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RESUMEN

Los hongos de podredumbre blanca son conocidos por degradar la lignina y ciertos
compuestos toxicos presentes en aguas residuales, debido a que producen enzimas
hidroliticas y oxidativas con baja especificidad por el sustrato.

Ganoderma lucidum, es un basidiomiceto perteneciente a la familia Ganodermataceae,
ampliamente estudiado por sus propiedades antitumorales, antioxidantes etc., ademas
de su importancia en biorremediacion por las enzimas ligninoliticas que produce.
Debido a esto, el objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad de remocion de
colorantes y metales pesados empleando G. lucidum, bajo dos condiciones
nutricionales obtenidas a partir de dos medios de cultivo, extracto salvado de trigo y
Radha, obteniendo un crecimiento miceliar de 71,75+2,95mm y 26,2+3,4mm
respectivamente, a los 8 dias de incubacion, a 27°C. Tomando como base estos
resultados, la cepa se inoculé en caldo extracto de salvado, para evaluar parametros
de crecimiento (g L™ de biomasa, pH, consumo de glucosa, consumo de azlcares
reductores totales, enzimas como Lacasa, LiP y MnP) durante 15 dias, obteniendo en
el dia 13; 5,53g L™ de biomasa, disminucién en el pH (4,40), consumo de glucosa y
azucares reductores. Con respecto a la producciéon de enzimas ligninoliticas, no se
cuantific6 manganeso peroxidasa ni lignina peroxidasa; pero se observo alta
produccion de lacasa (770,4U L™ en el dia 13.

Finalmente se evalué el crecimiento y decoloracion en medios sélidos suplementados
con los respectivos colorantes y metales pesados, a 50mg L% encontrando
crecimiento en todos los tratamientos que tenian como base el extracto de salvado,
excepto en el de cloruro de mercurio, ademas se observaron halos de decoloracion de
35,6+3,33mm (verde malaquita) y 22,2+1,35mm (cristal violeta) después de 8 dias de
incubacioén. Por lo contrario no se evidencié crecimiento y decoloracién en agar Radha.
Teniendo en cuenta lo anterior, se inoculd la cepa en caldo extracto salvado de trigo
suplementado con cristal violeta, verde malaquita (50mg L™) y dicromato de potasio
(100mg L™), para evaluar de igual forma los parametros de crecimiento, durante 24
dias, para la biomasa viable y se realiz6 un estudio complementario para biomasa
inactiva, ambos con un pH inicial de 6,5.

Con biomasa viable el incremento de la biomasa no fue cuantificable con las técnica
utilizada, sin embargo se observd una disminucion en la concentracion de cristal
violeta (48%) y verde malaquita (69%) lo que tiene relaciébn con la producciéon de
lacasa (4,30U Ly 2,52U L™, respectivamente), con un pH final, de aproximadamente
6,30 para los dos colorantes. En el medio suplementado con dicromato de potasio la
biomasa final fue de 17,9g L™, con un pH (pH= 4,0) y un aumento de concentracion
del metal de 280 a 940mg L™, asociado posible con un fenémeno de desorcién de Cr
(1) por la disminucion del pH.

Con biomasa inactiva se obtuvo un pH de 6,33 y 6,11 en ambos colorantes y una
disminucion de concentracion de cristal violeta (55, 6%), verde malaquita (65,5%) y
dicromato de potasio (29,1%). De acuerdo con estos resultados G. lucidum crece en
todos los contaminantes evaluados (50mg L™), exceptuando cloruro de mercurio. Por
otro lado, es capaz de remover cristal violeta, verde malaquita y dicromato de potasio
con porcentajes de decoloracion superiores al 45% asociado a alta produccion de
lacasa y procesos de adsorcion a la pared fangica.

Palabras clave: Ganoderma lucidum, enzimas ligninoliticas, colorantes azbicos,
colorantes trifenilmetéanos, metales pesados.



1. INTRODUCCION
En el proceso de elaboracion de productos industriales (textiles, cueros etc.) se
generan sustancias toxicas que son vertidas en cuerpos de agua, produciendo efectos
adversos sobre el medio ambiente y la salud humana, pues ademas de las
enfermedades que causan en los seres vivos, modifican el aspecto del agua y la
disolucion del oxigeno, entre otros (1).

Existen diversos mecanismos utilizados en tratamiento de aguas residuales, donde se
incluyen procesos fisicos, quimicos y/ o biolégicos. Los tratamientos biol6gicos han
sido reconocidos por ser métodos eficientes para la degradacion y remocion de
colorantes, plaguicidas y metales pesados, donde se emplean hongos de
podredumbre blanca ya que sintetizan enzimas extracelulares, como la lacasa, lignina
peroxidasa y manganeso peroxidasa.

El mecanismo de estas enzimas esta basado en la produccién de radicales libres, que
son cataliticamente activos sobre una gran diversidad de sustratos organicos; la
lignina peroxidasa es relativamente inespecifica en sus sustratos reductores, ya que
puede oxidar compuestos aromaticos de alto potencial redox tales como el alcohol
veratrilico, metoxibencenos y modelos diméricos no fendlicos de lignina. Por el
contrario la MnP es especifica en sus sustratos reductores y solamente el Mn?* puede
completar eficientemente su ciclo catalitico (2). La enzima lacasa contiene un centro
activo compuesto por cuatro &tomos de cobre, que utiliza el oxigeno molecular para
oxidar diversos compuestos aromaticos y no aromaticos, no requiere peréxido de
oxigeno para la oxidacion de los sustratos (3).

Este trabajo hace parte del proyecto “Caracterizacion de parametros cinéticos y
enzimaticos de Ganoderma lucidum bajo condiciones ligninoliticas y no ligninoliticas”,
dirigido por el grupo de investigacién del Laboratorio de Microbiologia ambiental.

El objetivo es evaluar los parametros cinéticos y enzimaticos de una cepa de
Ganoderma lucidum bajo condiciones dadas por un medio quimicamente definido y
uno complejo.

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION
2.1 Planteamiento del problema
¢La cepa evaluada de Ganoderma lucidum es capaz de crecer y producir enzimas
ligninoliticas bajo dos condiciones nutricionales, y esta biomasa activa y/o inactiva
podra ser utilizada con fines de biorremediacién?

2.2 Justificacion

El incremento en el ndmero de industrias (textiles, farmacéuticas, alimentarias,
curtiembres, cosméticas) ha causado gran impacto a nivel ambiental, pues a partir de
los procesos productivos que llevan a cabo las empresas se generan residuos
quimicos que en altas concentraciones, afectan cuerpos de agua, suelo y aire,
causando efectos adversos en los ecosistemas y en humanos.

La necesidad de implementar sistemas capaces de reducir dicho impacto ha sido una
de las mayores preocupaciones en el ambito cientifico, pues los sistemas quimicos y
fisicos han sido muy utilizados, sin embargo los altos costos (4) y los sub-productos
generados, ha promovido el uso de microorganismos capaces de degradar y adsorber
gran parte de estos compuestos contaminantes, a un menor costo y ambientalmente
sostenible. La capacidad de algunos hongos de podredumbre blanca para de degradar
colorantes, compuestos organicos recalcitrantes, herbicidas, entre otros, se debe
principalmente a la produccion de enzimas ligninoliticas extracelulares no especificas,
entre las que se encuentran lacasa, LiP y MnP, que pueden oxidar varios compuestos
estructuralmente similares a la lignina (5).

Dentro de los organismos capaces degradar dichos compuestos se encuentran los
hongos de podredumbre blanca como Pleurotus ostreatus, Phanerochaete



chrysosporium, Trametes versicolor, Ganoderma lucidum entre otros. Por esta razén
el objetivo de este estudio fue evaluar pardmetros cinéticos, enzimaticos y la posible
aplicacion a nivel ambiental para degradacion y/o, adsorcién de colorantes y metales
pesados a partir de una cepa de Ganoderma lucidum proveniente del cepario de la
Pontificia Universidad Javeriana.

3 MARCO TEORICO

3.1 Hongos de podredumbre blanca

Los hongos de podredumbre blanca son los degradadores mas efectivos de
polimeros complejos presentes en la naturaleza, como la lignina (7). La degradacion
de este polimero se da durante el metabolismo secundario con el fin de tener acceso a
los polisacaridos de la madera, proporcionando asi una fuente de energia a otros
organismos que no tienen dicho acceso. Los estudios con P. chrysosporium
demostraron lo anterior, y ademas indican que esto sucede por el agotamiento de
nutrientes como nitrégeno, carbono o azufre (8).

Estos basidiomicetos han desarrollado gran interés en biorremediacion, debido a la
capacidad que tienen de degradar una amplia gama de sustancias persistentes y
téxicas encontradas en el medio ambiente; ademas de caracterizarse por ser ubicuos
y crecer en sustratos baratos (7,9).

3.2 Ganoderma lucidum

Es un basidiomiceto perteneciente a la familia Ganodermataceae, utilizado como
medicina tradicional en el oriente durante mas de 2000 afios (10). El basidiocarpo de
G. lucidum puede ser estipitado o sésil y varia de un color rojo a negro, se utiliza para
tratar enfermedades como Ulcera gastrica, hepatitis cronica, nefritis, hipertension,
hiperlipemia, artritis, insomnio, bronquitis, asma, arteriosclerosis, leucopenia, diabetes,
anorexia y cancer. Debido a que G. lucidum produce fracciones de polisacaridos que
contienen glucanos -d-(1 — 3), a veces ramificados en la posicién C-6, que muestran
alta actividad anti-tumoral y pueden ser los responsables de actividades biolégicas
mencionadas anteriormente (10, 11).

La mayoria de estudios con G. lucidum se relacionan con sus propiedades
medicinales y farmacoldgicas. Sin embargo, algunas investigaciones han explorado el
uso de este hongo y sus enzimas en la degradacion de xenobiéticos, incluidos los
colorantes y compuestos organicos. Entre las principales enzimas extracelulares que
participan en la degradacion de la lignina, la lacasa parece ser la principal enzima
producida por este microorganismo, aunque manganeso peroxidasa también se ha
encontrado con baja actividad. Ademas se ha evaluado en otros estudios la capacidad
de la lacasa para remover colorantes azo y antraquinénicos, asi como los efectos del
pH y la temperatura sobre la eficiencia de dicha decoloracion (12).

Estas enzimas se caracterizan por ser relativamente inespecificas y extracelulares,
como por ejemplo la lignina peroxidasa, manganeso peroxidasa Yy la lacasa. Las
ligninas peroxidasa son de especial interés, ya que estas enzimas, a diferencia de
otras peroxidasas, tienen un potencial de oxidacién-reduccion muy alto y, pueden
oxidar xenobiéticos que no son atacados por otras peroxidasas (8).

La capacidad de los hongos de podredumbre blanca para degradar la lignina les
confiere cierta ventaja en procesos de biorremediacion, frente a las bacterias, por la
similitud de este polimero a algunos compuestos contaminantes (13).

El ciclo de vida de G. lucidum presenta una fase vegetativa en la cual hay desarrollo
de micelio primario, secundario, y terciario. El micelio primario (n), es monocariontico y
se forma a partir de la germinacion de las basidiosporas. Los micelios secundarios (n
+ n) son dicarionticos y se forman por la fusion de las hifas monocaridnticas



compatibles; para mantener la condicién dicaridntica, se forman estructuras en forma
de grapa (fibulas) donde migran los nucleos de un septo a otro. El micelio terciario se
genera cuando las hifas crecen, se diferencian y forman las estructuras reproductivas
(basidios), que luego aumentan de tamafio para después liberar las basiodiosporas, y
volver a comenzar el ciclo (14). En general los basidiomicetos tienen dos fases
reproductivas: sexual o asexual, sin embargo cuando se encuentra en medios soélidos
el hongo presenta reproduccién asexual (15,16).

3.3 Contaminantes de efluentes industriales

3.3.1 Colorantes

Los colorantes son sustancias que al ser aplicadas a un sustrato le imparten color.
Estos son retenidos en el substrato por absorcién, retencion mecanica, o por un enlace
iGnico o covalente; los colorantes son usados comuinmente en textiles y papel (17).

La propiedad quimica del colorante estd condicionada por la presencia de grupos
llamados croméforos en la molécula (cromo= color, foro= portador) unidos a grupos
bencénicos, los principales grupos croméforos son el azo, carbonilo, nitro, tiocarbonilo,
entre otros. Estos grupos funcionales que se encuentran en las moléculas, y sus
diferentes posiciones son los que determinan el color, dando un tono u otro. De igual
forma los colorantes estan compuestos por auxocromos, que aungue por si solos no le
producen color a una molécula, en conjugacion con un croméforo, aumentan la
intensidad del color (17).

Los colorantes se pueden clasificar segin su composicion quimica, en base a su
grupo croméforo principal, en azo, antraquindnicos, triariimetanos, nitroso, nitro,
santefio, quinoleina, metino, acridina, azufre, tiazol, tiamina, indamina, azina, oxacina,
estilbenos, diarilmetano, lactona, indigoide o ftalocianina (18).

Teniendo en cuenta los colorantes utilizados en esta investigacion se discutird de los
colorantes triarilmetanos y azdicos.

Los colorantes triariimetanos se clasifican a su vez en trifenilmetanos,
difenilnaftiimetanos, y varios derivados trifenilmetanos. Los trifenilmetanos constituyen
una de las mas antiguas clases de colorantes sintéticos. Son de color brillante, de alta
resistencia, relativamente baratos, y se pueden aplicar a una amplia gama de materias
primas, como algodén, lana entre otras. Sin embargo, son muy deficientes en ciertos
materiales solidos, sobre todo en contacto con la luz y lavado. Algunos colorantes
pertenecientes a los trifenilmetanos son el verde malaquita, cristal violeta, fuscina etc.
El nimero, la naturaleza, y la posicion de los sustituyentes determinan tanto el tono o
el color del tinte y la clase de aplicacion a la que pertenece el medio de contraste (19).

El verde malaquita es un colorante trifenilmetano, que al estar compuesto por aminas
primarias y tener un grupo cromoforo de estructura quinoide presenta un efecto
batocromico fuerte, lo que incrementa su longitud de onda; teniendo un maximo de
absorcion de 619nm (20,21) ANEXO 1A. Este colorante se utiliza ampliamente en la
industria textil y en la piscicultura como biocida; ademas se ha demostrado que es
toxico para los seres vivos, ya que en los bioensayos realizados por Monroy y
colaboradores en 2005, se encontrd6 que en concentraciones desde 0,0728 hasta
7,430 mg/L puede causar un efecto letal (CLso) en peces (22). Aunque, es utilizado
para el control de infecciones por hongos y ectoparasitos en la industria acuicultura
esta prohibido su uso en EEUU por ser cancerigeno (21).

El cristal violeta es un colorante sintético, basico, catidnico, e imparte coloracion
violeta a una solucién acuosa y absorbe en una longitud de onda de 586nm (23)
ANEXO 1B. Los colorantes catidnicos son mas téxicos que los colorantes aniénicos,
ya que estos pueden interactuar negativamente con las membranas celulares, y entrar
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en las células acumulandose en el citoplasma. Este trifenilmetano es ampliamente
utilizado en las industrias textiles, como agente biolégico en manchas dermatoldgicas,
medicamentos veterinarios, aditivos para alimentacion de las aves de corral, y para
inhibir la propagacion de bacterias dafiinas. Este colorante es citotéxico, mutagénico y
cancerigeno en las células de mamiferos, ya que induce apoptosis o necrosis celular
(23,24). Respecto a la estructura del colorante, la sustitucion de los atomos de
hidrégeno orto por grupos metilo, del &tomo de carbono central en cristal violeta,
presenta igual que el verde malaquita un grupo cromdéforo de estructura quinoide,
dando lugar a un efecto batocréomico uniforme (en unos 8nm por grupo metilo) (19)

Por dltimo se encuentran los colorantes azoéicos (NR5), que se caracterizan por la
presencia de uno o mas enlaces azo (N -N = N-), y son formados por un
acoplamiento diazotisado de aminas aromaticas con una amina del compuesto
fendlicos o aromaticos ANEXO 1C. Fuera de 2000 colorantes sintetizados hasta la
fecha, mas de 500 se basan en aminas cancerigenas. Estos colorantes son utilizados
en productos textiles y de cueros, entre otros. Estos son mas utilizados en industrias
textiles por su rapidez en la aplicaciébn en las telas, gran estabilidad a la luz y
resistencia al ataque microbiano. Sin embargo, tiene un problema, ya que presentan
bajos niveles de union con la tela, por lo tanto se pierde entre el 10- 20% del colorante
en el proceso de tintura junto con otros quimicos (25).

3.3.2 Metales pesados

Los metales pesados son elementos que tienen pesos atomicos entre 63,5
y 200,6, y un peso especifico superior a 5,0. Son provenientes de industrias, tales
como las de instalaciones de metal cromado, las operaciones mineras, industrias de
fertilizantes, curtiembres, produccién de baterias, industrias de papel, pesticidas, etc. A
diferencia de los contaminantes organicos, los metales pesados no son
biodegradables y tienden a acumularse en los organismas vivos y muchos de los iones
son conocidos por ser téxicos o cancerigenos. Al ser los metales pesados téxicos
surge una gran preocupacion en el tratamiento de aguas residuales provenientes de
estas industrias de metales. Los metales pesados mas encontrados en dichos
vertimientos son el zinc, cobre, niquel, mercurio, cadmio, plomo y cromo. Siendo el
mercurio una neurotoxina que puede causar dafios al sistema nervioso central. Altas
concentraciones de mercurio en humanos, causa insuficiencia pulmonar y renal, dolor
en el pecho y disnea. El plomo puede causar dafio en el sistema nervioso central, en
el rifdn, el higado el sistema reproductivo, y funciones del cerebro. Los sintomas
toxicos son la anemia, insomnio, dolor de cabeza, mareos, irritabilidad, debilidad de los
musculos, alucinaciones y dafios renales. Con respecto al cromo, tiene principalmente
salida al medio acuético en dos estados: Cr (lll) y Cr (VI). En general, Cr (VI) es mas
téxico que el Cr (lll), ya que afecta la fisiologia humana, se acumula en la cadena
alimentaria y causa graves problemas de salud que van desde la simple irritacion de la
piel a carcinomas en el pulmoén (26).

3.4 Mecanismos bioldgicos de degradacion de contaminantes

3.4.1 Accién enzimatica de Ganoderma lucidum

-La lacasa (benzenediol: oxigeno oxidorreductasa) es una enzima secretada por
Basidiomycetes, Ascomycetes y Deuteromycetes; que puede ser inducida por anilinas,
acidos metoxifenolicos, preparaciones de lignina o choques térmicos en ciertas cepas
de hongos (20). Esta enzima no s6lo oxida acidos fendlicos y metoxifenolicos, sino que
también reacciona con polifenoles y otros compuestos aromaticos derivados de la
lignina.
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La lacasa contiene un grupo de cuatro atomos de cobre en el sitio activo, en estado
de oxidacion +2. El ciclo catalitico inicia con la oxidacién del sitio activo por el oxigeno
0 compuestos aromaticos, generando un intermediario deficiente de electrones, el cual
lo oxida nuevamente el O, o sustratos fendlicos. El ciclo es completado después de
cuatro oxidaciones, permitiendo que la enzima vuelva a su estado relajado (28)
ANEXO 2A.

Existen diferentes enzimas que cooperan con la lacasa para la degradacion de la
lignina y estructuras fendlicas similares entre estas se encuentran la Glioxal oxidasa,
Alcohol aryl oxidasa, Glucosa oxidasa etc. (27). Con respecto al pH 6ptimo de estas
enzimas, puede variar de 3 a 7 con un intermedio de 4,5, y es completamente estable
a una temperatura de 37 °C (29).

- La manganeso peroxidasa se descubri6 en cultivos de Phanerochaete
chrysosporium, es extracelular, glicosilada y contiene un grupo hemo como sitio activo.
Esta enzima tiene pesos moleculares de 40-48 kDa y Pls entre 2,9y 7.0.

El ciclo catalitico de la manganeso peroxidasa inicia cuando el centro activo es
oxidado por el peréxido de hidrogeno, generando un intermediario deficiente de un par
de electrones (componente 1). En esta primera reaccién el Mn *? es también oxidado a
Mn+3, donde los iones de Mn*® se estabilizan con un alto potencial redox, a través de
la formacién de los acidos organicos quelantes como el oxalato, malonato, malato,
tartrato, o lactato. El Mn*® quelado, a su vez actlia como mediador redox y oxida
lignina y compuestos aromaticos, permitiendo nuevamente la reduccién de Mn *® a
Mn*?, pues este i6n o los sustratos fendlicos, reducen el componente I, formando el
componente Il. El ciclo se completa cuando el componente Il gana electrones. (27,28)
Por otra parte, esta enzima es la Unica que tiene la capacidad para degradar
sustancias aromaticas, incluyendo la lignina, directamente a diéxido de carbono (CO.).
Ademas se ha demostrado que genera H,O, en la oxidacién de ciertos tioles e incluso
es capaz de actuar eficazmente en la ausencia de H,O, por oxidacién externa de
acidos organicos (por ejemplo, oxalato, malonato, malato) en reacciones
autocataliticas (27) ANEXO 2B.

-La lignina peroxidasa fue descubierta también en cultivos de Phanerochaete
chrysosporium. Su masa molecular varia entre 38 y 47 kDa y requiere necesariamente
peroxido de hidrégeno (H,O,) para ser activada, el cual es generado por otras
enzimas. La enzima presenta un grupo hemo en el sitio activo, catalizando la oxidacion
de varios compuestos relacionados con la lignina, como el alcohol veratrilico y
sustancias con aldehidos o cetonas como grupo funcional. Esta enzima tiene el mismo
ciclo catalitico que el de la manganeso peroxidasa, exceptuando los sustratos
reductores involucrados y que no es dependiente de Mn+2 (2).

La actividad de la lignina peroxidasa es 6ptima cuando se encuentra en pH entre 2.5y
3.0; con un Pl de 3-5 (27).

Dado que la lignina degradada por la lignina peroxidasa, proporciona un sustrato para
la lacasa, ambas enzimas pueden ser considerados como "socias" en algunas rutas
de biotransformacion de la lignina (27) ANEXO 2C.

3.4.2 Bioadsorcion

Es el proceso en donde una sustancia quimica es adsorbida por la biomasa
microbiana (viva o muerta). El uso de la biomasa inactiva tiene ciertas ventajas,
especialmente si el agua a tratar tiene alto contenido de contaminantes toxicos. En
este proceso interviene una fase adsorbente y un adsorbato (compuesto que se
adhiere). De acuerdo a la afinidad del sorbente por el sorbato, este es atraido hacia el
sélido y entrelazado por diferentes mecanismos (30).

El proceso de bioadsorcion llevado a cabo con biomasa fangica se da principalmente
por los componentes de la pared celular, pues contiene gran cantidad de polisacéaridos
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como la quitina y proteinas que favorecen este proceso. Estos componentes
secuestran los iones metalicos y ademas pueden cambiar durante el crecimiento del
micelio, variando la capacidad de adsorcion con la edad de la célula.

Adicionalmente, la pared celular de los hongos tiene ligandos como los carboxilatos
y/lo fosfatos, los cuales participan activamente junto con los grupos funcionales
hidroxi y amida, para formar enlaces débiles con iones metalicos. Por esta razén el
intercambio de iones puede ser el principal mecanismo para el secuestro de metales
durante la adsorcion (29).

El metabolismo del hongo influye de igual manera en la remocion de metales pesados,
la liberacion de metabolitos que se unen a los iones metélicos, pueden llevar a una
menor adsorcion, siempre y cuando el pH se mantenga constante (29).

Existen tres tipos de adsorcion segun la atraccion entre el soluto y el adsorbente: de
tipo electrénico, de Van der Waals o de naturaleza quimica. El tipo electrénico es un
proceso mediante el cual los iones de una sustancia se concentran en una superficie
como resultado de la atraccion electrostatica. La adsorcion asociada a fuerzas de Van
del Waals es una adsorcion fisica, donde la molécula adsorbida no esta fija en un lugar
especifico de la superficie, sino que es libre de trasladarse dentro de la interfase. Esta
adsorcion, en general, predomina a temperaturas bajas. Finalmente, cuando el
adsorbato sufre una interaccion quimica con el adsorbente, el fenébmeno se llama
adsorcion quimica, adsorcién activa o quimisorcion. Esta adsorcién suele estar
favorecida a una temperatura elevada (30).

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Determinar los parametros de crecimiento y perfil enzimatico de Ganoderma lucidum
bajo dos condiciones nutricionales establecidas por un medio quimicamente definido y
uno complejo; a fin de evaluar su aplicabilidad a nivel ambiental.

4.2 Objetivos Especificos

-Evaluar el crecimiento micelial y la decoloracién de Ganoderma lucidum en un medio
complejo y uno quimicamente definido.

-Caracterizar el perfil de produccion enziméatica de la cepa de Ganoderma lucidum bajo
un medio complejo.

-Realizar estudios preliminares de tratabilidad con biomasa viable e inactiva de
compuestos contaminantes, entre ellos: metales pesados y colorantes.

5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Pruebas preliminares de crecimiento y decoloracién en medios solidos bajo
dos condiciones nutricionales establecidas por un medio quimicamente definido
y uno complejo

5.1.1 Crecimiento de Ganoderma lucidum bajo dos condiciones nutricionales
Ganoderma lucidum se obtuvo de la Unidad de Investigaciones Agropecuarias de la
Pontificia Universidad Javeriana. La cepa se mantuvo en medio YGC y extracto de
salvado a 4° C. Fue reactivada en medio extracto de salvado, Radha y YGC por
triplicado, y se incubd a 27°C por 8 dias, midiendo el crecimiento radial cada 24 horas
ANEXO 3.
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5.1.2 Crecimiento y decoloracién en dos diferentes condiciones nutricionales
suplementadas con colorantes y metales pesados.

Se evaluaron dos tipos de colorantes, uno de tipo azdico (negro reactivo 5) y dos de
tipo trifenilmetano (verde malaquita y cristal violeta); ademas se evaluaron cuatro
metales pesados (dicromato de potasio, sulfato de cromo, acetato de plomo y cloruro
de mercurio), a una concentracién de 50mg L' cada uno. Estos compuestos se
obtuvieron del laboratorio de Microbiologia Ambiental y Suelos de la PUJ. Para esto
se coloco un disco de agar con micelio de G. lucidum en el centro de los medios
Radha y Extracto de salvado, suplementados (ANEXO 3), dichos medios iniciaron con
pH de 6,5. Se llevé a 27°C y se determinoé el crecimiento radial (mm) y la decoloracion
durante 8 dias, cada 24 horas. Para obtener los porcentajes de decoloracidén se aplico
la formula

hp * 100

%D =——(1

El 100% corresponde a la decoloracion total de la placa (90mm) y h, al halo de
decoloracion producido por el hongo en el medio soélido. Para determinar si se
presentaron diferencias significativas entre tratamientos, se realizé una comparaciéon
de medias entre tratamientos, por medio de una prueba de tukey empleando el
programa SAS para Windows.

5.2 Determinacion de parametros de crecimiento de G. lucidum bajo
condiciones ligninoliticas en fermentacion discontinua a escala Erlenmeyer

5.2.1 Inoculacion de erlenmeyers

Se inocularon 3 discos de agar colonizados con la cepa en Erlenmeyer de 100mL con
50mL de caldo extracto salvado de trigo. Se incubaron en agitacion de 120rpm,
durante 15 dias a 30°C, periodo durante el cual se evalué pH, crecimiento de
biomasa, actividad enzimatica, disminucion de glucosa y/o azucares reductores cada
24 horas, por triplicado (31-33).

5.2.2. Cuantificacién de biomasa

La cantidad de biomasa fue medida por la técnica de peso seco. Para esto se filtr6 la
biomasa de cada erlenmeyer, retirando los discos inoculados, y lavando varias veces
con agua destilada. Una vez eliminados los posibles interferentes como el disco de
agar, se peso6 el papel aluminio (100x50mm) vacio y luego se coloc6 la biomasa
himeda para llevarla a una temperatura de 80 °C hasta tener un peso constante. Para
obtener el peso de la biomasa seca se aplicé la férmula:

B, =B, —B
Donde B es biomasa seca y B es el peso del papel aluminio vacio

(2)

5.2.3 Concentracién de azlcares reductores

La concentracion de azlcares reductores en el medio extracto de salvado se evalu6
mediante la técnica del acido 3,5- di-nitrosalicilico (31). Anterior a esto se realiz6 una
curva patrén con glucosa a concentraciones de 0,5 a 2g L™ ANEXO 4.

5.2.4 Concentracién de glucosa

Se centrifugd la muestra a 5000rpm durante un ciclo de 10 minutos obteniendo
1000puL del sobrenadante, el cual se mezclé con el reactivo Glucosa sera—pak Plus, y
se llevo a una temperatura de 30°C por 10 minutos. Esto se leyd a una longitud de
onda de 500nm, contra un blanco de reactivo sin muestra. Anterior a esto se realiz6
una curva patrén con glucosa, a concentraciones de 0,1 a 2g L™* ANEXO 5.
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5.2.5 Actividad enzimética

5.2.5.1 Cuantificacion de lacasa

La determinacion de lacasa, se llevd a cabo por la oxidacién del ABTS (Acido 2,2
azino- bis- (3 etil benzatiazoline sulfato)), con un volumen total de reaccion de 1000uL
adicionando 100uL de ABTS 0,5 mM, 100uL de buffer de acetato de sodio 100mM pH
4,5 y 800uL de muestra. La absorbancia fue leida a 436nm tomando una medicion
inicial y una final (3 minutos de reaccion). El blanco fue de 900uL de muestra con
100uL de buffer de acetato de sodio 100mM pH 4,5. Para esta determinacion se
centrifugaron las muestras a 5000rpm durante un ciclo de 10 minutos. Una unidad de
lacasa se defini6 como 1umol de ABTS oxidado por minuto (33).

5.2.5.2 Cuantificacion de lignina peroxidasa

La cuantificacion de lignina peroxidasa se determind por la oxidacién del alcohol
veratrilico, con un volumen total de reaccion de 1000uL, adicionando 200uL de Buffer
tartrato de sodio, 710uL de muestra, 40uL de alcohol veratrilico y 50uL de perdxido de
hidrégeno. La absorbancia fue leida a 310nm. Se utiliz6 como blanco 200uL de Buffer
tartrato de sodio, 760uL de muestra y 40uL de alcohol veratrilico (32). Para esta
determinacion se centrifugaron las muestras a 5000 rpm durante un ciclo de 10
minutos. Una unidad de LiP se defini6 como una pumol de alcohol veratrilico oxidado
por minuto (11).

5.2.5.3 Cuantificacion de manganeso peroxidasa

La actividad de manganeso peroxidasa fue medida por la oxidacién de 2,6-
dimetoxifenol (2,6-DMP); la reaccién para la cuantificacion de lacasa contenia 450uL
de la muestra y 500uL de 2, 6- DMP 10mM en buffer acetato (pH 5.0). Para la
cuantificaciébn de manganeso peroxidasa, la reaccion tuvo los mismos reactivos junto
con 50uL de MnSO, y 30uL de peroxido de hidrogeno (24, 2uL de H,O, 30% (v/v), las
reacciones fueron leidas a 460nm después de 3 minutos. El blanco utilizado fue
500uL de buffer acetato y 450uL de la muestra para ambas reacciones. La actividad
MnP fue estimada de la diferencia entre las dos actividades enziméticas. Una unidad
de actividad enzimética se defini6 como 1umol de 2, 6 dimetoxifenol oxidado por
minuto (34). Anterior a esto se valido la técnica, utilizando extractos crudos de cuatro
hongos de podredumbre blanca (P. ostreatus, P. chrysosporium, T. versicolor y G.
lucidum).

5.3 Curvas de remocién de dos colorantes (trifenilmetanos) y un metal pesado
(Dicromato de potasio) con biomasa viable e inactiva.

Se inocularon 3 discos de agar colonizado con G. lucidum en caldo extracto de
salvado, suplementado con cristal violeta, verde malaquita, dicromato de potasio, a
una concentracion de 50mg L y 100mg L™, respectivamente; para determinar la
concentracion de azucares reductores, concentracion de glucosa, produccion de
enzimas (lacasa, LiP y MnP), pH, peso seco, porcentaje de decoloracion y barridos
UV-VIS, a partir de muestreos tomados cada 72 horas por triplicado. Las
determinaciones de concentracion de azucares reductores, glucosa, barridos y
produccion de enzimas se realizaron Unicamente en las cinéticas con biomasa viable.

La concentracion de los colorantes y del metal presente en la soluciéon se calcul6
midiendo las absorbancia de cada muestra a la longitud de onda maxima de cada
compuesto, verde malaquita (618nm), cristal violeta (595nm) y dicromato de potasio
(400nm), utilizando como blanco agua destilada. Como curva de calibracion se
utilizaron diferentes concentraciones de cada colorante y metal ANEXO 6.

Finalmente se realiz6 un barrido UV- VIS en el espectrofotémetro al dia 0, 12 y 24 con
el fin de observar el comportamiento de cada compuesto al biodegradarse y/o
adsorberse. Esto se hizo en un rango de 200-800nm, determinando el incremento o
disminucion de absorbancias.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Pruebas de crecimiento y decoloracion en medios sélidos

De acuerdo con los resultados del analisis estadistico se presentaron diferencias
altamente significativas entre tratamientos (p<0.0001) que demostraron que G.
lucidum crecié mejor en agar extracto de salvado de trigo obteniendo valores de
71,75+2,95mm a los 8 dias de tratamiento, siendo un valor 2.8 veces superior que el
obtenido en agar Radha 26,2+3,4mm. ANEXO 7. Esta diferencia radicé principalmente
en la composicién nutricional de los medios empleados, ya que el extracto salvado de
trigo proporciona al hongo condiciones nutricionales aptas para su crecimiento, pues
contiene celulosa, hemicelulosa, y alcoholes hidroxicinamicos, entre ellos el alcohol
cumarilico, coniferilico y sinapilico, que favorecen la expresion de enzimas
ligninoliticas (4), ademas su contenido de carbohidratos y nitrogeno (relacion C/N
aprox. 48.8-59.6) favorece el crecimiento de hongos de podredumbre blanca como G.
lucidum (28,35). A pesar que la cantidad de nitrégeno es menor respecto al carbono,
no hay efecto negativo en la produccion de enzimas, pues la madera que es el
sustrato en el que se encuentra este tipo de microorganismos naturalmente, tiene
bajos niveles de nitrdgeno, por lo cual la expresion de enzimas ligninoliticas se ve
favorecida bajo estas condiciones (8). Asimismo, cuando los nutrientes de facil
asimilacion (glucosa) presentes en el medio se agotan, por el aumento de biomasa,
puede favorecerse la expresion de enzimas ligninoliticas que le permiten al hongo
continuar degradando el sustrato (37,38).

Por el contrario, el agar Radha contiene sales, y como Unica fuente de carbono:
glucosa, ademas la relacion C/N es baja a comparacion del extracto salvado de trigo,
lo cual no favorece el crecimiento ni la expresion de enzimas en G. lucidum, sin
embargo este medio ha sido empleado en estudios con Pleurotus ostreatus,
Phanerochaete chrysosporium y Trametes versicolor los cuales han demostrado ser
capaces de crecer y decolorar NR5 en este sustrato (36).

De igual forma la fuente de nitrdgeno influye de manera directa en el crecimiento del
hongo, pues se reporta que las fuentes organicas (extracto de levadura y peptona) son
mejores que las inorganicas (amonio y urea), lo cual confirma el lento crecimiento de
Ganoderma lucidum en el medio Radha (5).
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Figura 1. Crecimiento de G. lucidum en medios sélidos. Condiciones de
incubacién: 27°C, 8 dias.
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Con respecto al crecimiento del hongo en salvado de trigo suplementado con
colorantes se observaron diferencias significativas entre colorantes (p=0,0043) siendo
el negro reactivo en el que se obtuvo el mayor crecimiento 74,65+3,5mm, seguido por
el verde de malaquita y cristal violeta (32,8+2,12mm, 13,2+3,6mm). Por otro lado, el
comportamiento de la decoloracion fue diferente ya que para esta variable el
porcentaje mas elevado se obtuvo con verde de malaquita 35,6+3,33mm vy cristal
violeta (22,2+1,35mm) a los 8 dias (Figura 2) ANEXO 8.

La decoloracibn observada en los medios suplementados con colorantes
trifenilmetanicos se podria relacionar con la produccion de enzimas ligninoliticas (LnP,
lacasa y MnP) y/o mecanismos de adsorcién a la pared fangica (39), que generan
cambios en el espectro de absorcidén, haciendo que el pico de maxima absorcion
disminuya y debido a ello se observan cambios de color en el medio de cultivo (39,
40). Segun Kaushik y Malik, 2009, la remociéon de color por parte de la biomasa
fungica en medio liquido se ve favorecida principalmente por la transferencia de
oxigeno y la disponibilidad de nutrientes; sin embargo han reportado que la cantidad
de enzimas producidas por hongos, durante este tipo de fermentacién puede ser
menor a las encontradas en medios sélidos ya que en estos se favorece el crecimiento
y colonizacion del sustrato por parte del microorganismo (41).

Por el contrario en el medio suplementado con NR5 no se evidencid halo de
decoloracion, posiblemente porque la produccién enzimatica se vio afectada por la
limitacion o exceso de nutrientes como el carbono, nitrégeno y algunos elementos
como Cu, Fe y Mn (39). Ademas de ello la expresion de isoenzimas en hongos de
podredumbre blanca puede afectar la degradacion de colorantes, ya que la actividad
enzimatica puede variar entre cepas de la misma especie. En los estudios realizados
por Murugesan y colaboradores, se encontré que una cepa de G. lucidum creci6 pero
no decoloré el medio base suplementado con 50mg L™ de NR5, debido principalmente
a que la accién de la enzima lacasa es afectada por la conformacion estérica del
colorante, que reduce la accesibilidad de la enzima a los grupos funcionales (—-NH, y —
OH) susceptibles al ataque enzimatico; por lo cual para potenciar la actividad de la
lacasa sobre este tipo de contaminantes es necesario contar con mediadores redox
como por ejemplo el HBT u otros (4).

Teniendo en cuenta que el pH del medio en este estudio inici6 en 6,5 la adsorcién del
NR5 pudo ser afectada de manera negativa, pues la decoloracion de este reactivo es
favorecida por pH acidos, debido a las caracteristicas ani6nicas que presenta el
colorante, y a que los grupos funcionales en la pared celular son protonados y
adquieren carga positiva cuando el pH del medio es inferior a 6,0; con lo cual la
interaccion colorante-biomasa es favorecida; sin embargo en este caso ya que el pH
inicial se encontraba en 6,5 la degradacién del colorante pudo ser inhibida por la
cantidad de iones H" presentes en el medio que compiten con los iones del colorante
por los sitios de union a la pared fungica (43). De igual forma el pH influye en la
produccion enzimatica y su actividad especifica, pues algunos reportes indican que la
actividad enziméatica de la lacasa cuando se encuentra en pH superior a 6 es baja, a
comparacion de cuando se encuentra en medios con pH entre 3y 5 (44).

De otro lado el crecimiento de G. lucidum en los medios con verde malaquita y cristal
violeta presenté menor velocidad de crecimiento respecto al medio control, ademas el
diametro de los halos de decoloracion son inferiores a 40mm; esto se debe
principalmente a que la produccion de enzimas se relaciona con la cantidad de
biomasa producida, y al haber lento crecimiento, entonces las enzimas también son
expresadas en bajas cantidades, disminuyendo la capacidad de decoloracién del
medio de cultivo por parte del microorganismo (38).
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Figura 2. Crecimiento y decoloracion de Ganoderma lucidum en medios sélidos
suplementados con colorantes a concentracién de 50mg L™ (27°C, 8 dias).

En los medios suplementados con metales pesados (acetato de plomo, sulfato de
cromo, dicromato de potasio, cloruro de mercurio) en concentraciones de 50mg L™, no
se obtuvo crecimiento en agar Radha siendo significativamente diferente que el agar
extracto salvado de trigo (p<0.0001); bajo condiciones ligninoliticas se observo
crecimiento en los medios suplementados con los tres metales evaluados:
82,0+0,0mm; 81,6+0,4mm y 65,8+0,6mm respectivamente a los 8 dias; en estos
medios no se observaron halos de decoloracién (Figura 3) ANEXO 9.

Segun Gémez-Bertel y colaboradores, el crecimiento de la cepa en estos medios
puede deberse a diferentes interacciones relacionada posiblemente con adsorciéon
entre el microorganismo y el compuesto contaminante, las cuales se basan en
mecanismos como por ejemplo: secrecion de enzimas u otras sustancias intra o
extracelulares, incorporaciéon y bioacumulacion del metal o por procesos de adsorcion
en el cual hay unién del metal a la biomasa flngica (polisacaridos, quitina, quitosan)
(45,46).

A pesar de ello no hubo crecimiento de G. lucidum en el medio suplementado con
cloruro de mercurio, segun el estudio realizado por Xuan y colaboradores la toxicidad
de ciertos metales pesados hacia una cepa de Ganoderma lucidum, indica que el
mercurio (Hg) inhibe el crecimiento micelial del microorganismo, contrario al plomo
(Pb) que no afecta el crecimiento del mismo, esto confirma los resultados obtenidos en
el presente estudio (47). Algunos de los efectos del mercurio en hongos de
podredumbre blanca, incluyen la disminuciébn en la tasa de crecimiento, lisis o
disminucion en la cantidad de proteinas del micelio y pérdida de la actividad
enzimatica, especificamente en la actividad de la lacasa (58).
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Figura 3. Curva de crecimiento de G. lucidum en medios sélidos suplementados
con metales pesados a concentraciéon de 50mg L™ (27°C, 8 dias).

Crecimiento radial (mm)

6.2 Determinacién de pardmetros cinéticos de crecimiento de G. lucidum bajo
condiciones ligninoliticas en fermentacion discontinua a escala Erlenmeyer
Posterior al crecimiento en medios solidos, se llevé a cabo una curva de crecimiento
en medio salvado de trigo liquido. Durante este experimento la mayor produccion de
biomasa (5,53g L™) fue cuantificada al dia 13, ademés se observo que el crecimiento
fungico se generd en forma de pellets; segun Kim y Song en el 2009, la formacién de
pellets en medio liquido es uno de los factores més influyentes en la expresion de
enzimas, pues la transferencia de oxigeno y la cantidad de enzima expresada
depende del tamafio y la morfologia del pellet; ya que segun estos autores, la
produccion de lacasa por parte de P. ostreatus es mayor cuando los pellets no son
demasiado compactos y tienen un diametro entre 3 y 4mm de diametro, pues al
aumentar de tamafo, la transferencia de oxigeno es menor y se limita la produccion
enzimatica (59). En cultivos agitados se da la formacién de este tipo de pellets, y por
ende hay mayor produccion de lacasa, permitiendo un aumento en la remocion del
colorante, pues la transferencia de oxigeno entre la célula y el medio es cada vez
mayor (5).

Durante esta cinética la maxima cantidad de lacasa producida fue de 770,407U L en
el dia 13; esta produccién incrementd junto con la produccion de biomasa, es decir
durante la fase exponencial (desde dia 5 al 13), lo cual concuerda con los resultados
obtenidos por Maganhotto de Souza Silva y colaboradores en el 2005, quienes
hallaron que la produccién de lacasa, en un medio suplementado con salvado de trigo,
se dio durante la fase exponencial, sin embargo la maxima produccion de lacasa
obtenida por estos autores con la cepa Ganoderma GASI3.4 fue de 26,65+0.65U L™
en el dia 13, lo cual es treinta veces menor a lo producido por la cepa evaluada
durante este estudio (6).

Segun estudios realizados por Elisashvili, y Kachlishvili en 2009, la produccion de
enzimas ligninoliticas por parte de microorganismos pertenecientes a un mismo
género varia de acuerdo a la especie y cepa evaluada, asi mismo como al tipo de
sustrato empleado; ademas afirma que en especies de Ganoderma lucidum es
imprescindible la presencia de lignocelulosa para promover la expresion de estas
enzimas (68).
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El crecimiento de la cepa y la produccion de enzimas ligninoliticas en el medio extracto
salvado de trigo, generalmente es favorecido por la presencia de los precursores
(alcoholes hidroxicinamicos) presentes en el medio, sin embargo en este estudio no
fue posible cuantificar la produccion de MnP y LiP, esto puede deberse a las
condiciones de cultivo utilizadas, entre las que se encuentran la disponibilidad de
fuentes de carbono, nitrégeno, Mn*? y otros compuestos inductores (40, 42, 48).
Segun estudios realizados por Silva Coelho y colaboradores, la produccién de MnP es
mayor en fermentacion sélida que en liquida, lo cual puede explicar por qué no fue
posible cuantificar la cantidad de MnP producida en el presente estudio (52).

Con el fin de verificar que G. lucidum no produce MnP; se llevé a cabo la técnica de
oxidacion de 2,6-dimetoxifenol (2,6-DMP), utilizando P.chrysosporium, T. versicolor y
P. ostreatus, bajo las mismas condiciones utilizadas con la cepa evaluada. En este
experimento se encontraron puntos maximos de produccién para P.chrysosporiumy T.
versicolor al dia 12 y 9, con valores de 0,954+0,0 U L' y 0,392+0,076U L™
respectivamente, mientras que para P. ostreatus el maximo de produccion se
evidenci6 al dia 15 con valores de 0,931+0,36U L™, con lo cual se confirma que la
técnica empleada es util para la cuantificaciéon de MnP ANEXO 11.
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Figura 4. Curva de crecimiento en agar extracto de salvado de trigo. (A):
Biomasa, concentracion de azUcares reductores totales y glucosa,
concentracion del colorante. (B) pHy produccion de enzimas (15 dias, 120 rpm,
27°C).

6.3 Curvas de remocion de dos colorantes (trifenilmetanicos) y un metal
(dicromato de potasio) con biomasa viable e inactiva.

En el medio suplementado con verde malaquita (biomasa viable), el pH se mantuvo
estable a través del tiempo y hubo disminucion en la concentracion del colorante
(10,6+0,36mg L™ a 3,3+0,94mg L ™) equivalente a un 69%, posiblemente asociado a
procesos de adsorcidn y degradacion enzimatica por parte de las enzimas lacasa y LiP
(Figura 5) ANEXO 12.

Segun el estudio de Casas y colaboradores la degradacion del verde malaquita por
medio de enzimas como la lacasa, se debe a la descarboxilaciébn y oxidacion de
carbonos metilo del colorante, que conllevan a la formacién de productos intermedios
estables (60) ademas segun otros estudios si la lacasa actta con la LiP, esta ultima
podria atacar los grupos metilo y el doble enlace carbono que une los tres anillos
aromaticos que componen a este colorante, permitiendo la accién de la MnP y lacasa
sobre los anillos aromaticos una vez han liberados (61).

La baja produccion de lacasa obtenida (2,52U L™) respecto a la del medio extracto
salvado de trigo sin colorantes, puede deberse a que el rango de pH en el cual la
lacasa es mas estable y tiene mejor actividad es entre 4 y 5, sin embargo el pH del
medio se mantuvo alrededor de 6,31 (62). A pesar de esto, los rangos de pH en los
cuales actia de forma eficiente la enzima dependen especificamente del sustrato
(ABTS, DMP, guayacol) empleado y el mecanismo de oxidacién de cada enzima.
Cuando las enzimas se encuentran fuera de este rango, hay pérdida de actividad, ya
que puede haber desnaturalizacion de la proteina, y/o cambios estructurales en la
enzima y el sustrato (Km), cambios en la afinidad entre estas y en la eficiencia de la
enzima para actuar sobre el sustrato (Kcat) (66).

En las figuras 4 y 5, se evidencia el efecto del sustrato en el desarrollo del
microorganismo, pues no hubo consumo de azucares de facil asimilacion (glucosa) y
no fue posible cuantificar la produccion de biomasa ni de enzimas ligninoliticas, esto
se debe a que el desarrollo y actividad metabdlica depende directamente de las
condiciones y el medio de cultivo empleado; en este caso los colorantes empleados
posiblemente inhibieron el crecimiento y desarrollo de la cepa, evitando una Optima
produccion de enzimas (6).

En la curva con biomasa muerta el pH no disminuyo radicalmente, pues inicié en 6,3 y
al final estuvo alrededor de 6,1, sin embargo la concentracion del colorante disminuyo
de 21,4+0,0mg L™ a 7,4+1,2mg L™. La disminucién en la concentracién del colorante
puede deberse a procesos de biosorcion tanto a la biomasa fungica como a
remanentes del salvado de trigo; en este mecanismo el pH influye de manera directa
ya que a pH &acido la biosorcion del verde malaquita disminuye por la competencia
entre los iones de H" libresy los cationes del colorante por los sitios activos de la pared
fungica (54). En este caso el pH no fue menor a 6,0; lo cual favorecié el proceso de
biosorcién del colorante.
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Figura 5. Curvas en medio extracto de salvado de trigo liquido suplementado
con verde malaquita A: biomasa inactiva. B y C: biomasa viable. (24 dias, 120
rpm, 27°C).

En la curva de G. lucidum en medio liquido suplementado con cristal violeta con
biomasa inactiva (Figura 6), el pH no disminuyd y la concentracion de color de redujo
del dia 0 al 21 (13,2+0,0mg L™ y 5,8+1,4mg L™ respectivamente), lo cual confirma que
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cuando el pH es superior a 6,0 la adsorcion del colorante es favorecida ya que no hay
competencia entre H” libres y los sitios activos de la biomasa (41).

En cuanto a la curva con biomasa viable, el pH también se mantuvo estable y la
concentracion de color disminuyé de 48,6+0,0mg L™ a 25,3+0,53mg L™ del dia 0 al 24.
Sin embargo al igual que en la cinética con verde malaquita, la concentracion de
azucares reductores y glucosa no tuvo una constante disminucion. Finalmente fue
posible cuantificar lacasa con un pico de produccion de 4,3+0,65 U L™ al tercer dia de
la fermentacion.

La decoloracién de cristal violeta en presencia de biomasa viable, puede deberse a
procesos enzimaticos, en los cuales la demetilacion del colorante genera productos
intermedios como la  pentametilpararosanilina, tetrametilpararosanilina o
trimetilpararosanilina que tienen longitudes de onda mas bajas que el cristal violeta
(55). Sin embargo Wang y Ng, reportan que la lacasa extraida de un cultivo de G.
lucidum tiene poca actividad cuando se encuentra en pH entre 6,0 y 7,0 lo cual puede
demostrar la causa de la poca decoloracion del medio (44) ANEXO 13.
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Figura 6. Curva de G. lucidum en medio extracto de salvado de trigo liguido

suplementado con cristal violeta (24 dias, 120 rpm, 27°C). A: biomasa inactiva B
y C: biomasa viable.

En el medio extracto salvado de trigo suplementado con dicromato de potasio tanto
con biomasa viable como inactiva (Figura 7), se observé que el pH se mantuvo
constante, utilizando biomasa inactiva, sin embargo hubo disminucién en la
concentracion del metal, esto puede deberse a la adsorcién del metal a la biomasa
fungica, la cual contiene sitios anionicos, entre ellos grupos carboxilo, hidroxilo y
fosfatos y algunos polisacéridos y glicoproteinas como glicanos, quitosan, quitina,
mananos, fosfomananos (56,57). La adsorcion de metales a la pared fungica puede
estar favorecida por la agitacion, pues hay mayor contacto entre el adsorbente y el
adsorbato, ademas la cantidad de metal presente en la solucion también influye en la
adsorcion del mismo, ya que a menor cantidad es mas facil la adsorcion a los sitios
activos, por el contrario cuando hay grandes cantidades de metal, puede haber
saturacion de los sitios de unién y por ende disminuye la cantidad de metal adsorbido
(56).

Respecto a la curva con biomasa viable hubo disminucion en la concentracién de
azucares reductores y glucosa, que conllevo a la acidificacion del medio de 6,3+0,0 a
4,0+0,06 por producciébn de acidos organicos (oxalico, férmico, pirdvico, entre
otros).Ademas fue posible cuantificar la produccién de lacasa con un pico de 1,7+2,3U
L™ al dia 24, aunque esta produccion fue considerablemente menor a la del medio
control, se ha reportado que las enzimas producidas de manera constitutiva se
producen en bajas cantidades y para promover su expresion, es necesario agregar
inductores al medio entre los que se encuentran: 2,5- xilidina, 2,6 dimetoxifenol, acido
ferdlico, vainillina, ademas de algunos metales que favorecen especificamente la
produccion de lacasa ya que tienen efecto directo en los genes Icc (46, 48) ANEXO
14.

Como se muestra en la figura 7 (b) la concentracion del metal aumentd, asociado
posiblemente a una desorcion, pues segun Gomez- Bertel y colaboradores uno de los
mecanismos implicados en remocion del metal, se basa en la liberacion de Cr(lll) a la
solucién acuosa por repulsion de cargas entre los grupos cargados positivamente
presentes en la pared flngica y el cromo trivalente (46).

Sin embargo esta desorcién se da mejor cuando el medio tiene pH neutro o alcalino,
pues la capacidad adsorbente de la biomasa incrementa cuando el pH es acido, ya
que hay desnaturalizacion de proteinas y protonacién de grupos amino presentes en
la pared fungica, con lo que se incrementan los sitios activos de union (-NH,) y la
posibilidad de adsorber mayor cantidad de metal a pH acido (46).
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Figura 7. Curva de crecimiento de Ganoderma lucidum en medio extracto de
salvado de trigo liguido suplementado con dicromato de potasio durante 24 dias
(120 rpm, 27°C). A: biomasa inactiva B y C: biomasa viable.

Finalmente dada la formacion de metabolitos intermediarios producto de la
degradacion de los contaminantes, se evidencian cambios en las longitudes de onda
en el barrido UV- VIS, pues cuando los grupos funcionales varian de posicion,
aumentan o disminuyen los anillos, la resonancia del compuesto cambia, dando lugar
a una intensidad mayor o menor de absorcion y un cambio batocromico fuerte a
longitudes de onda mayores, o efecto hipsocromico a longitudes de ondas menores.
(19) (Figura 8).
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La aparicién de nuevos picos de absorcion en el espectro UV, puede deberse a la
formacion de compuestos aromaticos nuevos o ruptura de enlaces que libera anillos
aromaticos presentes en la estructura béasica del colorante, de igual forma la
disminucion en los picos del espectro visible se relaciona con cambios estructurales en
el croméforo debido a la accion enzimatica, es por ello que el pico maximo de
absorcion del colorante disminuye a través del tiempo (36,39). Estos cambios fueron
observados a través del tiempo.

En el caso de los colorantes trifeniimetanos se pueden generar moléculas que
corresponden a anillos bencénicos, cetonas y/o aldehidos, los cuales absorben en
longitudes de onda entre 255 y 300nm (espectro UV) (64).

Es el caso que se presenta en el dia 12 del proceso, donde se observa un efecto
hipsocrémico generado posiblemente por cambios de posicion de los grupos
funcionales del colorante, y un efecto batocrémico en donde el pico de absorcion se
ubica a 480 nm, una longitud de onda menor a la del colorante base, ya que el color
complementario que se produce (amarillo) tiene un maximo de absorcién a dicha
longitud (63).

La degradacion del cristal violeta genera productos demetilados como la
pentametilpararosanilina, tetrametilpararosanilina los cuales tienen un maximo de
absorcion entre los 580 y 572nm respectivamente, lo cual concuerda con los
resultados obtenidos, en los cuales se encuentran picos de absorcion a los 580nm (dia
12) y 575nm (dia24) (55).

Por otro lado en la investigacibn de Yu chen y colaboradores, se encontraron
compuestos intermedios producidos en la degradacion del verde malaquita, entre ellos
el verde leucomalaquita (LMG), metabolito producido a partir de la reduccion del
colorante y que el desmetil-MG se forma a partir de una N-demetilacion del mismo
colorante (21).

Ademas de ello, la degradacion de colorantes trifeniimetanicos puede generar
moléculas que corresponden a anillos bencénicos, cetonas y/o aldehidos, los cuales
absorben en longitudes de onda entre 255 y 300nm (espectro UV). Cuando un anillo
bencénico tiene sustitucion de CH; puede absorber a 261nm De igual manera la
presencia de grupos carbonilo, nitro, azo, tiocarbonilo, dan lugar a picos de absorcion
usualmente en la region UV-cercana (64)
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Figura 8. Barridos UV-VIS realizados al dia 0, dia 12 y dia 24 de las cinéticas con
biomasa viable. A: Verde malaquita B: Cristal violeta
7. CONCLUSIONES

Al evaluar el crecimiento micelial de Ganoderma lucidum en un medio complejo y
uno quimicamente definido, se encontraron diferencias significativas (p<0.0001)
debido a que G. lucidum creci6 mejor en agar extracto de salvado de trigo
(71,75x2,95 mm) respecto al agar Radha (26,2+3,4mm).

En el agar extracto salvado de trigo suplementado con colorantes se observaron
diferencias significativas (p=0,0043) ya que hubo mayor crecimiento en el medio
con colorante NR5 (74,65+3,5mm), seguido por verde de malaquita y cristal violeta
(32,8+2,12 mm, 13,2+3,6 mm); sin embargo el porcentaje de decoloracién mas alto
se obtuvo con verde de malaquita 35,6+3,33mm.

En los medios suplementados con metales pesados, no se obtuvo crecimiento en
agar Radha siendo significativamente diferente que el agar extracto salvado de trigo
(p<0.0001); bajo condiciones ligninoliticas se observé crecimiento en los medios
suplementados con acetato de plomo, sulfato de cromo y dicromato de potasio
(82,0+£0,0 mm; 81,6+0,4mm y 65,8+0,6 mm respectivamente).

Durante la caracterizacion de parametros cinéticos de G.lucidum bajo condiciones
ligninoliticas, se cuantificd la produccién de biomasa (5,53g L™* al dia 13) y
disminucion del pH del medio (desde 6,7 hasta 4,4) a través del tiempo. Ademas
fue posible determinar la disminucién en la concentracion de azucares reductores y
glucosa y la alta produccién de lacasa (770,407U L™ al dia 13), sin embargo no
hubo producciéon de MnP y LiP.

Al realizar estudios preliminares de tratabilidad de dos colorantes en medio liquido,
con biomasa viable, no se obtuvo produccion de biomasa cuantificable, sin embargo
hubo disminuciéon en la concentracion de cristal violeta (48%) y verde malaquita
(69%), que tiene relacién con la produccién de lacasa (4,30 U Ly 2,52 U L,
respectivamente). Con biomasa inactiva se obtuvo disminucién en la concentracion
del cristal violeta (55, 6%) y verde malaquita (65,5%).
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En el medio extracto salvado de trigo liquido suplementado con dicromato de
potasio se produjeron 17,9 g L™ de biomasa, hubo disminucién de pH y un aumento
de concentracion del metal de 280 a 940 mg L™, asociado a una posible desorcion
de Cr (lll). Finalmente con biomasa inactiva se obtuvo disminucion en la
concentracion del metal (29,1%), sin embargo no hubo acidificacion del medio.

8. RECOMENDACIONES

Optimizar fuentes de carbono y de nitrégeno en el medio de cultivo, que permitan
mejorar la remocion de colorantes.

Evaluar el efecto de las condiciones de cultivo como pH, temperatura, rpm entre
otros, en la remocién de estos colorantes y metales pesados, para potenciar el
rendimiento de G. lucidum.

Determinar la tolerancia de G. lucidum frente a estos compuestos toxicos,
evaluando diferentes concentraciones.

Evaluar la remocion de los colorantes y metales pesados utilizados en este estudio
utilizando G. lucidum a escala piloto.

Determinar productos intermediarios generados de la degradacién de estos
colorantes y metales pesados.
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ANEXO 1.

10. ANEXOS
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ANEXO 1A. Figura de la estructura del verde malaquita

ANEXO 1B. Figura de la estructura del cristal violeta
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ANEXO 1C. Figura de la estructura del NR5
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ANEXO 2

ANEXO 2A. Ciclo catalitico de lacasa
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ANEXO 3. Composicion medios de cultivo

ANEXO 3A. Composicion medio extracto salvado de trigo

Glucosa 10gL*
Peptona 5gL™*
Extracto levadura | 2gL*
Salvado de trigo | 175gL*
KH,PO, 01glL™
MgSO,* H,0 0,05¢gL*
MnSO,* 7H,O0 | 0,076 gL*
Cloranfenicol 0,1gL*
Agar 15gL™

ANEXO 3B. Composicion medio Radha

Glucosa 2¢gL?!
KH,PO, 2gL*t

NH,CL 0,050 g L™
MgSO, * 7H,0 05gL™
CaCl * 2H,0 0,1gL"
Tiamina 100 pg
Solucién elementos traza | 10 ml L™
Agar 15gL"!

Solucién de elementos traza

MnSO, 05glL™
FeSO,* 7H,0 01glL™
ZnSO,* 7H,0 01glL™

(64)

(64)
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ANEXO 4. Curva calibraciéon azlcares reductores

y=0,5228x - 0,0177

R*=0,9924
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ANEXO 5. Curva calibracién glucosa oxidasa

y =0,2052x - 0,0166

R?=0,9881
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ANEXO 6.

ANEXO 7. Crecimiento de Ganoderma lucidum bajo dos condiciones

ANEXO 6A. Ecuacién curva calibracién verde malaquita
Y= 0.177x — 0.0524
R? =0,99
©))
Anexo 6B. Ecuacion curva calibracién cristal violeta
y =0,101+ 0,013
R? =0,99
(4)

ANEXO 6C. Ecuacién curva calibracion Dicromato de potasio

y = 0,003 + 0,005

R? = 0,994
(5)

nutricionales en medios soélidos

MEDIO

Extracto salvado de trigo Radha

Inicial
(Dia 0)

o

Final
(Dia 8)
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ANEXO 8. Crecimiento y halos de decoloracion de Ganoderma lucidum en
medios sélidos suplementados con colorantes (50 mg L™)

MEDIO Extracto salvado de trigo

Verde malaquita Cristal violeta NR5

=

Inicial
(Dia 0)

Final
(Dia 8)

MEDIO Radha

Verde malaquita

Cristal violeta N5

Inicial
(Dia 0)

Final
(Dia 8)

ANEXO 9. Crecimiento de Ganoderma lucidum en medios sélidos
suplementados con metales pesados (50 mg L™)

Extracto salvado de trigo

MEDIO Dicromato de Cloruro de

Acetato de plomo Sulfato de cromo . .
potasio mercurio

Inicial
(Dia 0)

Final
(Dia 8)
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MEDIO

Radha

Acetato de plomo

Sulfato de cromo

Dicromato de
potasio

Cloruro de
mercurio

Inicial
(Dia 0)

Final
(Dia 8)

' ’

ANEXO 10. Crecimiento de Ganoderma lucidum en medio extracto salvado de

trigo liquido
Concentracion Concentracién
- S Lacasa
Crecimiento azucares glucosa (Glucosa (ABTS)
reductores (DNS) oxidasa)
)
S
a)
N—r
©
Q
k=
—
Lo
—
S
e
T
£
LL
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ANEXO 11. Cuantificacién Manganeso Peroxidasa (técnica oxidaciéon de 2,6-
dimetoxifenol) para P. chrysosporium, T. versicolor y P. ostreatus

1,5
—=&— T. versicolor
10 —&— P. chrysosporium
—4A P, ostreatus
F"_l
)
0,5 -
0,0 / \ _— \
T | !
T T T 1 T T T T T

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tiempo (dias)

ANEXO 12. Curva de crecimiento de Ganoderma lucidum en medio extracto
salvado de trigo liguido suplementado con verde malaquita

L, Concentracion Concentracioén
Concentracion )
azucares glucosa (Glucosa Lacasa (ABTS)
colorante ;
reductores (DNS) oxidasa)
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ANEXO 13. Curva de crecimiento de Ganoderma lucidum en medio extracto
salvado de trigo liguido suplementado con cristal violeta

Concentracion Concentracién
Concentracién azucares glucosa Lacasa (ABTS)
colorante reductores (Glucosa
(DNS) oxidasa)

Inicial (Dia 0)

Final (Dia 24)

ANEXO 14. Curva de crecimiento de Ganoderma lucidum en medio extracto
salvado de trigo liguido suplementado con Dicromato de potasio

Co;;:gg;rraecslon Concentracién
Crecimiento glucosa Lacasa (ABTS)
reductores (Glucosa oxidasa)
(DNS)

Inicial (Dia 0)

Final (Dia 24)
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ANEXO 15. Participacion en eventos

ANEXO 15A. Participacion en “International Symposium on Bioremediation and
Sustainable Environmental Technologies”

Preliminary treatability tests of toxic compounds (metals and dyes) with
Ganoderma lucidum

Viviana Gonzélez (viviana.gonzalez@javeriana.edu.co),
Carolina Herrera (herrera-carolina@javeriana.edu.co), Maria Ximena Rodriguez
(mxrodriguez@javeriana.edu.co) and Aura Marina Pedroza
(apedroza@javeriana.edu.co) (Pontificia Universidad Javeriana, Bogota, Colombia)

Background/Objectives

One of the main problems of textile and food industries and tanneries, around the world
including Colombia, is the wastewater from the process of developing their respective
products. This wastewater contains high concentrations of toxic chemicals, which
produce adverse effects on the environment and human health. The need to implement
systems capable of reducing this impact has been a major concern in the scientific
field. In order to solve this problem, chemical and physical systems have been used,
however the high cost and by-products generated have promoted the use of
microorganisms that are able to degrade, adsorb or remove much of those pollutants,
due to its efficiency and low cost.

One of these microorganisms capable of degrading pollutants is Ganoderma lucidum, a
white rot fungi widely studied for its medicinal properties, but not for its enzyme profile
and recalcitrant compounds removal potential, which can be used in bioremediation of
effluents containing persistent compounds. Owing to this matter, the aim of this study
was to evaluate the adsorption capacity and/or removal of pollutants by G. lucidum,
including azo, anthraquinone and triphenylmethane dyes, and some heavy metals
under ligninolytic and non-ligninolytic growth conditions.

Approach/Activities

One strain of Ganoderma lucidum from the collection of Pontificia Universidad
Javeriana was used for the study. This strain was plated on wheat bran extract agar
and Radha agar, in order to evaluate its radial growth in mm for 8 and 15 days,
respectively. Then, G. lucidum was plated on the two mentioned media, each one
supplemented with dyes or heavy metals in concentrations of 50 ppm. The evaluated
dyes were crystal violet (anthraquinone), malachite green (triphenylmethane) and
reactive black 5 (azo). The heavy metals tested included potassium dichromate,
chromium sulfate, lead acetate and mercuric chloride. In each medium the radial
growth (mm) and/or discoloration halos (mm) was evaluated for 8-10 days. The results
were recorded and plotted using SigmaPlot program.

Results/Lessons Learned.

G. lucidum on ligninolytic medium (wheat bran extract) grew rapidly compared to non-
ligninolytic medium (Rhada), as radial growth was 86,95+3,12 mm at 9 days and
39+2,9 at 14 days, respectively. After the media were supplemented with dyes (crystal
violet, malachite green and black R5) and heavy metals (potassium dichromate,
chromium sulfate, lead acetate, mercuric chloride) at a concentration of 50 ppm, G.
lucidum strain did not grow on Rhada agar, except on the media amended with black
reactive 5, crystal violet and chromium sulfate. Under ligninolytic conditions, it was
obtained a tolerance of 50 ppm result for lead acetate, potassium dichromate,
chromium sulfate, black reactive 5, and removal of malachite green and crystal violet
with halos of 35,6+3,33mm and 22,2+1,35mm, respectively.
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