
127 Mycena galopus
125. Mycena leaina
Género 47, Panellus
129, Panellus (Dictyopanus) sp
130. Panelius pusillus
(=Dictyopanus pusilus)
Génere 48. Phaeolepiota
131 Phaeoiepiota aurea
Género 48. Tricholoma
132 Trichaloma sp
133, Tricholoma flavovirens
134, Tricholoma sejunctum
135, Trcholoma sulphureum
136, Tncholoma terreum
Género 50. Tricholosporum
137 Trichokosparum sp
Género 51. Trogia
138 Tiogiasp
Famifia 17 Tulostomataceas
Genero 52, Batarrea
139, Batarrea sp
140 Batarrea diguetn
141, Batarrea stevenii
142. Battarrenides diguebi
Género 53. Tulostoma
143 Tulostoma sp
144 Tulostoma albicans
145 Tulostoma gpacum

146 Tulostoma vemucosum |
Orden Auriculariaies

Familia 18. Auriculariaceae
Género 54, Auricularia

147 Auncularia sp

148 Auncularia auricuia

149 Auncularia delicata

150. Auncularia elastica

151. Auricularia
intramembranasa

52 Auricularia mesenterica
153. Auncularia politricha
Orgen Boletales

Familia 19. Boletaceae
Género 55. Boletellus

154 Boletellus ruselli

Género 56. Boletus

155. Boletus edulis

156 Baletus fratemus

157 Boletus lufidus

158, Baletus minialo-olivaceus
159, Boletus pinicola

160. Boletus rabellus

161 Bolelus regius.

162 Boletus rubelius fratemus.
Geéners. Baletus [

182. Gyrodon merulioides
Familia 25. Rhizopogonaceae
Género 64, Rhizopogon

183. Rhizopogon sp

184, Rhizapogan aheetis

185, Rhizapogan couchii

186. Rhizopogan |utescens
187 Rhizopogan panderosus
188 Rhizopogon rogersic

189 Rhizopogon subaustralis
50, Rhizopogon ventricosporus
Familia 26. Sclerodermataceae
Genero 65, Astraeus sp

191 Astraeus hygrometricus
182 Astragus Iriplex
(=Geasirum triplex)

Genero 66. Pisolithus

193 Pisolithus  tinctonus
Genero &7, Scleroderma

184 Scleroderma sp

195. Scleroderma aerolatum
196. Scieroderma albidum

197. Scleroderma cepa

198. Scleroderma hypagaeum
198 Scleraderma lycoperdoides
200

sp

163. Boletus illudens.
(=Xerocomus (lludens)

164, Boletus
truncatus|=Xerocomus
fruncatus}

Boletus sp

Género 57. Leccinum

165. Leccinum chromapes.
186 Leccinum cracipodium
167 Leccinum aurantia

188, Leccinum luteum

189 Leccinum rugosiceps
Género 58. Strabilomyces
170 Strobidomyces sp

171 Strobilomyces confusus
172 Strobilomyces flaccopus
73, Strobilomyces strobilaceus
Género 59, Tylopilus

174, Tylopilus sp

175. Tylopilus indecisus

176. Tylopilus plumbaviolaceus
177 Tylopilus tabacinus typicus
Familia 20 Gyroporaceas
Género 60. Gyroporus

178, Gyroporus sp

178, Gyroporus castaneus.
Famia 22. Melanogastraceae
Geénera 61. Melanogaster
180. Melancgaster sp

Familia 23. Cclavianinaceae
Género 62. Octavianina

181 Octavianina sp

Farilia 24 Paxillaceae
Genero 63. Gyrodon

201, Scleroderma vermucosum
Familia 27. Sullaceas
Génera 68. Suillus sp

202 Sulllus amencanus

203 Suillus granulatus

204 Suillus lakei

205. Suilus luteus

206. Sullus tomentasus.
QOrden Canthareliales
Familia 28, Cantharellaceae
Genero 69. Cantharellus
207 Cantharellus sp

208. Cantharedlus cibarius
209. Canthareilus tubaeformis
Género 0. Craterellus

210. Craterellus sp

211, Craterellus
comucupioides

212 Craterellus fallax
Familia 29. Clavufinaceas
Génera 71. Clavulina

213 Clavulina rugosa
Orden Dacrymycetales
Familia 30 Dacrymycetaceas
Genero 72. Dacrymyces
214, Datrymyces sp
Geénero 73, Dacryopinax
215. Dacryopinan spathulana
Orden Hymenachastales
Familia 31, Hymenochaetaceae
Género 74. Hymenochaete
216 Hymenochaete sp
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217 Hymenozhaete
badiofernugings

218, Hymenothaete pinnatifida
218, Hymenothagte rubiginosa
220 Hymenochaete sallel
221 Hymenochaete labacina
Género 75. Inanatus

222 Inonatus hispidus.

223 Inonotus radiatus
Orden Phatlales

Familia 32. Geastraceae
Género 76 Geastrum

224 Geastrum sp

225 Geastrum campestre
226, Geastum coronatum
227, Geastrum fimbriawm
208 Geastrum limbatum
229 Geastrum minimum
230 Geastrum quadiifidum
231 Geastrum rufescens
232 Geastrum sacatum

233 Geastrum triplex

234, Geastrum umbilicatum
Género 77, Mesopheliopsis
235, Mesopheliopsis sp
Familia 32.Gomphaceae
Genero 78. Gomphus

236. Gomphus  floccosus
Genero 79 Clavariadelphus
237, Clavariadelphus pistilans
Familia 34 Phallaceae
Génera 80. Clathrus

238 Clathrus cnspus,

239 Clathrus ruber

Génera 81. Lysurus

240. Lysurus sphaerocephalus
(=Simbium sphaerocephalus)
Famila 35, Ramarizceae
Genero B2, Ramaria

241 Ramania sp

242 Ramana flava

243 Ramana formosa

244 Ramaria stricta

Orden Palyporales

Familia 36. Cortciaceas
Género B3 Corlicium

245. Corticium 5

246, Corticium caeruigum
(=Pulcnemicium cagnuleum}
Famiia 37 Fomitopsidaceae
Genero 84 Daedalea

247 Daedalea sp

248 Daedalea confragosa
|Daedaleopsis confragosa)
249 Daedalea elegans

(= D ambigua)

250, Daecalea palisat

25! Daedalea quercina

252, Daedalea unicolor
(=Cerrena unicolor)

Género 85. Fomitopsis

253 Famitops's cajanden
(=Fomes submseus|

254, Fomitopsis pinicola
Familia 38. Ganodermataceae
Genero 86, Amauroderma
255, Amauroderma sp
Genero 87 Ganoderma

256. Ganoderma sp

257 Ganoderma annuians
258 Ganoderma aplanatum
259 Ganoderma brownii

260. Ganoderma curfisi

261 Ganoderma lobatum
262 Ganoderma lucidum
261 Ganoderma oregonznse
264 Ganoderma sesile
Familia 39. Glosophyllaceae
Género B8. Glosophyllum
265 Gloeophylium sepianum
266 Glosophyllum striatum
Famifia 40 Hapalopiaceas
Género 89. Bjerkandera

267 Bjerkandera sp

Género 90. Spongipellis
268. Spongipellis sp
Familia 41 Menliaceae
Génera 81 Chongrestereum
269. Chondrostereum
purpureum

Género 92. Phiebia

270 Phigbia {Merulusi sp
271 Phiebia paliens
|=Menulws pallens

272 Phlebia remellosus
I=Merulus tremefiosus)

273, Phlebia ncamatus
(=Merulius incamatus|
Famila 42. Phanefochaetaceae
Género 83, Lopharia

274 Lophana cinerascens
275 Lopharia papyrina
Género 94 Phanerachaele
278. Phanerochaete affinis
277. Phanesqchaete cremea
278. Phanerochaete flamentosa
279, Phanergchaete sulphunna
Fanilia 43, Podoscyphaceae
Género 95. Cotylidia

260. Cotyiidia aurantiaca

28! Cotylidia diaphana

282. Catylidia undulala
Genero 6. Cymatoderma
283. Cymaloderma caperacea
Familia 44. Polyporaceae
Genero 97. Cerrena

284, Cenrena sp

Genero 38, Daedaliopsis
Daedalecpsis vonfragosa
Geénero 99, Favolus

285. Favolus sp

286 Favelus cucullatus

287 Favoius thipdium
Género 100. Fomes

288 Fomes sp

289 Fomes badius

290. Fomes calciratus
291 Fomes everhart

(= Pheflinus everharii}
292, Fomes fasiuosus
243, Fomes linteus

204, Fomes lwidus

205, Fomes melanoparus
2% Fomes nobilisimus.
287 Fomes pin|

298 Fomes pomacius

(= Phellinus pomaceus)
289, Fomes imosus

(= Praliinus rimosus)

(= Phallinus robiniae)
300, Fomes rabustus
{=Phellinus robustus|

301 Fomes rubnitinclus
302 Fomes roseus

(=7 Fomitopsis rosea)
303 Fomes sanch

304 Fomes sanjanii

305 Fomes sclerodarmus
306 Fomes scutellatus
307 Fomes swisteniae
8 Fomes ulmarius
309 Fomes unitus

310 Fomes weinanus
Género 101, Hexagonia
311 Hexagonia sp

312 Hexagonia papyracea
313. Hexagoma lenuis
314. Hexagona variegata
315. Hexagania hirta
Género 102. Lentinus
6. Lentinus

Genero 103 Lenzites
7. Lenzites sp

318 Lenzites betulna
Género 104. Panus

319 Panus sp

320 Panus badius.

321 Panus conchatus
322 Panus crintus

323 Panus nudis
Genero 105. Perenniporia
324, Perennipona sp
Género 106. Phaeolus
325 Phaeolus schweinitzii
Genero 107, Polyporus
326 Pelyporus sp 1

327 Polyporus abietinus
{=Trichaptum abietinum|
(=Hirschioporus abietins)
328. Polyparus adusius
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329, Poiyporus albiceps
| 330. Polyporus anceps
331. Palyporus arcularnius
332 Palybarus azureus
333 Palyborus azureus
(Polyporus wersicolor|
334, Palyporus berkeley
335, Polyporus tiennis
336 Polyporus brumalis
337. Palyporus caesius
(=Tyromyces caesius)
33. Palyparus cinnamomeus
339 Polyporus conchades
340, Poiyporus cuticulans
341, Polyporus dichrus
U2 Palyporus dryophila
43, Polyporus dryadeus
344 Polyporus durescens
345 Polyporus facicofa
348. Polyporus fumosus
347 Polyporus gilvus.
(=Phellinus gilvus)
348. Polyporus glomeratus
349, Polyporus hispidus
(=Inonctus hispidus)
350 Polyporus hydnoides
351, Polyporus hyrsulus.
352, Polyperus juniperinus
| 353, Palyporus leucomelas
=Melanopus leucomelas)
354 Polyporus licnoides
355 Polyporus maximus
356 Polyporus ohtusus
357 Polyporus octidentales
(=Trameles ocuidentales)
358, Polyporus palusins
358 Polyporus perennis
380. Palyparus pargamenus
(=Tnchaptum biformis)
{=Hirschioporus pargamenus)
361, Patyporus picipes
362. Polyporus pinsitus
363. Polyporus pubescens
(=Trametes pubescens)
364. Polyporus radialus
365. Polyparus subchartaceus
366. Polyparus sulphureus
{=Laetiporus sulphureus)
367, Pofyporus tomeniosus
368. Polyparus tulipiforae
389, Paolyporus villosus
Género 108. Poria
370 Poria sp
371, Poria tawcola
372, Poria tenuis
Genero 109. Pycnoporus.
373. Pyenoporus sanguineus
Genera 110, Trametes
a74. Trametes sp
375. Trametes americana
376 Trametes hispida

77, Trametes maxima |
378 Trametes rigida |
379 Trametes trogii

380, Trametes pubsscens
381 Trametes serials

382, Trameles variiformis
383 Trametes velutina

384, Trametes versicolor
385 Trametes viosa
Género 111, Trichaptum
Trichaptum biforme:
Trichaptum fusco-wolaceum
Género 112. Tyromyces
Tyromyces caesius

Familiz 45. Podoscyphacese
Génera 113. Cymatoderma
386, Cymatoderma sp
{=Cladodarms sp)

407 Russula sp

408, Russula crustosa
408 Russula delica

410, Russula foetens.

411 Russula lepida

412 Russula grata

413 Russula sanguinea
414, Russula virescens
Familia 54, Stereaceae
Genero 127, Laxitextum
415. Laxitextum roseo-cameum
Génera 128, Stereum
416. Stereum sp

417, Stereum complicatum
418, Stereum frusiulatum
418, Stereum guasapatum
420, Stereum hirsutum
421 Stereum astrea

Familia 46.
Genero 114, Sparassis

387 Sparassis  crispa
Familia 47 Steccherinaceae
Género 115, Irpex

388 Ipex sp

389. Ipex pashyodon
i=Irpex mollis)
{=Spongipellis pachyodon)
Orden Russulales

Familia 48. Auriscalpiaceae
Género 116. Auriscalpium
380 Aunscalpium wulgare
Género 117. Clavycorona
391 Clavycorona pyxidata
392, Clavycorona hypoxidia
Genero 118, Lentinellus
393 Lentinellus ursinus.
Famitia 49 Bondarzewiaceas
Genero 120. Bondarzewia
384 Bondarzewa berkeley
Género 121, Stecchericium
395, Stecchericium sp

396. Stecchericium seriatum
Familia 50 Hericiaceae
Género 122. Hericium

387. Hericium sp.

398 Hericium erinaceus
Familia 51. Lachnociadiaceae
Género 123. Asterostroma
399 Asterostroma ochroleucum
Famiiia 52. Peniophoraceas
Género 124. Peniophora
400. Peniophara sp

401, Peniophora albobadis
402. Peniophora gigantea
403. Peniophora sambuci
404, Peniophora sutfurea
Familia 53 Russulaceae
Genero 125. Lactarius

405, Lactarius sp

408. Lactariys zonanus
Género 126. Russula

422 Stereum

Famifia 55 Telephoraceas
Genero 129. Telephora
423 Telephora terrestris
Género 130. Phellodon
424, Pheliodon sp

Subclase Tremellomycetidae
Orden Tremellales

Familia 5. Exidiaceae
Género 131. Echleriella
425 Eichleriella sp

426 Exchleniella leveiliana
427 Eichereiella macrspora
Género 132. Exidia

428 Exidia sp

Género 133. Tremallodendron
429 Tremelledendron sp
430. Tremeflodendron paliidum
Génera 134, Tremiscus.
431, Tremiscus helveloides
(=Phiogiofis helvelosdes)
Famila 57 Tremellaceas
Genero 135. Tremella

432 Tremella sp

431, Tremella fusdormis
434 Tremella lulea

435, Tremella lutesoens

436. Tremella mesenterica
437, Tremella raticulata
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Tabla 2. Importancia de los géneros de basidiomicetos de Nuevo Ledén presentes
en la Coleccion UNL

Total de Causantes Productores
| Geéneros/ | Comestibles | Medicinales = Venenosos de Alucindgenos | de esencias
Porcentaje pudricion o sabores

en madera
135 19 10 25 1 4
100 | 14 7 19 1 3

Tabla 3. Resultado de la bisqueda de aislados nativos con habilidades ligninolitica y

decolorante
Aislados | Poly-R478+ | Mejores decolorantes | Mejores decolorantes de indigo, |
totales (Ligninoliticos) de RBBR. AR44y CV AG27, Oll, RB5, AR183, BBR
85 71 10 5

Tabla 4. Resultado de la bisqueda de aislados nativos con actividad
bactericida sobre patégenos que contaminan alimentos

Baclerias patdgenas \

Staphilococcus Salmonella Shigella
aureus thyphimurium sp
Porcentaje de los aislados
con actividad bactericida 68 58 46 |
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