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RESUMEN.

En este trabajo se realizé el estudio de la identificacién de actividad decolorativa -
en hongos ligninoliticos para 27 colorantes de uso textil. La decoloracién se llevo a
cabo in vivo en medic solido y en fermentacién liquida con las cepas de Pleurotus
ostreatus 1E8, Phanerochaete chrysosporium ATCC 24725 y Caldaromyces fumago
CMI 89362, resultando Pleurotus ostreatus 1E§ la cepa com mayor capacidad
decolorativa en estos medios. Se estudiaron los extractos extracelulares de Pleurotus
ostreatus |E8 en fermentacién liquida, asi como aquellos provenientes de fermentacion
en estado solido utilizando trigo y avena como soportes. Se encontré actividad
decolorativa en el fluido extracelular para 5 de los 27 colorantes probados. La
fermentacion llevada a cabo en material ligninoceluldsico estimulé considerablemente
la actividad decolorativa. Se comparé la capacidad de decoloracidn de P. ostrearus IE8
con quince diferentes cepas de los géneros de Bjerkandera, Pleurotus, Phanerochaete,
Trametes y Sporotichum cultivados en avena. Aquellos que presentaron actividad
decolorativa fireron, en su mayoria, obtenidos de variedades de Plewrotus v Trametes.
Pleurotus ostratus IE8 y Trametes hispida 8260 tuvieron los valores mas altos de
decoloracion. Todas aquellas cepas que presentaron actividad decolorativa, también
presentaron actividad laccasa. Se identificd a esta enzima como la responsable de la
decoloracién. Las mayores actividades especificas fueron obtenidas de Pleurotus
ostratus 1EE v Trametes hispida 8260. La laccasa fue parcialmente purificada a partir
de los extractos obtenidos en fermentacién en estado sélido de estas dos cepas. La
enzima parcialmente purificada de T. hispida presentd un mayor rango de decoloracién
y grado de pureza que la enzima de P. ostreaius. Se identificaron al menos dos
isoenzimas. Con las isoenzimas obtenidas de T. hispida se realizaron los estudios de
caracterizacién cinética utilizando el ABTS y el Azul Reactive F-RL como sustratos
medelo.

La capacidad biocatalitica de la laccasa abre nuevos campos de investigacién
enfocados a la optimizacion de técnicas de descontaminacién no sélo para colorantes

sino para un gran numero de compuestos xenobidticos recalcitrantes.



1. INTRODUCCION.

1.1 Colorantes sintéticos y su impacto ambiental.

La produccién de  colorantes a nivel mundial se estima cercana a las
700 000 toneladas; un poco mas de la mitad estd destinada a la produccion de colorantes
textiles y alrededor del 15 por ciento a industrias como la del papel, piel, etc. El 25 por
ciento corresponde a la produccion de pigmenios organicos (729). De los colorantes
disponibles actualmente en el mercado, mas del 50 por ciento son compuestos azo {53).

Alrededor del 15 por ciento del total de la produccion de los colorantes es
perdida en su sintesis y procesamiento, lo que equivale a una liberacién al ambiente de
125 toneladas diarias (//8, 3). En el caso de industrias como la textil el problema es
debido al consumo incompleto en el proceso de tincion, donde existen pérdidas entre el
10 y el 20 por ciento del total del colorante utilizado ({2). Estos ingresan al ambiente a
través de las descargas de aguas residuales.

Los nuevos colorantes son caracterizados por su resistencia a la luz, al lavado y al
ataque microbiano, haciéndelos atractivos y funcionales para la industria, pero dando
lugar a compuestos cada vez mas recalcitrantes (129, 97, 68, 69). Este el caso de
colorantes con sustituciones tales como azo, nitro y grupos sulfo (54, 170).

La persistencia del color en las aguas residuales representa uno de los mayores
problemas ambientales, ya que la concentracién del colorante en cuerpos receptores
puede ser menor a la de cualquier otro compuesto téxico permitido por la legislacién, sin
embargo este es visible aun en bajas concentraciones (87). Es incluso capaz de colorear
suelo y vegetacién circundantes a los cuerpos receptores muchas veces terrenos féniles
utilizados para la agricultura y el ganado (§2).

La decoloracién en el tratamiento de aguas residuales se Heva a cabo por uno o la
combinacién de varios métodos tales como adsorcion, precipitacion, degradacion quimica,
fotodegradacion y biodegradacién (129, 87, [10).

Para la adsorcion se ha utilizado carbon activado, silica gel, bauxita, madera,
derivados de celulosa y resinas de intercambio idnico. De los procesos quimicos para la
remocién del color, la degradacién oxidativa por cloro y ozono tiemen una gran

importancia practica. El tratamiento con cloro resulta adecuado con colorantes moncgazo
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y antraquinonas anidnicas, pero es insatisfactorio con colorantes azo dispersos y directos.
El ozono es més efectivo y tiene la ventaja de no producir iones inorganicos, sin embargo
es mas caro. La degradacion fotoquimica en solucién acuosa, la cual puede ocurrir en n’os-
y lagunas, se lleva a cabo de manera muy lenta sobre todo si los colorantes sintéticos estan
disefiados en principio para poseer una alta estabilidad a la luz (/29). Estos procesos han
llegado a ser, con muy pocas excepciones, poco eficientes y muy costos.

La biodegradacidn para alcanzar {a mineralizacién completa seria el método ideal
para la decoloracion de efluentes contaminados. Sin embarge, los colorantes de origen
sintético son, en su mayoria, compuesto xenobidticos. La biota nativa de los ecosistemas
acu’feros no posee enzimas disefiadas para metabolizar tales compuestos, haciéndolos
recalcitrantes a la degradacién natural.

Aunque muchas veces los colorantes no son toxicos por si mismos, si se ha
comprobado la toxicidad de sus productos de degradacion. En el caso de los colorantes
tipo azo, por ejemplo, que por si mismos no producen efectos mutagénicos,
carcinogénicos o toxicos, se ha reportado que aquellos solubles en agua son
metabolizados por las azoreductasas de la microflora intestinal (99, 16) y aquellos
colorantes no solubles en agua son reducidos por las fracciones microsémicas y
citoslicas del higado (/6, 57). El primer paso catabdlico en la reduccion de los
colorantes aza, el cual viene acompaifiado por la disminucion del color, es la reduccién del
doble enlace azo para producir aminas aromdticas las cuales son carcindgenas (99, 16,
17). Estas aminas arométicas se localizaron en la orina de los trabajadores de industrias
productoras de colorantes y en animales experimentales después de ser aplicado el
colorante (/6, 62). Se ha comprobado que la bencidina, un derivado amino aromdtico,
produce céancer de vejiga en el hombre y tumores en algunos animales de
experimentacién (700). Raffi er. al. (96) aislaron cepas anaerdbicas productoras de
azoreductasas a partir de heces fecales humanas. Entre ellas se encontraban especies como
Eubacteriun, Clostridium y Butyribrio, Ademds han sido reporadas un gran nimero de
bacterias que bajo condiciones anaerdbicas llevan a cabo la reduccién de los compuestos
azo (22).

Clasificacién de los coiorantes.
De acuerdo a su naturaleza quimica los colorantes pueden ser divididos en
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compuestos organicos e inorganicos. Estos a su vez se dividen en colorantes naturales y
sintéticos. Aunque muchos de ellos tuvieron su origen de fuentes naturales, actuaimente
son obtenidos preferiblemente por via sintética. -

Existe una clasificacion técnica que divide a los colorantes en tintas y pigmentos.
Los pigmentos son, rigurosamente, compuestos pricticamente insolubles en el medio en
donde son aplicados y se adhieren al sustrato por compuestos adicionales. Aunque el
término es aplicado comunmente a colorantes de origen natural. Las tintas son
compuestos que se aplican a diversos materiales por medio de un liquido en el que son
parcial o totalmente solubles y a diferencia de los pigmentos, estas deben poseer una alia
afinidad por el sustrato (/29). Los pigmetos son utilizados preferencialmente en la
industria alimentaria. Las tintas se utilizan en la industria textil, papelera, curtido,

fotogrifica y como aditivo en productos derivados del petréleo (65, 129, 118).

Los colorantes de uso industrial representan la familia mas grande de colorantes
de origen organico. Estos son divididos de acuerde a su estrurtura quimica en:

poliméricos, triarilmetanas, heterociclicos, anulenos, antraquinonas y compuestos azo.
El Colour Index es una enciclopedia que registra todos los colorantes usados
comercialmente a gran escala, y clasifica estos compuestos de acuerdo a su estructura

quimica y a el drea y método de aplicacion.

Polienos vy polimetinos .

Se caracterizan por tener una cadena de grupos metino (- CH =) en un sistema de
doble enlace conjugado el cual normaimente tiene la configuracién trans. Los atomos de
carbono del metino pueden ser sustituidos por otros grupos o por dtomos de hidrégeno, o
puede ser parte de un sistema heterociclico (Fig. /). En los polimetinos existen un
donador D y un aceptor A de electrones en los extremos terminales opuestos de la cadena
{Fig. 2a), mientras que en los polienos pueden existir otros grupos que no tienen que ver
con la exitacién electrdnica {Fig. 25).

La mayor parte de los polimetinos son compuestos de origen sintético, mientras
que los polienos son derivados de los carotenos encontrados en fuentes naturales pero que
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también pueden ser sintetizados a escala técnica.
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Fig. 1. Férmula general de los colorantes poliméricos.
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Fig. 2a. Murexida. Polimetino del grupo de oxonoles.

Fig. 2b. Bixin. Derivado de B- carotenc.

Di- v triarilmetanos.
Son difenilos derivados del ién N,N’-tetrametil amidio (Fig. 3). Ademas de los

sustitutos dimetilamino pueden ser usados como donadores de electrones otros grupos

incluyendo aminas primarias, secundarias y terciarias, asi como grupos hidroxilo y sus

bases conjugadas ( Fig. 4).

+
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Fig. 3. 16n N,N’-tetrametilamido.
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Fig. 4. Ejemplos de triarilmetanos (A), y diarilmetane (B y C).

Heterociclicos nitrades v azufrados.

En los colorantes nitrados la caracteristica estructural es un grupe nitro en
posicidn orfo a un electrén donador (originalmente hidroxilo, ahora grupo amino) {Fig.
3). Ellos son principalmente pigmentos amarillo a café; son compuestos anidnicos del

grupo de colorantes dispersos.

ON

O - o

HG2S8

A. Amarille Amido E (C. I. Anaranjado acido 3)



O w O

B. Amarillo Nilomina A-3R (C. 1. Amarillo icide 199)

HO N

CH3

Fig. 5. Colorantes nitrados.

Los colorantes azufrados son aquellos que en su forma final, después de ser
aplicados, son compuestos macromoleculares solubles al agua caracterizados por enlaces
di- y poliazufrados (-3,-) entre residuos aromadticos. En principio son obtenidos por
tratar aminas aromiticas, fenoles y aminofenoles con azifre y/o polisulfito de sodio (Fig.

6).

HO;3SS

H;CO N=N CHz

Anaranjado Brillante Dicolita 3G (C. 1. Anaranjado azifre condensado 2)

Fig. 6 . Ejemplo de colorante azufrado.

Anulenos .

Los polimetinos son construidos a partir de cadenas de grupos metino. Si estos
grupos metino forman sistemas anulares, estos compuestos con dobles enlaces conjugados
son llamados anulenos. Como en el caso de los polimetinos, los grupos metino de los
anulenos pueden ser reemplazados por nitrégeno (-N=). Mientras que los anulenos
carbociclicos no son coloreados, los anulenos con cuatro nitrégenos aza (Fig. 7), son
pigmentos naturales extremadamente importantes, como es el caso de la clorofila. Los

anulenos con ocho nitrégenos aza son tintas y pigmentos sintélicos con propiedades



unicas de fijacién fime en colores azul a verde. El nombre comin para los colorantes
octaaza anulenos es ftalocianinas (Fig. 8). Practicamente todos los clorantes sintéticos tipo

octaaza anulenos y los naturales tetraaza anulenos son complejos metalicos.

QL L)

Q

©

M =Zn, Cu,Fe

Fig. 7. Estructura general de los tetraaza anulenos.

o @
2R AR
o
&
M=Zn Cu,Fe
Fig. 8. Estructura general de los octaaza anulenos

Antraquinonas
Son colorantes de origen sintético basados en antraquinona. Ei descubrimiento de
la indantrona por Bohn en 1901 (Fig. 9), que es la sintesis quimica de dos moléculas de 2-
amineantraquinena, permitié el desarrollo de tintas llamadas “indantronas a la cuba” las
cuales exhiben propiedades de alta resistencia a la luz vy a la humedad en fibras

celulésicas.

El término alemén indantrona proviene de un acrénime de 'ndigo-antraquinona,

pues la idea original fue sintetizar un muy conocido colorante natural llamado ’ndigo

(Fig. 10) a partir de 2-aminoantraquinona.
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Fig. 9. Primer colorante “a la cuba®, basada en antraquinona,
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Indigo.

Fig. 10 . Colorante natural.

Compuestos azo

Los colorantes azo son compuestos derivados de las sales de diazonio (—Naﬁ-)
que contienen dobles enlaces nitrogenados (-N=N-} ligados a benceno, naftaleno, anillos
aromaticos heterociclicos o grupos alifiticos (Fig. /7). De acuerdo al nimero de enlaces

azo los colorantes se describen como compuestos mono-, di-, tri-, tetra- (etc.} azo.

OCH
N N(C2H5),

NHCOCH;
Azul Resolin BBLS (C. L. Azul disperso 165)

Fig. 11. Ejemplo de un colorante azo.



1.2 Biodegradacién.

Varios consorcios microbianos han sido probados, el tratamiento con lodos
activados entre ellos (//0), que son capaces bajo condiciones anaerobias de fograr una-
considerable decoloracién en los efluentes (42, 83, 29). En el caso de colorantes tipo azo
estos no son tipicamente biodegradades bajo condiciones aerdbicas (4, 68, 69), sin
embarge bajo condiciones anaerdbicas pueden ser reducidos a aminas aromdticas, las
cuales son menos coloridas pero se ha comprobade que son ain mas toxicas y
carcinogénicas que el compuesto que les di6 origen (67, 54, 22, 96). Nigam ez. al. (83)
aislaron un consorcio microbiano, PDW, capaz de llevar a cabo en condiciones
anaerdbicas la decoloracién de diversos colorantes industriales de uso textil. Nueve
colorantes fueron estudiados, ocho compuestos diazo y una ftalocianina. Después de 24
horas de incubacién a 26° C los colorantes fueron decolorados en un 68% excepto la
fialocianina que no presenté practicamente ningin cambio. No se realizé ningun analisis
de los productos generados por la decoloracién. En base a estos resultados, Oxspring er.
al. (86) desarrollaron un filtro anaerobic de flujo ascendente con un consorcio
microbiano, PDW, inmovilizado. El filtro fue evaluado con un colorante de amplio uso
industrial, Negro Remazol B (un compuesto diazo), y la metabolizacién del compuesto
fue monitoreada por el uso de electroforesis capilar. El filtro fue operado en un proceso
por lote por 96 horas. Se observo una remocidn del color por amriba del 95% después de
las 48 horas. Encontraron que la decoloracién se habia llevado a cabo presumiblemente
por la remocién de grupos periféricos, sin embargo el centro cromoférico habia quedado
intacto. La deteccion de tres metabolitos mucho menos coloridos indicaba la posible
generacidn de aminas aromdticas como productos de degradacién, aunque esta hipétesis
no fue confirmada,

También se ha probado un sistema secuenciado en condiciones anaerobio-aerobio
para lograr asi una completa oxidacién de los compuestos aromaéticos (29, 728). Debe
aclararse que, en ocasiones, la disminuci6n del color es debida a una modificacién del
grupo cromoférico del compuesto colorido, esto no significa que exista una degradacion
del colorante. Haug et. al. (42) reportaron la mineralizacion de un colorante tipo azo
sulfonado, €l Amarillo Mordante 3, llevado a cabo por el uso alternativo de un proceso
anaerobio-aerobio, usando un cultivo bacteriano anaerobio facultativo degradador del



4cido 6-aminoftalen-2-suifonico (6AZNS). Ellos proponen la generacion en cantidades
equimolares de 6A2NS y una amina aromatica, 5-aminosalicilato (5AS), como productos
del proceso anaerobio a partir de la reduccion del enlace azo. Ya habia sido descrita la-
ruta de metabolizacion del 6A2NS como fuente de carbono en condiciones aerébicas de
este consorcio bacteriano por Nortemann ef. al. (84). Por su parte Stolz (/09) estudié la
ruta de asimilacion de 5AS como fuente unica de carbono en aerobiosis por este
consorcio bacteriano, sin embargo Haug et. ai. (42} determinaron que la desaparicién de
5AS bajo estas condiciones se debia principalmete a un proceso de autoxidacion.

Donlon et. al. (27) reportaron la mineralizacién parcial de un colorante tipo azo,
Anaranjado Mordante 1, llevado a cabo en un reactor anaerobio de flujo ascendente
{UASB) alimentado con glucosa como cosustrato. Entre los dias 75 v 166 el colorante fue
grandemente reducido, al menos el 90% de su concentracién original. En este periodo
fueron generadas de forma constante dos aminas aromaticas de menor toxicidad, I-4-
fenildiamina (1-4, PDA) y 4dcido S-aminosalicilico (5-ASA). Después de 189 dias de
operacién se detectaron Unicamente trazas del dcido 5-aminosalicilico en el efluente. En
ensayos de biodegradabilidad en proceso por lote con muestras de lodos de este reactor se
confirmé la mineralizacién de 5-ASA a metano. No hubo conversién de 1-4, PDA a
metano en estos ensayos. Sin embargo existen reportes de la metabolizacion de este
compuesto en aerobiosis (94), asi que un proceso aerdbico posterior podria aplicarse para
la completa mineralizacién del colorante Anaranjado Mordante 1. En base a estos
resultados Razo-Flores er. al. {(97) reportaron ‘por primera vez’ la mineralizacién de un
colorante tipo azo de uso farmacetitico, azodisalicilato, compuesto por dos unidades de 5-
ASA en el mismo sistema de fermentacidn (fermentador UASB). Era de esperarse que
bajo las mismas condiciones el colorante fuera llevado hasta metano, ya que los productos
primarios de la reduccion del compuesto son dos moléculas de &cido 5-aminosalicilico,

Cabe seitalar que la mayoria de los estudios realizados para la degradacion de

colorantes por sistemas anaerobios estan enfocados hacia colorantes tipo azo.

1.3 Hongos lignitoliticos y 1a degradacion de compuestos xenobidticos.
En estudios anteriores se ha determinado que ciertas especies de basidiomicetos,
productores de un sistema enzimatico capaz de mineralizar componentes de la madera;



lignina, celulosa y hemicelulosa (33), también tienen la capacidad de oxidar una amplia
variedad de compuestos aromdticos (127, 28, 13).

Phanerochaete chrysosporium, €l hongo ligninolitico mas estudiado, tiene fa
habilidad de degradar lignina durante una etapa del metabolismo secundario derominada
idiofase, la cual es disparada por el agotamiento de la fuente de nitrégeno (52). Los
cultivos de P. chrysosporium producen, bajo condiciones de limitacion de nitrégene, dos
tipos de peroxidasas extracelulares: lignino peroxidasas y manganeso peroxidasas (33,
51} asi como un sistema generador de peroxido de hidrogeno, glioxal oxidasa (117, 34,
48}, las cuales forman la mayor parte de componentes extracelulares de su sistema
degradador de ligninas (33).

Ha sido demostrado que cultivos ligninoliticos de P. chrysosporium son capaces
de mineralizar una amplia variedad de contaminantes arométicos (3. /5). Ha sido
reportada la participacién de las ligninasas en la oxidacién de hidrocarburos policiclico
aromaticos (39, 121, 8); fenoles clorinados (100}, PCB's (125); dioxinas (/5. 173);
pesticidas (47, 55); explosivos (107, 35), dicloroanilinas (/) y colorantes, como se
mencionard mas adelante,

Otras especies de basidiomicetos ligninoliticos ampliamente estudiados como
Trametes versicolor y diferentes especies de Pleurotus producen, ademas de la peroxidasas
reportadas anteriormente, un sistera de enzimas extracelulares que puede incluir a la
veratryl aleohol oxidasa (65, /08, 2), 1a glucosa oxidasa (/12) y la laccasa (98). Las dos
primeras caracterizadas por su alta especificidad de sustrato y su participacion en la
produccién continua de H,Q, para las reacciones de peroxidacién. La laccasa es un tipo
de polifenol-oxidasa glicosilada con un centro de cobre (98). La laccasa y la Mn-

peroxidasa son las enzimas extracelulares mayoritarias en estas especies (41).

1.3.1 Caracterizacién de enzimas ligninoliticas.

La lignino peroxidasa ha sido purificada a partir de cultivos de P. chrysosporium
en condiciones de limitacién de nitrégeno (Tabla 1). Se han encontrade diez isoformas
que presentan una alta analogia. Son glicoproteinas que contienen un grupo prostético de
protoporfirina IX, con un peso molecular alrededor de los 41 kDa, La ligninasa HS, la
isoenzima mayoritaria, ha sido arnpliamente caracterizada en esta especie (/6. 50).
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TABLA 1.

Purificacijn de isoenzimas de lz lignino peroxidasa.”

Actividad Actividad
Muestra Yolumen Actividad Proteina total especifica Recuperacion
(ml) (U/ml) {mg/mi) (U} (Ulm&) Yo

ECF* 3300 0.076 0.013 151 57 100

ECF

concentrado

(Minixtan/ 135 169 1.23 229 138 89
Amicon)

Pre-FPLC*

(dializada/ 17 1295 0.7 20 18.5 38
filtrado)

FPLC

purificado
Hi 3.7 0.52 0.07 45 7.24 13
H2 17.7 2.1 0.1 363 16.4 14
H6 131 0.33 0.06 4.36 55 1.7
H? 43 033 o1 1.4 k! 05
H8 k18 ] 1.56 0.21 49.6 1.6 20
H10¢ 25.7 .15 0.0% 6.35 2.7 25

a Kirk ct. al. (50)
b. ECF. Fluido extracelular.

¢ FPLC. Cromatografia liquida alta presién para proteinas.

Johansson y Nyman (43) reportaron dieciséis isoformas de ia lignino peroxidasa

producidas por Trametes versicolor bajo las mismas condiciones de cultivo. La isoenzima

mayoritaria, H12, fue caracterizada reportando un peso molecular de 41-43 kDa,

La Mn(II) peroxidasa también ha sido localizada y estudiada en diversas especies.
Es una hemoproteina glicosilada con la protoporfirina [X como grupe prostético,
reportada con un peso molecular alrededor de los 46 kDa producida por P.
chrysosporium (117, 31). Para T. versicolor se har reportado cinco isoformas con un peso

molecular de 44-45 kDa (43), y para Pleurotus eryngii dos isoenzimas con un peso

molecular de 43 kDa (63).

Tabla 11. Purificacién de laccasa de Plewrotus ostreatus.'

Actividad
Paso de purificacion Proteina Actividad especifica Rendimiento
{mg) ) (U/mg) %
Caldo de cuttivo 38 300 7.9 1o
Sulfato de amonio 5 275 55 92
DEAE-Sefarosa 03 53 177 18
ConA-Sefargss 017 k] 212 12

a. Referencia 101,



Sanniza et. al. (J01) purificaron y caracterizaron la laccasa de P. ostreatus a partir
de cultivo liquido. Fue utilizado el extracto de levadura como inductor para produccién la )
de la enzima (Tabla II). La actividad laccasa fue monitoreada por la polimerizacién de
guayacol midiendo el incremento de absorbancia a los 465 nm. Reportaron un peso
molecuiar de 59 kDa.

Youn et. al. (J20) purificaron también la laccasa de P. ostreasus (Tabla 1II), en
presencia de dcido felurico como inductor. Encontraron dos actividades laccasa con un
peso molecular alrededor de los 64 kDa. La actividad enzimatica fite monitoreada por la

oxidacién de siringaidazina siguiendo el incremento de absorbancia a los 530 nm.

Tabla ITl. Purificacién de lacassas extracelulares de P. osrreatus.?

Pasos de punificacion Proteina Actividad Recuperzcion Factor de

total especifica (%) parificacidn
(mg) (Uimg)

Cultive filtrado Téb 0.07 100 1.0

Precipitacion con sulfate de

amonio 81 0.33 54 4.7

Precipitacién con sulfato de

potamina 40 037 30 53

DEAE Sephadex A-50 25 0,48 24 89

Sephacril $-200 HR 52 1.42 143 203

DEAE 5PwW

lacl 18 3.00 10.9 429

iacll 03 L67 1.0 239

a . Referencia 126,

Bourbonnais et. al. (10} reportaron la accién catalitica de dos laccasas aisladas de
T. versicolor (Tabla IV). La produccion se llevd a cabo en cultivo liquido en presencia de
2,5-xilidina come inductor para la produccion de la enzima. Para todos los sutratos
monoméricos y diméricos la actividad de la laccasa 11 fue similar o ligeramente menor a
la laccasa I. Con sustratos de alto peso molecular como lignina de papel y el colorante
Poli B-411, un polimero de diaminoantraquinona sulfonada, la velocidad de oxidacién

tendid a ser significativamente mas alta con la laccasa I que con la laccasa I1.



Tabla IV, Velocidades relativas de varios sustratos por Lacassa | y Laceasa IL*

ADOMmin + SD
Sustrato Conc. A Tact Tac 1 Radio
{nm) Lac 1171

ABTS 1 mM A2 1301013 130 + 0.06 1.00
Guayaco) t mM 470 0.15+ 0.03 0.12+ 0.01 0.8
Siringaldazina 0.1 mM 80 [3Trels 1002 0.1 .73
Siringaldehido 1 mM 370 0.026 % 0.004 0.023 £ €.081 038
Aleahol vanilico 1 mM 295 0078+ 0.006 0.059 + 0.003 0.2
Promacina I mM 512 0.28+ 0.02 00271 0.01 0.96
4.5-dikidroxi-2,7-naftaleno
sulfonato I mM 400 0.047 £ 0.003 0.040 £ 0.001 0.87
$-anilino-1-naftalens
sulfonato 1 mM 430 0.076 + 0.008 0.068 + 0.002 0.89
4,4’ -diamino-stilben-
2,2 -disutfonata 0.1 mM 360 £.062% 0.004 -0.049 + 0.002 0.79
Indulin 0.5 mg/ml 400 0,032 0.002 0,021 + 0.001 0.66
Lignina de papel 0.2 mg/mi 400 0.028 £ 0.002 0.012 + 0.001 0.43
Poli B-411 0.1 mg/ml 600 -0.02 £ 0,001 -0.007 £ 0,001 035

. Referencia 10,
b. & OD, cambio en densidad fptica

La laceasa también ha sido aislada y caracterizada de Pleurotus eryngii a partir de
fermentacién liquida, la cual se llevd a cabo en presencia de material ligninocelulésico:
espigas de cereal sin semilla tratadas quimicamente, para solubilizarlas en el medio de
cultivo (&0, 7). Se encontraron dos isoenzimas de la laccasa, que fueron purificadas y
comparadas sus caracteristicas cinéticas en la oxidacién de diferentes compuestos
aromaticos (Tabla V). El resultado de este estudio mostrd la influencia de los sustituyentes
en los compuestos fendlicos con respecto 2 la Km y la Vmax. Excepto en la laccasa I, la
mayoeria de los factores que incrementan la Vmax también incrementan la afinidad de la
enzima. Por ejemplo, cuando radicales hidroxilo o metoxilo son cambiados de la posicién
orto a la posicidén para {catecol vs. QH, y o-metoxifenol vs. p-metoxifenol); cuando el
radical o-metoxilo es reemplazado por el radical o-hidroxilo (guayacol vs. catecol) y
cuando grupos metilo o metoxilo son agregados al anillo aromdtico (QH, vs. MeQH, y

guayacol vs. 2,3-dimetoxifenol) la Km y la Vmax se incrementan.



Tabla V. Constantes cinéticas de isoenzimas de la laccasa de P. eryngii.'

Laccasa | Lacasa 1T

Compueste % £ Km Vmax Vmax/Km Km Vmax VmaxvKm

(nm)  (M'em) mM}  (Uimg) (mM)  (U/mg)
p-aminofenol 246 15.627 08 50 6.2 1.8 0.8 08
p-anisidina 542 1173 il 20.6 6.6 33 17.9 54
p-metoxifenol 153 4.9%¢ 0.8 103 135 0.9 03 0.9
Guayacol 465 12100 7.6 59 03 8.0 1.3 0.2
Catecol 392 1.456 22 3 14.6 4.1 154 k3 ]
QH}* 247 21.028 4.6 21.2 4.6 25 26 1.0
MetQH * 250 11.112 21 1222 58.2 i.6 84 5.2
2 6-dimetoxifenol 468 27.500 14 54.2 8.7 0.4 33 8.2
a. Muiioz et. al. (80).
b. Hidroquinona,

. Metil p-hidroquinona.

La laccasa es una enzima no especifica y el rango de sustratos a oxidar varia de
una laccasa a otra, dependiendo de la especie. Lleva a cabo la oxidacion monovalente de
diferentes compuestos fendlicos sustituidos por la reduccién simultinea de oxigeno
molecular (reaccion 1). El producte inicial, radical fenoxi, es tipicamente inestable y
puede sufrir una segunda etapa de oxidacién o puede generar polimeros fendlicos con
otros productos de reaccién {Fig. /2). En el caso de las hidroquinonas (reacién 1}, los
radicales semiquinonas (Q7) son convertidos a quinonas (Q) por diferentes reacciones,
incluyendo la oxidacién monovalente de oxigeno, con la concominante produccién de
O," (reaccién 2). Algunos autores atribuyen este evento de oxidacion a una catélisis
enzimatica (97), aunque Muiioz et. al. (80) sugieren que esta etapa es levada a cabo, en
parte, por un proceso de autoxidacién. Estos autores comprobaron ademss la generacion

de H,(, a partir de la autoxidacion (3).

4QH,+ 0, — 4Q" + 2H,0 )
Q'+ 0, -2 Q+ 0, (2)

20, +2H" — H,0, + 0, &)



OH 0 o
OH OH /0
Polimerizacidn
Fig. 12. Reaccion tipica de la laccasa, donde un difenol (hidroquinona), sufre una
oxidacién para formar un radical libre centrado en oxigeno. Estas especies pueden ser

convertidas a quinonas en un segundo paso catalizado enzimiticamente o por

auatoxidacién. La quinona y los productos radicales Libres sufren polimerizacién.
Referencia 106,

Se ha mostrado recientemente que, en presencia de compuestos apropiados de
bajo peso molecular, lamados mediadores, la laccasa es capaz de oxidar un amplio rango
de compuestos no-fendlicos, sustratos que no son tipicos de la enzima. Bourbannais y
Paice (9) han mostrado que el ABTS (2,2'-azinobis(3-etilbenztiazolina-6-sulfonato)]
(Fig. 13), un sustrato artificial de la laccasa, tiene la capacidad de actuar come mediador
por la generacion de un radical cationico capaz de iniciar la oxidacién de! compuesto no
fenélico en presencia de la enzima. Kawai er. al. (45) reportd  la oxidacién de benzil-
alcoholes metoxilados con siringaldehido como mediador. Se ha reportado también la
degradacion de antraceno y benzo[a]pireno (i1, {8, 44) por la laccasa de T. versicolor en

presencia de mediadores como ABTS, HBT (hidroxibenzotiazol) y fenotiazina.

HO, SO;H
OIS
N N
I |

CH,CH, CH,CH,

2,2’-azino-bis (dcido 3J-etilbenztiazolina-6-suifénico)

Fig. 13. ABTS



1.4 Degradacién enzimdtica de colorantes.

Bumpus y Brock (/4) determinaron que la lignino peroxidasa lleva a cabo la N-
demetilacion del Cristal Violeta. Este, junto con otros colorantes tipo trifenilmetano como -
la Benzenamina, Rojo Cresol, Azul de Bromofenol, Violeta Etilica, Verde de Malaguita y
Verde Brillante son biodegradados en cultivos de P. chrysosporium bajo condiciones de
limitacién de nitrogeno. Colorantes tipo azo: Naranja I1, Tropaeolin O, Rojo Congo, y un
colorante heterociclico Azure B, también fueron decolorados por cultivos de P.
chrysosporium (28). Se ensay6 la decoloracion de estos compuestos con preparaciones de
lignino peroxidasa cruda, y todos excepto Rojo Congo fueron decolorados, indicando
que ef microorganismo puede usar otras sistemas enzimaticos capaces de decolorar, o dar
inicio a la decoloracién de estos compuestos (28).

Spadaro et. al. (103) comprobaron que bajo estas mismas condiciones también se
puede llevar a cabo la mineralizacion de colorantes azo-fendlicos como 4-fenilazoanilina,
4-fenilazofenol, Amarillo disperso 3, Amarillo solvente 14 y Naranja disperso 3 con
funciones nitro, hidroxi, amino y acetoamido. Diversos colorantes tipo azo amino
sustituidos incluyendo la 4-fenilazoanilina y las N-metil vy N-N’-dimetil-4-
fenilazoanilinas son conocidos mutigenos carcinogénicos (66).

Ollikka er. al (85) compararon tres isoenzimas purificadas de la lignino
peroxidasa, LiP 4.65 (H2); LiP 4.15 (H7) y LiP 3.85 (H8), contra el sistema enzimético
crudo de P. craysosporium en la decoloracién de diez tipos diferentes de colorantes
incluyendo compuestos azo, trifenilmetanos, heterociclicos y poliméricos. La capacidad
decolorativa de cada una de las iscenzimas, en presencia de alcohol veratrilico, fue
comparable a la preparacion enzimdtica cruda, y disminuyé dramiticamente cuando el
alcohol no estuvo presente. Sugiriendo con esto que el alcohol veratrlico actia como
mediador de la reaccion (40). En contraste, la omision del alcohol veratrilico no tuvo
practicamente ningin efecto en la capacidad decolorativa en los ensayos con la
preparacidn enzimdtica cruda. Esto debido probablemente a que los hongos son capaces
de sintetizar alcohol veratrilico como producto del metabolismo secundario {6/). Las tres
isoenzimas presentaron ademds diferentes especificidades para los colorantes (85).

Chivukula er. al. (24) reporté la generacion de hidroperoxidos a partir de la
oxidacién de colorantes azo sulfonados, llevada a cabo por la lignino peroxidasa. La



reaccion inicia con dos oxidaciones sucesivas de un electrén del anillo fendlico del
colorante azo por la forma peroxidada de LiP preduciendo un i6n cabanién. El ataque
nucleofilico del agua hacia el carbono fenélico debilita el enlace azo, produciendo un-
intermediario hidroxilo inestable el cual se rompe para generar una quinona y una sulfo-
o sulfonamidofenildiazina. La fenildiazina es oxidada por el O, para generar el
correspondiente radical fenildiazina, un intermediario muy inestable el cual elimina el
enlace diazo en forma de nitrégeno molecular. Los radicales sulfo- o sulfoamidofenilo
son acarreados por el O, para rendir el correspondiente hidroperoxido (24). Este fue el
primer reporte de la produccién e identificacién de sulfofenil hidroperoxido en cualquier
sistema quimico o bioldgico.

Los estreptomicetos también han mostrado capacidad para la depolimerizacién
oxidativa de la lignina. Sus peroxidasas extracelulaleres participan en procesos de
solubilizacion de ligninocelulosa (7, f9, 20, 91}, y en la deceloracion de colorantes
derivados de antrona usados como sustratos en ensayos de biodegradacién de lignina
(20).

Pasti-Grigsby er. al. (89) compararon la capacidad decolorativa en cultivos de
diferentes especies de actinimicetos Sireptomyces spp., y cultivos en condiciones de
limitacién de nitrdgeno de P. chrysosoporium con 22 colorantes tipo azo. Demostraron
que los estreptomicetos tenian la capacidad de decolorar aguellos colorantes que también
eran oxidados por la Mn{iI) peroxidasa producida por P. chrysosporium. Encontraron
una correlacion entre la velocidad de decoloracion de Strepromyces chromofuscus y la
velocidad decolorativa de la preparacion comercial de la peroxidasa de rabano blanco
tipo II. Atribuyeron la capacidad decolorativa de S. chromofuscus a una hemoperoxidasa
extracelular, ¢ identificaron a 4-(4’-sulfofenilazo)-fenoles sustituidos con grupos metilo,
dimetilo, metoxi y dimetoxi como sustratos preferidos para la peroxidasa de rabano
blanco, Ia Mn (II) peroxidasa y ia peroxidasa de S. chromofuscus.

Chivukula y Renganathan {23) propusieron un mecanismo para la formacién de
benzoquinona y SPH (sulfofenilhidroperdxido) como productos de oxidacion de

colorantes tipo azo por la laccasa de Pyricularia oryzae (Fig. 14). Fueron estudiados
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Fig. 14. Mecanismeo propuesto para la degradacién de colarantes azo por la laccasa de P.
OFiZde. Referenc 12
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derivados del 4-(4’-sulfofenilazo)-fenol con sustituciones metil, metoxi, cloro y nitro.
Unicamente los colorantes con sustituyentes donadores de electrones, grupos metoxi y
metil, fueron oxidados. Aparentemente la posicién de los sustituyentes en la molécula
influye en la afinidad de la enzima para la reaccién (23, 89).

Se ha reportado que P. ostreatus tiene la capacidad de decolorar in vive un
colorante polimérico, Poli-B411, cuando es crecido en un medio conteniendo materiai
ligninoceluldsico (95).

Vyas y Molitoris (122} reportaron la producciéon de una peroxidasa extracelular
de P. ostreatus capaz de decolorar el Azul Brillante Ramazol R (RBBR), azul ractivo 158.
La fermentacién se llevo a cabo en estado sélido, con varillas de trigo como soporte. La
mayor actividad decolorativa se presentd entre los 14 y los 20 dias de incubacion.
Encontraron ademas en el extracto crudo concentrado actividades como Mn-peroxidasa,
peroxidasa Mn-idependiente y laccasa.

Shin er. al. (123) obuvieron y purificaron la peroxidasa responsable de la
decoloracién de RBBR, a partir de fermentacion liquida de P. ostreatus en cultivo estitico
y en presencia de alcohol vematrilico como inductor. Determinaron las propiedades
cinéticas de la enzima purificada con diferentes compuestos aromaticos (Tabla VI).
Presentz afinidades con el mismo orden de magnitud para a mayoria de los sustratos,
excepto para el cristal violeta.

Tabla V1. Especificidad de sustrato de peroxidasa decoloradora de RBBR de Plearotus

ostratus."
Sustrate Vmax km Actividad relativa

(mot mint mg') (M) (%)
RBER 0.58 1.9 100
Acido sinapinico 1.65 20.56 2845
Cristal violeta 143 6.04 66
Raojo fenol 0.49 17.41 245
Acido siringico 032 2828 55.2
Acido vanilico 0.28 54.40 483
Verde de malaquita 016 29.44 27.6
Metoxifenoxi NR* NR 0.0
propanodiel
Aleohol veratrilice NR NR 0.0

u.§binet.al.(lll)
b. No hubo reaccidn.
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Aunque en este trabajo los autores no identifican a la RBBR-peroxidasa como una
de las conocidas ligninasas como la lignino peroxidasa, Mn-peroxidasa, peroxidasa Mn-
independiente o laccasa, si presenta afinidad hacia los mismos sustratos de estas enzimas

como el rojo fenol, el dcide vanilico y el cido siringico.

Hasta la fecha, la mayoria de las investigaciones de biodegradadacion o
degradacién enzimatica de colorantes, se han centrado en ¢l estudio de colorantes tipo azo
¥y sus variedades. En ocasiones se ha concluido que es mas factible el sintetizar colorantes
con estructuras quimicas que se adapten a las caracteristicas de los sistemas biolagicos (27)
o a las propiedades de las enzimas ya conocidas (23, 89), que el explorar y localizar un
sistema capaz de llevar a cabo la degradacién de la mayor variedad de colorantes
sintéticos ya existentes.

Las enzimas ligainoliticas han sido elegidas para el estudio de la degradacion de
una diversidad de compuestos aromaticos debido a su alta inespecificidad hacia el

sustrato. En base a lo anterior, se han propuesto los siguientes objetivos de trabajo.
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2. OBJETIVOS,

2.1 Objetivo general.

Identificar un sistema biocatalitico capaz de oxidar y decolorar la mayor variedad de

colorantes de uso textil.

2.2 Objetivos especificos.

- Explorar la capacidad de metabolizacién in vive de los colorantes de diferentes cepas
productoras de ligninasas.

- Identificar la actividad enzimética responsable de la decoloracién en los extractos celulares
y/o fluidos extracelulares.

- Purificar parcialmente la enzima responsable de la decoloracion.

- Determinar los pardmetros cinéticos de la enzima en la modificacién quimica de los

colorantes.
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3. MATERIALES Y METODOS.

3.1 Quimicos.

Las sales minerales para los medios de cultivo y la preparacién de los amortiguadores
fueron adquiridos con J. T. Baker. La glucosa, €l extracto de levadura, el extracto de malta y
el agar papa-dextrosa fueron comprados a Difco laboratories. Los reactivos para los ensayos
enzimaticos como alcohol veratrilico, guayacol, rojo fenol, malonato de sodio y el 4cido
2,2’-azinobis(3-etilbenztiazolina-6-sulfénico) sal de sodio fueron obtenidos de Aldrich
Chemical Company. Los reactivos para la electroforesis como dodecil sulfato de sodio (SDS),
glicina, tristhidroximetil)aminometano (TRIZMA), 2-mercaptoetanol, glicerol, azul de
Commassie, azul de bromofenol y materiales de cromatografia como Sephadex-G100, CM-
sepharose y fenil-sepharose, fueron comprados a Sigma Chemical Company. El marcador de
peso molecular para electroforesis fue comprada a Gibco BRL. La columna de intercambio
anidnico de interaccidn débil, dietilaminetil celulosa DES2, fue obtenida de Whatman. La
columna de intercambio aniémico de interaccién fuerte, Econo-Pac Q, junto con el equipo de
cromatografia y el reactivo para la determinacion de proteina fueron obtenidos de Bio-Rad.

Los colorantes para uso textil fueron un obsequio de BASF, Mexicana y de Colorfran,
S. A. Estos colorantes fueron elegidos por su demanda en e! tefiido de telas. Las compaiias se
negaron a propercionamos informacion técnica acerca de estos productos. Se desconoce la

estructura quimica de la mayoria de eltos.

3.2 Cepas fungicas.
Las primeras cepas utililizadas fueron Pleurotus ostreatus 1ES, la cual fue obtenida
del Instituto de Ecologia, Xalapa, México; Phanerochaete chrysosporium ATCC 24725
obtenida de American Type Culture Collection, Rockville Pike, MD y Caldaromyces fumago
CMI 89362, obtenida de Commonwealth Mycological Institute, Kew Gardens, London, UK.
Pleurotus ostreatus 1E8 fué comparado mas adelante con Pleurotus ostreatus 7964,
7972, 7980, 7988, 7989, 7992; Bjerkandera adusta 4312, 7308, 8258; Phanerochaele

chrysosporium 3541, 3642; Sporotichum pulverulentum 4521; Trametes hispida 8260 y
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Trametes versicolor 8272 proporcionadas por la Universidad de Alberta Mold Herbarium,
Edmonton, Canada.

3.3 Medios de cultivo.

Todos los microorganismos fueron crecidos en cajas de Petri (10 cm de didmetro)
con medic agarizado (16 g/l) conteniendo papa-dextrosa a una concentracién de 24 g/, en
amortiguador de fosfato de sodio 60 mM pH 6.0 y a una temperatura de 28 °C, Las cajas
eran conservadas a 4 °C y se realizaban resiembras cada mes y medio. Las cepas originales
fueron conservadas bajo las mismas condiciones en tubos de ensaye (20 x 2 cm).

La fermentacidon liquida se llevd a cabo por la inoculacidn de cinco porciones de
micelio de 5mm de diametro, previamente crecido en medio agarizado, en matraces de 250
ml, a una temperatura promedio de 28 °C y una velocidad de agitacion de 200 rpm. El medio
liquido contenia, por litro, 10 g de glucosa, 2 g de extracto de levadura, 3.5 g de extracto de
malta, 2 g de KH,PQ,, 0.5 g de MnS0,.7H,0, y 1 ml de solucion de metales traza. La solucién
de melales traza contenia, por litro, 0.14 mg de ZnS0Q,.7H,0, 0.29 mg de CoCl,.6H,0 y 0.5
mg de FeSO,.7TH,0.

La fermentacin en estado sdlido se llevo a cabo en 50 gr de semillas prehumedecidas
de avena y trigo, en matraces de 250 ml e inoculadas con 20 ml de cultive lquido con seis

dias de fermentacion. Fueren incubados en la oscuridad a 30 °C.

3.4 Cinética de crecimiento.

La cinética de crecimiento se realizd unicamente para la fermentacién liquida, y en
ausencia del colorante, con e! fin de identificar las actividades decolorativas obtenidas del
extracto intracelular y el fluido extracelular a lo largo del crecimiento. De cinco matraces
cultivados simultineamente, tres fueron destinados para la cinética de crecimiento, y dos para
la obtencion de los extractos celulares y fluidos extracelulares.

Para determinar ja concentracion celular se llevé a cabo la medicién de la bicmasa
por peso seco. Membranas de papel filtro de 4.5 cm de didmetro fueron sometidas a secado

durante 72 h 2 una temperatura de 100 °C hasta alcanzar peso constante. En ellos se filtraron
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al vacio las cosechas de la fermentacion liquida. La biomasa fue sometida a secado durante 24
h ala misma temperatura y el peso fue determinado. Se determiné el pH y la concentracién
de glucosa en el sobrenadante antes de ser desechado.

La concentracién de glucosa residual se midié por el método de determinacion de

azucares reductores con acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) (70).

3.5 Extraccién del sistema enzimatico.

El sistema enzimdtico extracelular de la fermentacion liquida fue tomada del medio
de cultivo libre de células. El cultivo fue filtrado al vacio a través de papel filtro (Wathman) y
posteriormente a través de membranas de nitrocelulosa (0.45 pum). El licor se concentré en
una celda de ulirafiltracién en atmésfera de nitrégeno a una presién de 20 psi a través de una
membrana de teflon, Amicon YM10 (10 kDa). El peso molecular para enzimas extracelulares
producidas por hongos ligninoliticos se ha reportado mayor a los 30 kDa (2, 43, 50, 8¢, 701,
111, 117). La actividad enzimética fue monitoreada en el filtrado v en el concentrado.

La extraccién del sistema enzimatico intracelular de la fermentacién liquida se llevé a
cabo por la ruptura celular del micelio, previamente filtrado al vacic y suspendido en
amortiguador de fosfato de sodio 60 mM pH 6.00. La ruptura se realizé con la ayuda de un
HOMOGENIZADOR BIOSPEC Med. 985-370 a una velocidad de 30 000 rpm durante 30
sec. El homogenizado fue centrifugado a 10 000 g y el sobrenadante filtrado a través de una
membrana de nitrocelulosa (0.45 um).

No se determiné actividad enzimatica intracelular en la fermentacién en estado sélido.
A los veinte dias de fermentacién, el micelio recubre por completo a la semilla a la que se
adhiere como una finisima malla. Las enzimas extracelulares fueron extraidas por el lavado
de la semilla con 300 ml de amortiguador de fosfato de sodio 6¢ mM pH 6.0. El extracto fué
filtrado por una malla de algoddn, para retener fragmentos grandes de micelio. El licor se
centrifiugs a 10 000 g, el sobrenadante fue filtrado al vacio a través de papel filtro (Wathman)
y después a través de membranas de nitrocelutosa (0.45 um). Para eliminar Ia mayor
cantidad de proteina de ningun interés y facilitar la fluidez por la presencia de una alta

concentracién de exopolisacdridos, el licor se concentrd en una celda de ultrafiliracién a

F1



través de una membrana de mayor didmetro de poro, Amicon YM30 (30 kDa), en aimésfera
de nitrdgenc a una presion de 20 psi. La actividad enzimatica fue monitoreada en el filtrado
y en el concentrado.

Todos los experimentos se llevaron a cabo a 4 °C.

3.6 Purificacién de Laccasa.
3.6.1. Purificacion de Laccasa Pleurotus ostreatus.

Los pasos de purificacién se realizaron de acuerdo a los métodos propuestos por
Deustcher (25). El extracto concentrado de la fermentacion en estado sélido fue precipitado a
diferentes concentraciones de saturacién de sulfato de amonio, 20, 40, 60, 80 y 100 %. El
precipitado fué resuspendido en regulador de fosfato de sodio 60 mM pH 6.0. Establecida la
mayor actividad decolorativa (actividad laccasa) entre el 40 y 80 % de saturacion, las
fracciones fueron dializadas contra el mismo regulador durante 12 h a 4° C. El dializado se
aplicd a una columna de intercambio aniénico de interaccion fuerte, Econo-Pac Q. La
columna se equilibré con ameortiguador de fosfato de sodio 10 mM pH 6.0 y la elucién se
llevé a cabo con un gradiente de 0-100% de NaCl 1M disuelto en el mismo regulador, a un
flujo de 0.8 mlmin. Las fracciones conteniendo actividad laccasa fueron reunidas,

concentradas y dializadas a través de una celda de ultrafiltracion (Amicon YMI10).

3.6.2 Purificacion de Laccasa Trametes hispida.

A raiz de los problemas generados para la purificacién de la laccasa de P. ostreatus,
atribuida a la alta concentracién de exopolisaciridos en el medio, el Dr. Michael Pickard
propuso un nueveo proceso de purificacion para la laccasa de 7. hispida.

El extracto concentrado de la fermentacién sdlida fue aplicado a una columna de
intercambio aniénico de interaccion débil (DE52) que permitié la eliminacién de la mayoria
de los pigmentos generados por el miroorganismo, presumiblemente exopolisacaridos. La
columna fue equilibrada con amortiguador de fosfato de sodio 10 mM pH 6.0 vy eluida con
un gradienie de 0-0.6 M de NaCl disuelto en el mismo amortiguador. Las fracciones

conteniendo actividad laccasa fueron reunidas, concentradas y dializadas por ultrafiltracion.
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La preparacién enzimdtica fue entonces aplicada a una columna de permeacién en gel,
Sephadex-G100, y eluida con buffer de fosfatos 60 mM pH 6.0. Las fracciones conteniendo
laccasa fueron reunidas y concentradas. Esta preparacién fue aplicada por segunda vez a la
columna de DE52. Para la obtencion de las isoenzimas, las fracciones conteniendo laccasa
fueron concentradas y aplicadas a una columna de intercabio anidnico de interaccién fuerte,
Econo-Pac Q, equilibrada con regulador de fosfato de sodic 10 mM pH 6.0 y eluida con un
gradiente de 0-1 M de NaCl disuelto en el mismo regulador, a un flujo de 0.8 ml/min. Las
fracciones conteniendo actividad laccasa fueron reunidas y concentradas por ultrarfiltracién

{Amicon YM10).

El porcentaje de recuperacién fue determinado por la actividad total recuperada en
cada paso de purificacidn con respecto a la actividad total original del extracto crudo.

El factor de purificacién fue determinado por la relacién entre la actividad especifica
correspondiente a cada paso de purificacién y la actividad especifica original de! extracto

crudo.

3.7 Seleccion de colorantes y evaluaciéon de decoloracién.

Para el ensayo de decoloracién in vive, era necesaria la presencia del colorante en
condiciones estériles. Aquellos que presentaron una modificacion considerable en sus
espectros de absorbancia después de someterlos a esterilizacién por calor himedo (15 min,
15 psi), fueron esterilizados por filtracién a través de una membrana de nitrocelulosa {0.22
um}. Algunos de ellos tampoco pudieron ser esterilizados por filtracién debido al dispersante
que contenian y que imposibilitaba su paso a través de la membrana. Estos colorantes no
fueron evaluados in vive.

Se realizaron ademds estudios de estabilidad al pH. La mayoria de los colorantes
sufren un desplazamiento del pico de maxima absorcién a diferentes pH's. El desplazamiento
en algunos casos es considerable (729). Los colorantes a evaluar fueron disueltos en
soluciones amortiguadoras de pH 6, 7, 8 y 9. Los espectros de absorbancia, medidos entre los

350 y los 800 nm, no presentaron modificacion significativa entre pH 6 y 8.
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Los colorantes utilizados en la fermentacion liquida fueron incubados en condiciones
estériles en regulador de fosfato de sodio 60 mM pH 6.0 durante una semana a 25 °C. Al

final de la incubacién ninguno habia sufrido modificacion.

Para la evaluacién de la decoloracién in vive en medio solido, el colorante fue
aplicado al medio agarizado a una concentracién de 100 pg/ml. Se observd la aparicién de
un halo de decoloracién alrededeor del micelio al final del crecimiento.

La evaluacién de decoloracion in vive en medio liquido, se llevé a cabo en matraz
agitado de 250 ml inoculado al 10% (v/v) a partir de un cultivo de seis dias de fermentacién, a
una temperatura de 28 °C y una velocidad de 200 pm. El colorante fue colocado desde el
primer dia de la fermentacién. Se realizaron curvas estandar de D.Q. vs. concentracioén de
colorante (pg/ml). La concentracién en el medio de cultivo fue ajustada de tal forma que no
sobrepasara una unidad de absorbancia. El porcentaje de decoloracion fue determinado por
la disminucién de la absorbancia en el sobrenadante, a la longitud de onda de méaxima
absorcién. La velocidad de desaparicion fue determinado por la diferencia de
concentraciones en el sobrenadante a los ocho dias de fermentacion. Los espectros de
absorbancia entre los 350 y 800 nm fueron analizados a lo largo de la fermentacion. Se
utilizé como blanco el sobrenadante libre de células, el cual tiene un tone café-amarillo.

Los ensayos de decoloracion in virro se realizaron poniendo al colorante en contacto
con los extractos celulares. Las concentraciones fueron las mismas utilizadas para la
evaluacion in vive. La reaccion se llevd a cabo durante 1 minuto en una celda de cuarzo a
una temperatura de 25 °C. La velocidad de decoloracién fue determinada por el cambio de
absorbancia por unidad de tiempo {AA min") a la longitud de onda de mixima absorcién de
cada colorante. Se analizaron ademas los espectros de absorbancia entre los 350 y 800 nm

antes y después de la reaccidn.
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3.8 Métodos analiticos.

La actividad laccasa fue determinada por el incremento de absorbancia a 436 nm con
0.5 mM de ABTS como sustrato en buffer de acetato de sodio 100 mM pH 4.5 (€4, = 29.3:0
mM”' ¢cm™) (86). La actividad veratril alcohol oxidasa fue determinada por la oxidacion de
alcohol veratrilico (alcohol 3, 4-dimetoxibecilicc) a veratraldehido en buffer de fosfato de
sodio 100 mM, pH 6.0 ( £;,= 9.30 mM"' cm™). La actividad manganeso peroxidasa (MnP)
fue ensayada por la oxidacion de MnSO, 1mM en una solucién de malonato de sodio 50 mM
pH 4.5, ¥ en presencia de H;0, 0.1 mM. Los iones mangénicos, Mn”, forman un complejo
con ¢l malonato el cual absorbe a los 270 nm (€, = 11.59 mM™' cm™) (J23). La actividad
lignino peroxidasa fue determinada por la oxidacion de alcohol veratrilico 4 mM
veratraldehido en buffer de succinatos 20 mM pH 4.0, en presencia de H,0, 0.4 mM (/77).
Una unidad de actividad fue definida como la cantidad de enzima capaz de oxidar 1 umol de
sustrato por minuto.

La concentracién de proteina fue determinada por el ensayo para proteinz de Bio-
Rad, método de Bradford modificado.

La electroforésis SDS-poliacrilamida al 10%, se llevé a cabo por el método de
Laemmli (56}, usando lisozima (14.3 kDa), B-lactoalbumina (18.4 kDa), anhidrasa carbénica
(29 kDa), ovalbumina {43 kDa), albumina de suero bovino (68 kDa), fosforilasa B (57.4
kDa) y miosina (cadena-H) (200 kDa) como marcador de peso molecular. La electroforésis
no-denaturante se realizé por el método modificado de Laemmli (6).

Las constantes cinéticas de la laccasa fueron determinadas con ABTS y azul reactivo
158 (Azul Brillante Remazol R, RBBR) como sustratos. La actividad decolorativa de la laccasa
se determiné por la diferencia de absorbancias a los 592 nm (g, = 6.17 mM' cm™). La
reaccion fue detenida después de un minuto con acetonitrilo al 75% (v/v). Las constantes

cinéticas fueron determinadas por el método de dobles reciprocos de Linweaver-Burk.
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4. RESULTADOS,

4.1 Metabolizacién in vive de los colorantes.
4.1.1 En medio sélido.

Se analizd la actividad metabdlica de tres hongos sobre una coleccién de colorantes
de uso textil. Cada hongo fue cultivado en medio agarizado en presencia del colorante y se
determiné su capacidad decolorativa por la presencia de un halo de decoloracién airededor
del micelio.

En la tabla VII se muestran los resultados de los ensayos realizados en medio solido
con los 26 colorantes industriales y las cepas de Pleurotus ostreatus, Phanerochaete
chrysosporium y Caldaromyces fumago. Los colorantes se presentan con el nombre comercial
de la empresa.

Caldaromyces fumago no presentd actividad decolorativa alguna. Después de quince
dias de incubacion, Phanerochaete chrysosporium presenté un halo de decoloracién en
presencia de cinco colorantes. Pleurotus ostreatus mostrd la mejor capacidad decolorativa
después de doce dias de incubacién, con diez de los colorantes probados. En ambos casos el
halo se presenté un par de dias después de que el microorganismo habia cubierto
completamente la placa de agar.

La decoloracién pudo haberse generado por enzimas producidas en etapa avanzada
de crecimiento consumiendo al colorante como una fuente alternativa de carbono, por la
produccion de enzimas extracelulares o por una caida de pH en el medio de cultivo, aunque
la mayoria de los colorantes presentaron una gran estabilidad a rangos amplios de pH. Las
cajas preparadas con colorante sin la presencia del microorganismo ne sufrieron

decoloracién alguna.
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Tabla Vil. Decoloracién en medieo sélido.

Pleurotus Phanerochaete Caldaromyces .
Colorante ostreatus chrysosporium Sumago
BASF

Azul brillante Acidol M-5G + nd nd
Azul Disperso R + + nd
Azul Indanthren BC + + od
Azul Marino Disperso LGG" - - -
Azul Reactivo F-RL + nd nd
Azul Reactivo E-3R + nd nd
Amarillo Disperso 3GE + nd nd
Amarillo Indanthren SGE + nd nd
Amarillo Reactivo E-2R nd nd wd
Amarilio Reactivo FGRL od d nd
Café amarillo Palanil RM nd nd nd
Negro Acido M-RG + + nd
Negre al Azitfre CD + + nd
Negm Directo BFT - - -
Rojo Drisperso BF' - - -
Rojo indanthren FBB + nd nd
Rojo Patanil LG nd nd nd
Rojo Reactivo F-2RL nd nd nd
Rojo Reactivo E7B nd nd nd
COLORFRAN, S, A.
Amarilio Orisol 4JLZ nd nd nd
Azul Orisol B. H. + + nd
Escarlata Onisol 4BS nd rd nd
Naranja Orisol S. nd nd ™d
Negro Orisol 2. V.7 - - -

+ nd nd

Turquesa Orisol J. L.
Verde Orisol BT

+.Decoloracion positiva.
nd. Decoloracién no detectada.
T. Colorantes termolibiles no probados in vive.

4.1.2 En fermentacion liquida.

Elegida como la mejor cepa decoloradora, Pleurotus ostreatus fue llevada a
fermentaciones liquidas en donde se determing la velocidad de desaparicion promedio a los
ocho dias de fermentacion para cada colorante. El resultado es mostrado en la 1abla VIII. Se
observé la desaparicion casi total del color para la mayoria de los colorantes al cabo de ocho
dias, y es recuperado el color café-amarillo original del medio de cultive. Se monitoreé
constantemente el pH del medio. Hubo un incremento de 6.00 a 6.80 en el pH hacia el final
de la fermentacidn. Pleurotus ostreatus tiende a incrementar el pH de 5.5 a 8.0 cuando es
cultivado en agua destilada (37).

Fueron decolorados los mismos colorantes que en medio sélido.
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Tabla VIII. Decoloracién en fermentacién liquida P. osireatus.

Concentracidn Velocidad
Colorante (nm) Enicial de desaparicién %
(st g/ml) pr i d acion
(g ml' dia'}
BASF
Azul Brillante Acidol M-5G 614 10 1.25 100
Azul Disperse R 600 20 250 82
Azul Indanthren BC 608 10 1.16 82
Azul Reactivo E-IR 628 16 .1 81
Azul Reattivo F-RL 614 10 1.06 89
Amariilo Disperso 3GE 437 40 ] 100
Amarillo Indanthren SGE 479 40 1.70 26
Negro Acido M-RG 572 20 1.50 8l
Negro al Anifre 625 20 2.50 100
Roje Indanthren FBB 525 40 4.70 7l
COLORFRAN, S.A,

Azl Orisol B. H. 560 20 2.50 100
Turquesa Orisol f. L. 614 10 1.00 50

El primer dia de fermentacion el micelio se tifie por completo y la disminucién de la
absorbancia en el sobrenadante corresponde a un 50% respecto a la concentracién inicial. La
mayor parte quedo absorbida en el micelio, aunque seguramente también existié degradacién
del colorznte. La tincién en el hongo desaparece por completo en el transcurso de la
fermentacién junto con el remanente que se encuenira en el sobrenadante.

Para el caso de los compuestos decolorados al 100%, los espectros mostraron una
atenuacion total del pico de maxima absorcién, hasta alcanzar una linea recta. En el caso de
los colorantes Amariilo Indanthren SGE y el Rojo Indanthren FBB, la fermentacién se lievé
hasta los quince dias. El color en el sobrenadante disminuyé hasta un 80% en ambos casos,
sin embargo ¢l centro del micelio siempre permanecié teiido. La metabolizacion de estos
colorantes se presenta mas lenta debido a que estamos tratando con una diversidad de
estructuras quimicas y las rutas de metabolizaciéon asi como los sistemas enziméticos de

degradacion para cada una de ellas pudiera ser diferente.
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4.2 Ensayos in vitro,
4.2.1 Fluido extracelular de la fermentacion liquida de P. ostreatus.

Se especulaba que la mayor actividad decolorativa se encontraba en el sobrenadante
ya que la mayoria de las enzimas ligninoliticas son extracelulares, aunque en cierta etapa del
crecimiento solamente se encuntran asociadas al micelio.

Los colorantes decolorados in vivo fueron ensayados in vitro con el fluido
extracetular concentrado de la fermentacion liquida, en ausencia y en presencia de peréxido
de hidrdgeno. Unicamente el rojo y los amarillos no presentaron decoloracién ni
modificacién en sus espectros de absorbancia. Los otros colorantes mostraron mejor
decoloracién en ausencia de H,0, excepto el Azul Reactive F-RL mejor conocido como Azul
Brillante Ramazol R (RBBR) que, al contrario de los demas, present$ una mayor velocidad de
decoloracion en presencia de perdxido. Ya se ha reportado que éste colorante es oxidado por
una peroxidasa extracelular producida por Pleurotus ostreatus {122).

Las velocidades maximas de decoloracién se determinaron en los primeros segundos
de reaccién, las cuales resultaron en general muy bajas. E] Azul Disperso R, Azul Indanthren
BC, Negro al azifre y Azul Orisol, alcanzaron menos del 10% de decoloracién en los
primeros segundos de reaccién. Después de ser incubados 24 h con la enzima, no sufre
practicamente ningun cambio de absorbamcia. Los espectros mostraron una minima
atenuacién del pico de maxima absorcién. Para los colorantes Turquesa Orisol, Azul Brillante
Acidol M-5G y Negro &cido, las velocidades iniciales fueron un poco mas altas, pero
alrededor del 90% del color desaparecié hasta las 24 h de incubacion con la enzima. En los
espectros se observé una considerable disminucién de los picos de maxima absorcién, pero
sin tender a una linea recta, como se presenta en la decoloracidn in vive.

E! Azul Reactivo E-3R fue el que presenté una modificacién enzimatica mucho mas
ripida, razén por la cual se ha utilizado para ejemplificar las reacciones de decoloracidn. En
la grafica I se mustra la modificacion en su espectro de absorbancia. Es evidente que el
compuesto estd sufriendo una modificaciéon quimica. El producto de reaccién es un
compuesto de tono pirpura visiblemente menos colorido. Aunque €l espectro de absorcién

sea capaz de detectar un incremento de absorbancia en otras longitudes de onda, no implica
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que este aumento sea visible. Lo que se esta determinando es que realmente existe una
modificacion quimica y que el producto de la medificacion es visiblemente menos colorido.
En la grifica II se puede apreciar la desaparicion del colorante y la generacién de! producto

que se presenta constante después de cinco minutos de reaccion.
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Grafica |. Espectro de decoloraciin inm vitro del colorante Azul Reactivo E-3R al tiempo
cere v después de agregar el fluido extracelular concentrado de la fermentacién liquida, en
ausencia de peroxido de hidrégeno.
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Grafica [}, Cambio de absorbancia a ia longitud de onda de maxima absorcién
del colorante Azul Reactive E-3R incubade durante cinco minutos ¢on el fluido
extracelular concentrado de la fermentacion liquida.
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Para comprobar que la modificacién se llevé a cabo por actividad enzimitica y no
por efectos fisicos como precipitacién o inestabilidad al pH, en la tabla [X se presentan los
resultados de los ensayos con diferentes cantidades de extracto y utilizando como control una
muestra del extracto desnaturalizado sometido a ebullicién. La velocidad de decoloracion se
incrementa de forma proporcional a la cantidad de extracto aplicada. El control no tuvo
actividad decclorativa alguna. Con esto se comprobé que la decoloracion es realizada, por lo

menos en parte, por actividad enzimatica independiente de peréxido de hidrdgeno.

Tabla IX. Actividad decolorativa Azul Reactivo E-3R
en el sobrenadante fermentacién liquida.

Extracto Actividad Actividad
crudo £n vol de lumétrica
reaccién
(D] (A A min™) (A A min'ml?)
25 0.063 1.293
50 0.125 1.253
100 0.263 1.316
control* 1.000 0.00

* Extracto hervido.

Al cabo de un determinado numero de resiembras, se observd una draméatica
disminucién de la actividad decolorativa en el sobrenadante. La actividad desaparecié para
todos los colorantes, excepto para el Azul Reactivo E-3R.

Con el fin de identificar el origen y la etapa de generacién de la maxima actividad
decolorativa, se realiz el monitoreo de la actividad presente en los extractos intracelulares y
el fluido extracelular del microorganismo a lo largo del crecimiente bajo condiciones
optimas. Estas condiciones fueron establecidas previamente para la produccién de biomasa

37).

4.2.2 Actividades decolorativas vs. crecimiento de P. ostreatus.

En la grifica ITI se muestran los resultados de la cinética de crecimiento de Pleurotus

ostreatus 1E8. Se alcanza la etapa estacionaria a los ocho dias de fermentacién. con un pH de

6.8,
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Grifica IM. Cinética de crecimiento de P. ostreatus en solucién amortigiadora

pH 6.0 en matraces de 250 ml, a 28°C y una agitacién de 200 rpm.

En la grifica IV se compara el crecimiento con la actividad decolorativa, obtenida del

extracto intracelular y del fluido extracelular, para el colorante Azul Reactive E-3R. La

actividad intracelular es la unica presente durante los primeros dias. Sin embargo, cuando se

va manifestando actividad extracelular, la actividad intracelular permanece relativamente

constante.

No se detecté la menor actividad extracelular con otro colorante, ademds del Azul

Reactivo E-3R.

En la grifica V se presentan las actividades intracelulares logradas con otros tres

colorantes, No se encontrd relacién con el crecimiento, la tendencia es constante y la

velocidad de decoloracion es muy baja.
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Grifica IV. Crecimiento de P. ostreartus vs. actividad decolorativa para el
Azul Reactivo E-3R obtenids de los extractos celulares de la fermentacién

liquida.
a - 0.2
_'—’. - -
®  Bomasa ._,_—-’ L
—_—3 4 AzuOnsol t 015
= - #  Azul Reactivo M-5G .
a2 ‘
©  Turguesa Onsol £
o
@2, . a1 E
g <
2 ! . : ®
a .« 7 a5 —d - LY
A o — . *0.05
0T R . .
. -0 0 SO - o o
' - o
4 5 & 7 a 9

Tiempo (dias)

Grifica V. Crecimiento de Pleurotus ostreatus vs. actividad decolorative de
los extrazctos jntracelulares.

4.3 Induccién de enzimas ligninoliticas.
Se especuld que la actividad decolorativa podria ser manifestada por la presencia de

algun agente estresante, Se  probé la fermentacion en medio liquido en presencia de alcohol
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(2% ), tolueno ( 4% ), catecol ( 0.1 mM ) y del mismo colorante, Azul Reactivo E-3R. El
catecol fue completamente oxidado después de oche dias de fermentacién. El producto, un
polimero café-rojizo, oscureciéd por completo el medio de cultivo. Efecto debido seguramenie
a la accion de las peroxidasas u oxidasas extracelulares generadas por el hongo. El colorante
desparecié antes de los ocho dias, pero el sobrenadante concentrado al final de la
fermentacion ro presentd ninguna actividad decolorativa. Lo mismo sucedié con el alcohol y
el tolueno.

Se decidié utilizar la cepa original de P. ostreatus IE8 en la misma fermentacién
liquida, y en fermentacién en estado sélido en presencia de material ligninocelulésico para
inducir la produccién de enzimas ligninoliticas.

En la tabla X se presenta el resultado de la actividad obtenida con cinco colorantes en
diferentes medios. Con las fermentaciones en estado sélido se obtuvieron actividades
especificas y totales diez veces mas altas que la fermentacién en medio liquido. La avena y el
trigo tuvieron actividades totales semejantes, pero con la avena se consiguié una actividad
especifica mas alta. En la tabla XI se muestran ios resultados de las actividades ligninoliticas
identificadas en los mismos medios de cultivo. La actividad presente en los tres diferentes

medios fue la actividad laccasa.

Tabla X. Determinacién de actividades decolorativas de P. osrrearus en diferentes medios

de cultive.
Trigo Avena Liquudo
{20 dias) (20 dins) {8 dins)
Actividades Actividades Actividades

Colorantes Total Especifica Totat Especifica Total Especifica
(AAmin') (AAmin'mg?) (AAmin') (AAmin'mg') (AAmin®) (AA mintmg')

Azul Reactivo E-3R 244 96.46 2418 148.80 102 11,43
Aazul Reactivo M-5G 654 28.11 634 41.98 32 353
Azul Orisol 206 9.80 22 13.55 26 207
Turquesa Orisol 535 B.73 576 35.82 25 EX1})
Negro deido 78 335 126 7.64 94 407
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Tabla XI. ldentificaciéon de actividades enzimdticas de P. ostreatus en difrentes medios de
cultivo.
Trigo Avena Liquido -
{20 dias) (20 diay) (8 dias)
Ensayo Actividades Actividades Actividades
enzimitico Total Especifica Totxl Especifica Total Especifica
(1w (U mg) [t1)] (Uimg ) [LI)) (Uimg)
Laccasa 154 6.62 186 11.32 26 0.95
Mn-peroxidasa 21.80 0.52 17.50 1.0§ nd nd
YAQ nd nd nd nd nd nd
Ligninasa nd nd nd nd nd nd

nd. No detectado.

4.4 Caracterizacién del extracto crudo de Pleurotus ostreatus.

4.4.1 Dependencia de oxigeno.

Para determinar si la capacidad decolorativa independiente de peréxido de hidrégeno

pudicse ser llevada a cabo por una oxigenasa, como la laceasa, con los extractos de avena y el

colorante Azul Reactivo E-3R se realizaron ensayos de decoloracion en atmésfera de

nitrdgeno, y en presencia de oxigeno por la inyeccién de aire. Cuando la reaccién se lieva a

cabo en atmésfera de nitrégeno, el colorante sufre una minima modificacién. Sin embargo

cuando €l medio de reaccién es saturado con aire, la decoloracién se lleva hasta un 50 % de

su absorbancia original.
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Gréfica V1. Modificacién del colorante Azul Reactive E-JR con extracto crudo
de P. ostreatus en atmésfera de nitrégene y en presencia de oxigeno.

40



4.4.2 pH éptimo de reaccién.

En la gréfica VII se muestra el resultado de los ensayos de decoloracién realizados a
diferentes pH’s con el colorante Azul Reactive E-3R y los extractos de avena. El pi—I
correspondiente a la mayor velocidad decolorativa, pH 4.5, corresponde al Sptimo de

reaccion para la laccasa con diferentes sustratos como el ABTS (80).

Grifica VII. pH éptimo de decoloracién con el exiracto crude de P. osrrearus
y el colorante Azul Reactive E-3R.

4.5 Caracterizacién enzimitica de extractos extraceiulares de bongos ligninoliticos.

Para comparar la capacidad decolorativa de Pleurotus ostratus 1E8 cultivado por
fermentacién en estado solido, quince cepas més de diferentes variedades y especies fueron
cuitivadas bajo las mismas condiciones.

En la tabla X1 se muestra la actividad decolorativa generada por unidad de volumen
de las quince cepas. Las especies que presentaron actividad decolorativa con todos los
colorantes probados fueron Pleurotus y Trametes. Bejerkandera adusia 7308 mosird
actividad sélo con tres colorantes. En todos los casos de decoloracién, el Azul Reactivo E-3R
fue el que presentd la decoloracion mes alta, indicando con esto que la misma enzima podria
estar presenic en estas especies. Cabe sefialar que los géneros de Pleurotus, Trametes y
Bjerkandera son muy cercanos en el arbol filogenético. Phanerochaete chrysosporium y

Sporotichum pulverulentum, especies también muy cercanas, no presentaron actividad alguna.
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decoloracién para todos los colorantes probados.

Tabla XIIL. Minimas y miximas sctividades decolorativas encontradas en
cultivos de fermentacién sélida en avena integral
a los 20 dias de fermetacion.

|
|
Pleurotus ostratus 1E8 y Trametes hispida %260 tuvieron los valores mas altos de

Actividades volumétricas (AA minml"')

Organismo UAMH Azul Azul Azul Turquesa Negro
reactivo brillante orist] orisol dcide
E-IR acd. M-5G

B.adusta 4312 nd nd nd nd nd
8. adusta 3258 nd nd nd nd nd
8. adusta 7308 1-1.8 0506 nd 0.2:0.75 nd
P. ostreatus 1) 1.06-92.5 1.16-2.5 0.65-0.9 1.2:23 0.13-0.50
P. ostreatus 7964 1-2 0.4-0.6 nd 9.6-1 nd
P ostreatus 7980 8 1-1.4 0-0.4 2-3 0-0.1
P. gstreatus 92 1-3 0.150.5 040.2 0.4-0.5 0-0.15
P. osireatus 7988 4-10 1.5-3.6 0.2.0.6 1.6-6 0-0.4
P. astreatus 7989 4-7 I.1-2 0.2-03 1-2.6 0-0.45
P. plumonarius 7992 1.6-2 0.05-0.6 0-0.25 0-0.8 0-0.03
P. chrysosp 3541 od nd nd nd nd
P. chrysosp 3642 nd nd nd nd od
P. chrysosp ATCC nd nd nd nd nd
5. pulverul 4521 nd nd nd nd nd
T. hispida 8260 14-15 2.6-13 0.24-0.8 0.2-3 0.4-0.7
Tversicolor 8272 22-15 0.4.1 0.4-03 0509 0-0.8

UAMH. Universidad de Alberta Mold Herbarium,
nd. No detectado.

En la tabla XIII estan los resultados de las actividades ligninoliticas generadas por
unidad de volumen en los extractos fingicos. Es notable que todas aquellas cepas que
presentaron actividad decolorativa, también presentan actividad laccasa. Aunque Bjerkandera
adusta 8258 la cual tiene una apreciable concentracién de enzima, no presenta actividad
decolorativa, Las mayores actividades volumétricas de laccasa fueron obtenidas de Plewrorus
ostratus IE8 y Trametes hispida 8260. Las especies que presentaron actividad Mn-peroxidasa,
tuvieron vaiores relativamente cercanos exepto Bjerkandera adusta 8258, la cual presenté la
mayor aclividad volumétrica. La veratril alcohol oxidasa estuvo presente unicamente en tres

especies, y la lignino peroxidasa en ninguna de ellas,
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4.6 Purificacion de laccasas de Pleurotus ostreatus.

Como un primer paso de purificacién, se tomaron los extractos de fermentacién en
estado sélido en avena de Pleurotus ostreatus TE8 y se realizé una precipitacion fraccionada
con sulfato de amonio. En la tabla XIV se muestra el resultado de la actividad decolorativa
encontrada en las diferentes fracciones precipitadas. Lz mayor parte de la actividad
permanecié entre el 60 y 80% de saturacién de sulfate de amonio. Para el Negro acido la
actividad se distribuy6 entre €l 80 y 100% de las fracciones precipitadas. En la grafica IX se

muestra la distribucién de las actividades de los diferentes colorantes.
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Grifica 1X. Distribucién de actividad decolorstiva remanente en fracciones
precipitadas con NH,SO,,

Las enzimas extracelulares generadas por los hongos ligninoliticos son, en su mayoria,
enzimas glicosiladas. Son mas hidrofilicas y tienen una mayor capacidad de solubilizacién
por lo que es mas dificil el desplazamiento por el sulfato de amonio y por ello precipitan en
un rango amplio de saturacién. En ensayos posteriores este comportamiento fue constante.
En la tabla XV se presentan los promedios de seis ensayos independientes en los que el

comportamiento de los colorantes fue constante. Cuatro de ellos presentan entre el 70 y 90%
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de la actividad total remanente en la fraccién precipitada entre 40-80% de saturacién con
sulfato de amonio. Para el colorante Negro 4cido la actividad queda distribuida
proporcionalmente entre el 40 y 100% de saturacién. De acuerdo a los primeros cnsayc;s
{grafica VII), suponemos que la actividad para el Negro acido permanece por arriba del 60%,
¥ que por lo tanto se trata de unz enzima diferente. También se observa que la actividad
laccasa tiene un porcentaje de actividad remanente por arriba del 70% en la fraccion
precipitada entre 40-80% de saturacién. En el proceso de precipitacién se observa ademds

una pérdida alrededor del 50% de la actividad total decolorativa y actividad total laccasa,

Tabla XV, Actividad remanente (%) en fracciones precipitadas del extracto en
fermentacién sélida.

Saturacion NH, 50,

Colorante Actividad Actividad Total
Totsl Remanente < 40% 40-80% > 80%
{AA min'®) {8 A min')
Al reactive E-3R 2559 1591 ] 74 21
Arut bte. acidol M-5G 534 251 2 91 7
Turquesa orisol 5 261 1 Ll 9
Azul orisol kY3 103 ! 87 12
Negro dcido 259 178 - 42 58
Laccasa a4y B1U 3 78 17

La fraccién pricipitada que presentd la mayor actividad decolorativa fue aplicada en
diferentes columnas de cromatografia. En las graficas X-XII se muestra el resvitado de la
aplicacion a tres diferentes columnas. En la columna de Sephadex G-100 hubo un tiempo de
retencion de aproximado de media hora en la que se eluyd en un solo pico practicamente
toda la muestra inyectada. Este efecto es atribuible a la consistencia viscosa del precipitado
debida a la alta concentracion de exopolisacaridos producidos por el hongo. Este método se
consideré inadecuado. La columna de interaccién hidrofébica, fenil-sepharosa, no tuvo
mayor efecto de separacidn. Lo misme sucedié con la columna de imtercambio catidnico,
CM-sepharosa, en donde la actividad se distribuyé proporcionalmente a lo largo de un pico
considerablemente ancho. En la grifica XIIT se muestra el mejor resultado de separacion que
se obtuvo en una columna de intercambio aniGnico de interaccion fuerte Econo Q (Bio Rad).
Se identificaron dos diferentes actividades laccasa. El primer pico eluido con actividad

laccasa, denominada laccasa 1, aparece en los primeros cinco minutos de inyeccién de la
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muestra, antes de iniciar el gradiente con NaCl. No tuvo ninguna retencion en la columna. El
segundo pico con actividad laccasa, llamada laccasa II, eluyé al final del gradiente de NaCl, a
la concentracion mas alta de sal. Es considerablemente mas electronegativa que la primera

enzima etuida.
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Grifica X. Cromatografia de permeacién en gel. Sephadex G-100.
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Grifica XII. Cromatografia de intercambio catiénico. CM-sepharosa.
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Grifica XII. Cromatografia de intercambio aniénico de interaccién
fuerte. Econo Pac Q™ (Bio Rad). Lac | y Lacll vs. actividad
especifica.

En la figura 15 se muestran los pasos de purificacion de la laccasa a través de una
electroforesis denaturante. De acuerdo al peso molecular reportado para la laccasa de
Pleurotus (80, 81, 126) que se encuentra entre los 61 y 65 kDa, la laccasa parcialmente

purificada es, presumiblemente, ia banda que se encuentra sefialada.
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Figura IS. Electroforesis denaturante (SDS-PAGE 10%).
A. Marcadores de peso molecular.

B. ler, pice eluide con actividad laccasa. Econo Pac Q™.
C. 20. pico eluido con actividad laccasa. Econo Pac Q™.
D. Fraccién precipitada. 40-80% NHSO,.

E

F

. Extracto crudo concentrado.
. Extracto crude.

En Ia tabla XV1 se presentan los resultados de las etapas de purificacién. La
cantidad tetal de proteina obtenida al final del ensayo para la laccasa II es ires veces mas alta
que la lacasa I, sin embargo, ambas tienen actividades especificas semejantes. Se recuperd
menos del 1% de la actividad de la laccasa 1 y un poco mas del 2% de la laccasa II.
Aparentemente el paso através de la columna de intercambio ani6nico representa una etapa
muy agresiva para la enzima. El factor de purificacién tampoco es significativo. Menos de

diez veces la cantidad de enzima original.
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Tabla XVI1. Purificacién de Laccasa P. ostreatus.

P dimi Vol Actividad Proteina Actividad ~ Actividad Recuperacién Factor .
{ml) {U/ml) {mg/ml) tatal especifica {%a) de
[L0)] (U/mg) parificacién
Extracic crude 500 E5+0.52 0.037£0.06 758 + 265 4.5 £ 202 100 1
Ultrafiltracidn
{amicon 30 YM) 50 94 £ 39 103 0.27 500+ 188 914 656 2
Precipitacién .
(NH,S50,} i 27 £ 247 F84 £045 231 + 2t 155249 30 34
Cromatografia
(Econo -Pac Q)
Lac | 1 61054 0179% 0016 6 £0.5¢ 34 30 0.79 1.5
Lac Il 1.5 12+ 120 0447+0034 182077 28+ 213 230 6.2

4.7 Purificacién de iaccasa de Trametes hispida,

Los primeros pasos de purificacién de la laccasa de T. hispida fueron llevados a cabo
por ¢l Dr. Michael Pickard. En la figura 16 se muestra el resultado de la purificacién de l1a
laccasa a través de una electroforesis denaturante. Es evidente Ia cantidad tan significativa de
laccasa producida por T. hispida con respecto a las demas enzimas extracelulares. De ahi el
éxito de purificacion. A partir de este experimento se determiné el peso molecular de la
laccasa alrededor de ios 68 kDa.

En la 1abla XVII se muestra el resultado de los pasos de la purificacién. Como en el
caso de P. ostreatus, el Gltimo paso representé una pérdida considerable de la actividad total
de la enzima. El factor de purificacion en los primeras etapas tampoco representd una cifra
significativa debido a la alta concentracién de iaccasa con respecto a las demés proteinas
extracelulares. Sin embargo, se obtuvo cantidad suficiente y una buena actividad para realizar
la caracterizacién cinética de ambas enzimas.

En la grifica XIV se presenta el ultimo paso de purificacion. También se encontraron
dos picos con actividad laccasa, con tiempos de elucién semejantes a los presentados por P.

ostratus.
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Figara I6. Pasos de purificacién de 1a laccmsa de T, hispide (SDS.PAGE 10%)

. Extracto crodo.

Extracto crude concentrado.

la. cromatografia en DEAE-celulosa.
. Permeacién en Sephadex G-100.

2a. cromstografia en DEAE-celulosa.
Marcadores de peso molecular,

mmonw>

Tabla XVIL Purificacién de laccasa de 7. hispida.

P dimi Vol Actividad  Proteina  Actividad  Protelns  Recuperacin Factor Actividad
Vol. Total total de Exp.
ml Usmi} mg/ml U mg % purificacion U/mg
Extracto crude 1800 235 0177 5145 318 100 1.00 162
Ultrafiltracién 264 168 1135 446 00 86 0.91 14.8
{amicon 10 PM)
DE-52 73 580 39 a5 733 82 112 122
Sephadex
G-100 35 1187 266 4154 93 811 275 446
foz 96 2116 48 2031 46.1 9.5 2712 44.1
) (1.2)* (1.5
Econo- Pac QQ
Lac [ 1 18 0.10 18 0.10 035 1037 168
Lac 11 L5 41 0.24 ] 0.36 1.1% 10.50 170

*, Analisis de proteina A ;.
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Grifiea XIV. Cromatografia de intercambio anidnico de interaccién
fuerte. Econo Pac (Bio Rad). Lac | y Lac Il vs. actividad especifica.

En la figura 17 se muestra el Gltimo paso de purificacién através de un gel de
electroforesis no denaturante. Sucede que la laccasa 1 es considerablemente mas abundante
que la laccasa 1, y la laccasa I podria estar perdiendo o ganando cargas superficiales después
de pasar através de la columna de intercambio aniénico ya que la velocidad de migracion

varia después de esta etapa.

A, A, B, B, B, B, C, C,

ﬁ L %H-’

Figura I7. Ultimo paso de purificacién de la laccasa de T. hispida (ND-PAGE 10%).
A. Pico de elucién 2, actividad laccasa II. Cromatografia en Econo Pac-Q™,
B. Pico de elucién 1, actividad laccasa I. Cromatografia en Econo Pac-Q™,

C. Laccasa parcialmente purificada. DEAE-celulosa anterior a Econo Pac-Q™,
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La laccasa de Trametes hispida presentd actividad decolorativa con once colorantes
incluyendo los cinco que decolord originalmente el extracto crudo de Pleurotus ostreatus. El
Azul Reactivo F-RL (BASF), mejor conocido como Azul Brillante Remazol R present6 ul;a
decoloracién absoluta como se muestra en la grafica XV. Este colorante es derivado de una

antraquinona (Fig./8), y fue utilizado como modelo para la caracterizacién de la enzima.
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Grifica XV. Decoloracion del Azul Brillante Remazol R (RBBR) por la laccasa de 7.
kispida.
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Fig. 15. Azul Reactive F-RL (BASF); C. I. Azul reactivo 19;
Azul Brillante Remazol R.
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4.8 Caracterizacion cinética de 1a laccasa.

En las grificas XVI-A y XVI-B se presenta el resubtado de la linealizacién, por el
método de Lineweaver-Burk, de la cinética de la laccasa I y II con el colorante RBER. Ambz;.s
siguen el modelo de Michaelis-Menten y presentan afinidades semejantes. En las graficas
XVH-A y XVII-B se presenta el resultado de la linealizacién de la cinética de oxidacién del
ABTS para ambas isoenzimas. También siguen un comportamiento michaeliano, sin embargo
presentan afinidades totalmente diferentes. En la tabla XVIII se encuentran los resuitados de

las constantes cinéticas.
La laccasa II presenta una k_,, para la oxidacion del ABTS diez veces mas alta que la

laccasa 1. Sin embargo el valor de afinidad, Km, para esta isoenzima también es
significativamente mas alto, resultando minima la diferencia entre los valores de eficiencia
catalitica para ambas enzimas. Para la decoloracién de RBBR, la laccasa I y II presentan
afinidades practicamente iguales, aunque la laccasa [l es relativamente mas eficiente. En

general, el ABTS resulta mejor sustrato para la enzima que el colorante.
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Grifica XVIL. Método de Linewaever-Burk
en la oxidacién de ABTS por laccasa de T.
hispida,

Grifica XVI. Método de Lineweaver-Burk
en la decoloracién de RBBR por laccasa
de 7. hispida.
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Tabla XVIIL. Constantes cinéticas de la laccasa de T. hispida.

CONSTANTES

LACCASA 1

LACCASA T

ABTS

RBER

ABTS RBBR

Act Esp.
{U/mg)
Km
uM)
Vmiax
(HM seg )
keat
(seg™

keat/Km
(seg'uM

16.48

0.255

16.26

0.986

168

3500

0.727

46.30

13.39

)

235 300

6375 0.900

173.57 25.25

0.759 6.42
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5. DISCUSION.

Pleurotus ostreatus IE§ fue elegido como el mejor candidato al estudio cie
decoloracién debido a su amplia capacidad decolorativa en cultivo sélido con respecto a las
demads cepas fingicas probadas, como se muestra en la tabla VI. Los mismos colorantes
decolorades en cultivo agarizado fueron decolorados en fermentacion liquida, como aparece
en la tabla VIi. Esto hace suponer que las enzimas responsables de llevar a cabo la
decoloracién in vivo son producidas en dos diferentes condiciones de cultivo. La velocidad
de desaparicidn del coior durante la fermeniacién liquida para aigunos de los colorantes es
notablemente diferente con respecto a otros. Este comportamiento es comprensible si
tomamos en cuenta que se esta experimentando con una diversidad de estructuras quimicas y
la ruta de metabolizacidn para cada uno de ellos pudiera ser diferente. Hasta ahora han sido
propuestos, de manera muy semejante, los mecanismos de oxidacién de colorantes sulfo
azo-fenélicos por la lignino peroxidasa de P. chrysosporium (24) y por la laccasa de P.
oryzae (23), cuyos productos finales de degradacién son uma quinoma y un
sulfofenilhidroperoxido. El mecanismo de reduccién de compuestos azo por el citocromo P-
450 parcialmente purificado de higado de rata 1ambién ha sido propuesto (57).

Con Phanerochaete chrysosporium se logré un menor espectro de decoloracion. Sin
embargo, a pesar de no haber sido cultivado tradicionalmente bajo condiciones de limitacion
de nitrogeno (/4, 21, 92, 103) lo cual inicia la fase de produccién de las conocidas ligninasas
capaces de oxidar compuestos azo (33, 5J), si presenté una decoloracién total en cultivo
agarizado con 5 de los 27 colorantes probados (tabla V1), Las tres cepas fueron cultivadas en
medio de conservacién rico en fuente de carbono y de nitrégeno. Se esperaba una mejor
respuesta de Caldaromyces fumago debido a que, a pesar de no ser un hongo de pudricién
blanca, produce peroxidasas extracelulares como la cloroperoxidasa, una enzima muy versatil
capaz de lievar a cabo catalisis de alogenacion, dehidratacién, demetitacion y reacciones de
insercion de oxigeno, ademias de reconocer una amplia variedad de compuestos aromaticos

(36. 46, 59, 115).
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El sobrenadante concentrade de la fermentacién liquida de P. ostreatus mostré un
excelente resultado al ser puesto en contacto con el colorante. Como se muestra en la grafica
I, es evidente que el compuesto esta sufriendo una modificacién quimica. Aunque el pic,:o
correspordiente a la longitud de onda de maxima absorcién presumiblemente el grupo
cromoforo (/29) no presenta ningun desplazamiento, es posible que el colorante sea atacado
en los grupos periféricos, ya que el producto de reaccion €s un compuesto colorido de mucha
menor absorbancia que permanece sin modificacién alguna como se muestra en la grafica II.
Para la produccién de nuevos colorantes sintéticos es comiin que sc realicen modificaciones
quimicas a los grupos funcionales periféricos del grupo croméforo para generar colorantes
de nuevos tonos y/o con diferentes propiedades fisico quimicas (/29).

Se demostré que el efecto de decoloracién era debido a actividad enzimitica,
sometiendo la preparacion cruda a ebullicién y como se esperaba esta preparacion no
presentd actividad decolorativa. Ademis, el incremento de la velocidad de decoloracién fue
proporcional  al incremento de la preparacion cruda en el ensayo (tabla IX). Ambos
experimentos nos muestran comportamiento tipicamente enzimatico.

La actividad decolorativa se vié dramaticamente reducida hasta desaparecer casi por
completo. Se observo que al cabo de un determinado nimero de resiembras P. ostreaius
perdia actividad biocatalitica. La Gnica actividad conservada fue la decoloracién del Azul
Reactivo E-3R. A raiz de esto se decidid estudiar el comportamiento cinético de este
microorganismo asociado a su actividad decolorativa y probar diferentes factores de
induccién enzimatica,

Pleurotus ostreatus 1ER fue cultivado en fermentacién liquida bajo condiciones
minimas Gptimas previamente establecidas (37). Para descartar que la decoloracién o la
inactivacion de la actividad decolorativa pudiese ser efecto de los cambios en el pH, se decidid
sustituir el agua destilada por una solucién amontigiiadora 60 mM de fosfato de sodio pH
6.0. Cuando la fermentacién se lleva a cabo sin control de pH P. ostreatus tiende a alcalinizar
considerablemente el medio de cultivo (37). Se alcanzé la fase estacionaria después de siete

dias de fermentacion con solo un incremento de 0.8 unidades en el pH. El comportamiento
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cinético de P. ostreatus no tuvo modificacién alguna con lo regulacién de pH con respecto al
cultivo en agua destilada.

Para el Azul Reactivo E-3R, mostré una produccién de actividad extracelulér
decolorativa asociada al crecimiento y no se encontré ningunaz relacién con la actividad
decolorativa intracelular la cual fue significativamente menor a la actividad extracelular
(grafica IV). Para los colorantes Turquesa Orisol, Azul Orisol vy Azul Reactivo M-5G solo
hubo una baja actividad intracelular comparada a las anteriores (grifica V). Con estos
resultados se especulé que la activided decolomativa pudiese ser de origen intracelular,
realizada probablemente por un citocromo P-450 (/24), o que era necesaria la presencia de
un agente estresante para inducir la actividad, como en el caso de la actividad laccasa que es
producida en presencia de 2,5 xilidina o de alcohol veratrilico (10, /23). En este caso se
probaron €l catecol, el tolueno, el etanol y el colorante Azul Reactivo E-3R. Con ninguno se
pudo lograr la induccién de actividad decolorativa.

En estudios anteriores se ha reportado que diferentes especies de Pleurotus cultivadas
en presencia de material ligninocelulésico son capaces de producir enzimas con actividad
oxidativa (80. 81, 95, 122). De esta forma s¢ llevo a cabo la fermentacién en estado sélido de
Pleurotus ostratus en trigo y avena como soportes (80, &/, 122). En las tablas X v XI se
aprecia que las actividades decolorativa y ligninolitica fueron cerca de diez veces mas altas en
fermentacién en estado sélido que en fermentacion liquida. Vyas y Molitoris (I122)
reportaron la produccién de una peroxidasa extracelular de P. ostreatus cultivado en
fermentacién en estado sélido capaz de llevar a cabo la decoloracién del Azul Brillante
Remazol R (RBBR). La mayor actividad decolorativa fue reportada entre los 14 y los 20 dias
de fermentacién. El cultivo en avena de Pleurotus ostratus IE8 fue monitoreado entre los 17
¥ los 20 dias de fermentacion, la actividad decolorativa no presenté mayor variacién durante
estos dias. Cabe sefialar que la mayor actividad decolorativa coincide con la mayor actividad
laccasa, la {inica presente en los tres medios de cultivo (tabla XT).

La laceasa es una conocida metaloproteina que lleva a cabo la oxidacién monovalente
de diferentes compuestos fendlicos sustituidos por Ia simultinea reduccién de oxigeno

molecular (98, 80, 114). En la grafica VI se muestra la dependencia de oxigeno en la
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modificacién quimica del Azul Reactivo E-3R. El pH correspondiente a la mayor velocidad
decolorativa, mostrado en la grifica VH, corresponde al dptimo de reaccidn para la laccasa en

la oxidacién del ABTS (10, 80).

Al ser comparada la habilidad de Pleurotus ostratus IE8 con otras quince cepas se
aprecia que, a pesar de tratarse de la misma especie, las seis variedades de P. ostratus tuvieron
un comportamiento de decoloracién muy diferente (tabla XII), aunque la presencia de
laccasa y Mn-peroxidasa fueron constantes en todas ellas (tabla XIII). Es decir, si supenemos
que la actividad decolorativa se lleva a cabo por la laccasa, o en algunos casos por la Ma-
peroxidasa, esperariamos que todas aquellas especies que presentan ambas actividades
presenten actividad decolorativa con la mayoria de los colorantes probados. Esto es cierto
para las variedades de P. chrysosporium las cuales no presentaron ningunz actividad
ligninolitica y tampoco actividad decolorativa. Sin embargo en algunas variedades de P.
ostreatus las cuales presentan actividades laccasa-Mn-peroxidasa, no se detecté actividad o
¢sta fue muy baja, con el Negro dcido y el Azul orisol. Este fue también el caso de B. adusta
7308. La cepa de B. adusta 8258 la cual presentd actividad laccasa y la mas alta actividad
Mn-peroxidasa, no presentd actividad decolorativa con ninguno de los colorantes. En el caso
de T. hispida 8260 se ve una relacion directa entre la produccién de laccasa y actividad
decolorativa. Es el caso también de C. versicolor 8272. No se le atribuye la capacidad
decolorativa a la Mn-peroxidasa debido a que los ensayos de decoloracién realizados con los
extractos crudos no necesitan la presencia de peréxido de hidrégeno para llevar a cabo la
reaccidn. En la gréfica VIII se muestra la tendencia que existe entre la laccasa y la actividad
decolorativa Azul Reactivo E-3R de las quince cepas. De Ia laccasa sabemos que es una
enzima no especifica, y que el rango de sustratos a oxidar varia de una laceasa a otra
dependiendo de la especie (9, 10/, 1/4). A esto se atribuye el peculiar comportamiento en la
actividad decolorativa de las diferentes especies fiingicas que presentan actividad laccasa.

Como primer paso en la purificacidn de la actividad decolorativa de Pleurotus
ostratus IE8, se realizo una precipitacién fraccionada con NH,S0, (25). La mayor actividad
decolorativa quedo distribuida entre el 60 y 80% de saturacién de sulfato de amonio, es decir,

por arriba del 40% y por abajo del 80% (tabla XIV). La laccasa es una enzima glicosilada
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(98, 114), por ser una proteina hidrofilica tiene un alto grado de solubilizacién y hace mas
dificil su deplazamiento con sulfato de amonio, por ello precipita en un rango amplio de
saturacién (grifica VII). La mayor actividad laccasa quedé distribuida entre el 40-80% cic
saturacion al igual que la actividad decolorativa. EI Negro 4cido es el tnico cuya
decoloracion parece ser efecto de alguna otra enzima (tabla XV).

La fraccion precipitada fue aplicada a diferentes columnas de cromatografia. La
concentracion tan alta de exopolisaciridos producidos por P. ostreatus bajo estas condiciones
de cultivo fue el principal problema en el proceso de purificacién. Ya se ha reportado el
problema que representa la purificacién de proteinas por la presenciz de exopolisaciridos en
el medio, como el caso de la cloroperoxidasa producida por Caldaromyces Jumago (36, 93).
Unicamente con la columna de intercambio anidmico de interaccion fuerte se lograron
buenos resultados (gréfica XIIN). En etla se encontraron dos actividades laccasa, Lac I y Lac
Il. Ya se han identificado dos actividades laccasa en Pleurotus ostreatus (122), Pleurotus
eryngii (80, 81} y Trametes versicolor (10). En el diagrama I, donde se muestran los
diferentes pasos de purificacién en una electroforesis denaturante, el primer pico de elucién
con actividad laccasa aparece con tres bandas de proteina; el segundo pice eluido con
actividad aparece con cuatro bandas. De acuerdo al pese molecular para la laccasa de
Pleurotus ostreatus reportado por Youn et. al. (126), la banda indicada en el diagrama es
presumiblemente la laccasa producida por P. ostreatus IES.

El paso através de la columna de intercambio anidnico representd una etapa muy
agresiva para la enzima. Se logré recuperar menos del 1% para Lac [ y un poco mas del 2%
para Lac II (tabla XVI). Youn er. al. (/26) realizé la recuperacién de las laceasas de P.
ostreatus en condiciones mas suaves, utilizando una cromatografia de intercambio aniénico
de interaccion débil. Reportd el 10.9 % de recuperacién para Lac [ y 1% para Lac I (tabla
IIT). En el caso de Trametes hispida, la pérdida de actividad de la enzima y el porcentaje de
recuperacién después de la cromatografia de intercambio aniénico fueron semejantes a la de
P. ostreatus. Se lograron actividaes especificas de 168 U/mg y 170 U/ mg para la Lac I y Lac
Il respectivamente, y cantidad de proteina suficiente para realizar la caracterizacidn cinética

(tabla XVIE). Una cromatografia de intercambio anidnico de interaccién débil no fue
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suficiente para separar las dos isoenzimas. Como se muestra en la grafica XIV, la cantidad de
Lac IT obtenida fue significativamente mas alta que Lac I, aunque con actividades especificas
practicamente iguales. En el caso de Trametes versicolor, la especie mas cercana a T, hisp:'c;a
que ha sido estudiada, también se ha identificado una cantidad de Lac II dos veces mas alta
que de Lac I, aunque Lac II presentd una actividad especifica seis veces mas alta (J0).

La cantidad de laccasa producida por T. hispida es significativamente mas alta que el
resto de las enzimas excretadas bajo estas condiciones de cultivo, mostrado claramente en el
diagrama IL Los pesos moleculares para las dos isoenzimas, determinado por electroforesis,
son practicamente iguales, 68 kDa. Cuando ambas enzimas son aplicadas a un gel de
electroforesis no denaturante, presentan velocidades de migracién semejantes. Sin embargo,
cuando aun no son separadas en sus isoformas es decir, justo antes de ser aplicadas a la
columna de intercambio anionico, Lac I presenta una movilidad diferente (diagrama II).
Aparentemente hay una pérdida de cargas superficiales lo cual provoca que la velocidad de
migracion de Lac I sea diferente. Probablemente esto influya de alguna manera en la pérdida
de actividad.

La laccasa parcialmente purificada de T. hispida 8260 fue capaz de decolorar once
colorantes con respecto a los cinco decolorados por la laccasa de P. ostregius IES. El Azul
Reactivo F-RL, fue completamente modificado y decolorado por la laccasa de 7. hispida
(grafica XV) y no por la de P. ostreatus. Este colorante derivado de una antraquinona y
conocido comunmente por Azul Brillante Remazol R (RBBR), fue tomado como modelo
junto con el ABTS para la caracterizacion de las isoenzimas de T. hispida, mostrado en la
tabla XVIII. Ambas presentan comportamiento michaeliano con los dos sustratos. Lac II
presenta una k,, y una afinided, Km, diez veces mas alias que las presentadas por Lac 1 para la
oxidacién del ABTS. Aunque esta proporcionalidad implica una minima diferencia entre sus
eficiencias cataliticas, k.,/Km, el diferente comportamiento cinético de cada enzima fue muy
marcado en el momento de realizar los ensayos (grafica XVI-XVI). Ambas enzimas
presentan afinidades practicamente iguales para la modificacién del colorante aunque la
laccasa II tiene una menor k., v results, por lo tanto, mas eficiente. Sin embargo, ¢l ABTS

resulté mucho mejor sustrato para la enzima que el colorante.
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6. CONCLUSIONES,

Pleurotus ostreatus 1E8 es capaz de llevar a cabo la decoloracidn de doce colorantes de

uso textil en fermentacion liquida,

El fluido extracelular de P. ostrearus IE8 cultivado en fermentacion liquida y en estado
solido es capaz de lievar 2 cabo la modificacion de al menos 5 de 27 colorantes de uso

textil.

La utilizacién de material ligninoceluldsico estimula la generacién de  enzimas

ligninoliticas, entre elias ia laccasa, responsable de llevar a cabo la decoloracion.

Los fluidos extracelulares de todas las variedades de Pleurotus y Trametes capaces de
producir laccasa en fermentacion sélida, tienen también ia capacidad de lievar a cabo la
modificacion de los colorantes textiles, pero cada especie con una afinidad diferente para

cada colorante,

La laccasa parcialmente purificada de Trametes hispida 8260 present$ un mayor rango

de decoloracitn y grado de pureza que la laccasa de Pleurotus ostreatus IES.

Se identificaron al menos dos actividades laccasa en los extractos parcialmente

purificados de ambas especies.

Las isoenzimas caracterizadas de T. hispida presentaron caracteristicas cataliticas con los
dos sustratos utilizados, el ABTS (un sustrato artificial estindar) y el colorante RBBR,

presentando en general una mayor afinidad y eficiencia catalitica por el ABTS.
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Abstract. White-rot fungi were studied for the decolorization of 23 industrial dyes. Laccase, manganese
peroxidase, lignin peroxidase, and aryl alcohol oxidase activities were determined in crude extracts from
solid-state cultures of 16 different fungal strains grown on whole oats. All Pleurorus ostreatus strains
exhibited high laccase and manganese peroxidase activity, but highest laccase volumetric activity was
found in Trametes hispida. Solid-state culture on whole oats showed higher laccase and manganese
peroxidase activities compared with growth in a complex liquid medium. Only laccase activity correlated
with the decolorization activity of the crude extracts. Two laccase isoenzymes from Trametes hispida were
purified, and their decolorization activity was characierized.

{ndustrial dyes can be released into the environment from
two major sources: as effluents from synthesis plants and
from dye-using industries, such as textile factories. It is
estimated that between 10 and 15% of the total dye used
in the dyeing process may be found in wastewaser [6].
Several of these dyes are very stable to light, temperature,
and microbial amack, making them recalcitrant com-
pounds [28]. About 50% of the industrial colorants
produced in the world are azo dyes [21]. These can be
transformed to carcinogenic compounds under anaeobic
conditions [11].

Ligninolytic fungi have been reported to degrade
xenobiotic compounds [14]. The enzymatic systems that
involve the enzymes of lignin degradation are able to
transform polycyclic aromatic hydrocarbons {3, 18, 24},
chicrnated phenols [24, 32], PCB [33, 42}, dioxins (8,
38), pesticides [19, 22], explosives [17, 37], dichloroani-
line (2, 25], and dyes [15, 20, 31, 34].

The white rot fungus Phanerochaete chrysosporium
is able to decolorize several industral dyes {20) and
pelymeric dyes [15). P. chrysosporium cullures, extracel-
lular fivid, and purified lignin peroxidase were able 10
degrade crystal violet and six other triphenylmethane
dyes by sequential N-demethylations [7]. Azo dyes
Orange II, Tropaeolin O, and Conge Red, and the
heterocyclic dye Azure B were decolorized by cultures of
P chrysosporium [12]. However, crude lignin peroxidase
decolorized all the dyes except Congo Red, indicating

Correspondence to: R. Vazquer-Duhalt

that other enzymes must be involved in the degradation of
this azo dye [12}. The role of purified lignin peroxidase in
the decolorization of several azo dyes has been clearly
demonstrated [30]. The different jsoenzymes of lignin
peroxidase produced by P. chrysosporium are able 1o
decolorize several dyes with different chemical struc-
wres, including azo, triphenylmethane, heterocyclic, and
polymeric dyes [27]. This decolorization was enhanced
by the presence of veratryl alcohol. Manganese peroxi-
dase from P chrysosporium was also able to decolorize
several azo dyes in vitro, and with both enzymes the
decolorization rate was dependent on the chemical struc-
wre of the dye [29). Dyes such as Poly R [16] and
Azure B [1] have been proposed as a standard assay for
determination of lignin peroxidase activity. In £ chryso-
sporium culiures, dye decolorization is not a one-step
oxidation process, as several dyes are extensively miner-
alized (36].

Other ligninolytic fungi have shown the capacity for
dye decolorization. Pleurotus ostreatus decolorized a
polymeric dye, Poly-B411, but only when the fungus was
previously cultured in lignin-containing media [31]. A
73-kDa peroxidase from P, ostreatus has been shown to
be involved in Remazo! Brilliant Blue decolorization
[34]. Congo Red is readily decolorized by cultures of
Pleurotus ostreiformis (13}, and laccases from Trameres
versicolor can use Remazol Brilliant Blue as a mediator
in the oxidation of model lignin compounds [4].

The mechanism of azo dye oxidation by peroxidases
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such as lignin peroxidase probably involves the oxidation
of the phenclic group 10 produce a radical at the carbon
bearing the azo linkage. Then water attacks this phenolic
carbon to cleave the molecule producing phenyldiazene.
The phenyldiazene can be oxidized by a one-electron
reaction generating N, [10, 35). For laccase oxidation of
phenolic azo dycs a similar mechanism has been pro-
posed [9). e

Approximately 10,000 different dyes and pigments
are produced annually worldwide and used extensively in
the dye and printing industries. It is estimated that about
10% are lost in industrial effluents [44]. Industry uses
synthetic dyes with a great variety of chemical structures;
thus, a biocatalyst for decolorization should be zble to
degrade dyes of diverse structures. In this work, 16
strains of ligninolytic fungi werc cxamined for the
decolerization of 23 industrial dyes, and an attempt was
made to correlate dye decolorization with enzyme produc-
tion. Two forms of laccase from Trameres hispida, shown
to be involved in the decolorization reaction, were
purified and their kinetic properties were determined.

Materials and Methods

Funga! strains. Bjerkandera adusia 4312, 7308, 8258; Pleurous
ostreatus 7964, 7972, 7980, 7988 7989, 7992 Phanerochaete chryso-
sporium 3541, 3641; Sp prlveru 4521; T
hirpida 8260 and Trameres versicolor 8272 were obtained from
University of Alberta Mold Herbarium, Edmonton, Canada. Pleurorus
oftrearus TEB was chtained from the Ecology Instinae, Xalapa, Mexice
and Phanerpchaete chrysosporium ATCC 24725 was from the Ameri-
tan Type Culre Collection, Rockville Pike, MD. All fungi were
maintained on potato dextrose agar plates (Difeo).

Chemicals, Veramyl aleohol, 2,2-azinobis{3-ethylbenzihiazoling-6-
sulfonic acid) diammonium salt (ABTS), and sodium malonate were
purchased from Aldrich (Milwaukes, WE). Orisol dyes were obuined
from Colorfran S.A. (Mexico} and the other industrial dyes were
obtained from BASF (Germany), Mineral salis were obtained from J, T,
Baker (Phillipsburg, NJ), and glucose, yeast cxtract, and malt extract
were purchased from Difco Laborataries (Detroit, MI).

Engzyme production. Inocula were prepared as follows: five 5-mm
disks of fungal mycelium, exciszd from agar plates, were inoculated in
ezch 125-mi flask containing 50 mi of glucosc-malt extract-yeast
exwact medivm. The culture medium conwined, per liter, 10 g of
glocose, 2 g of yeast extract, 3.5 g of malt extract, 2 g KH,PO,, 0.5 g
MnS0, - TH30, and 1 ml of trace metals solution. The trace metals
solution contained, per liter, 0.14 mg of ZnSO, - 7H,0, 0.29 mg of
CoCly - 6Hy0, 0.50 mg of FeS0, - TH;0. Afier 6 days of incubation in
shaken flasks a1 28°C, the fungal growth in liquid glucose-malt medium
reached 2202 (+0.20) g/L of dry biomass, and 20 ml of this culture was
used to inoculate 50 g of wet whole cereal grain a1 30°C. After 20 days
of mycelial growth in solid state fermentation, extracellutar enzymes
were cxtracted by washing three times with 100 m) of 60 mu sodium
phosphate buffer, pH 8.0. The combined extrzcts were filtered and
assayed for enzyme activitics.

Enzyme nssgys. Laccase activity was di d

cally:sﬂxeahsorbamtmuuaMSﬁnmofOSmMABTSm 100 mM
sodium acetate buffer, pH 4.5 (eny = 29.30 mu~! cm™Y) [26]. Aryl

ymetri-
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Table 1. Drye decolorization by fungal eulmmonagu-tmd.im'nmd in

viiro by extracellular crude from fungal cat grown
on oat grain
Enzymatic
Metabolic decolorization decolorization
R I P I
chrysosporium  ostreatus ostreatus  hispida
Dye (ATCC-24725)  (EEB) (IEB)  (8260)
BASF
Acid black 194 + + + +
Acid blue 185 - + + +
Direct black 22 Na* NA - +
Disperse blue 56 + + - +
Disperse blue 79 NA NA - +
Disperse orange 30 - - - -
Disperse yellow 34 - + - -
Dispersc red 161 - - - -
Reactive blue 19 - + - +
Reactive blue 158 - + + +
Reactive red 141 - - - -
Reactive red 180 - - - -
Reactive yellow 84 - - - -
Sulfur black 1 + + - +
Vat blue 6 + + - -
Vat red 10 - + - -
Vat yellow 46 - + - -
COLORFAN
Orisol black 2V NA NA - +
Orisol biue BH + + + +
Orisol orange § - - - -
Orisol scarlet 4BS - - - -
Orisal rurquoise JL - + + +
Orisol yellow 4J1.Z - - - -
* Not assayed.

alcohol oxidase (AAO) activity was estimated by the oxidation of 5 mm
verawryl aleohol (3,4-dimethoxybenzy) alcohol) to veratraldehyde in
100 mm sodium phosphate buffer, pH 6.0 (€30 = 9.30 mm~} em™")
[26). Manganese peroxidase (MnP) activity was assayed by the
oxidation of | mm MaSQ, in 50 mM sodium malonate, pH 4.5, in the
presence of 0.1 mm HaO;. Manganic ions, Mn*?, form a complex with
matonate, which zbsorbs at 270 nm (eyz = 11.59 mm~! ecm™!) [4)).
Lignin peroxidase activity was determined s the oxidation of 4 mm
veratryl alechol 10 verataldehyde in 20 mu succinate buffer pH 4.0, in
the presence of 0.4 mum of HyO; [39). One unit of enzyme activity was
defined as the amount of enzyme oxidizing 1 pmel of substrate min~?,
Decolorizatien activity was determined by measuring the decrease of
the dye abserbance at their maximum visible absorbance wavelength.
Dye concentration in the reaction mixture was adjusted to 1.0 zbsor-
bance unit at the maximum wavelength in the visibls spectrusn,

Laccese purification. Twenty-day-old cultures of solid-state fermenta-
ton of Trametes hispida 8260 on oats were each extracted three times
with 100 mm phosphats bofTer (pH 6.0), and the extracellutar liquid was
filiered and concentrated by ultrafiltration (Amican PM10). The conecn-
trated exract was applied to an anion exchange column (diethylamino-
ethyl cellulose DES2, Whatman), The column was equilibrated with 10
mu sodium phosphate buffer (pH 6.0) and cluted with & 0-0.6 M NaCl
gradient in the same buffer. This column served to remove the majority
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Table 2. Enzymatic activities and dye decolorization® of crade extracts from Pleuronus osireasus IE8 grown in different media

Ligaid Wheat Qazt
Enzymatic activity Uffask U/mg proacin U/flask U/mg protein Ulfask U/mg protein
Laccase 410 15 2462 106 3052 181
Manganese peroxidase ND 19 1 17 2 ‘
Arylaleohol axidase ND ND ND ND'\ M 4 ':]“
Lignin peroxidase e ND ND ND ND ND A
Reactive blue 158 2 1 2244 9% 2418 149
Acid blue 185 32 4 654 28 634 42
Acid black 194 34 73 3 126 . ?

“ Units for dye decolorization activity were estimated as the DA/min a1 the maximum visible absorbance (see Materials and Methods).

3 KD, not detected.

of the pig Fracti g laccase acuvity were pooled,
concentraled, and dialyzed by ulrafilvation. The enzyme was then
plied to a Sephadex-G10G col (Sigrma) and eluted with 60 M
sodxmn phospMc buffer pH 6.0. Fractions containing laccase activity
were pooled and concentrated. The enzyme was applied a second dme
ona DE52 column under the same conditions o remove any residual
Fractions with ) activity were concentrared snd applied
l.o an Econo-Pac Q, strong anion exchanger (Bio-Rad), eluted with &
gradient from O to 100% of 1 M NaCl in 2 10-mwm sodium phosphate
buffer pH 6.0. Two peaks comaining laccase activity were detected and
called laccase | and II according o elution time. Laccase I and IE
showed specific activities of 168 Ufmg and 170 U/mg, respectively,

Analytical procedures, Protein ion was d ined by the
Bio-Rad protein assay. Sodium dodecyl salfate-polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) on 10% polyacrylamide gels was per-
formed by the method of Laemmli [23] with lysozyme (14.3 kDa),
P-lactoalbumin (18.4 kDa), carbonic anhydrase (29 kDa), ovalbumin
(43 kDa), bovine serum albumin (68 kD), phosphorylase B (97.4 kDa),
myosin (H-chain; 200 kDa} as molecular mass standzrds (Gibco BRL).

Results

Cultures of the white-rot fungi Phanerochaete chrysospo-
rium (ATCC 24725) and Pleurotus ostreatus (IES),
growing on agar complex medium containing one of 23
industrial dyes tested, showed that P, ostreatus is able to
decolorize 12 of 23 industrial dyes in vivo, while P
chrysosporium decolorized only 5 dyes (Table 1), These
industrial dyes were selected on the basis of their stability
to a range of pH (pH 3-11), thermostability, and stability
under culture conditions in noninoculated flasks. This
decolorization capacity was associated with extrace]fular
enzymes; nevertheless, the crude extracellular extracts
from P. ostreaus were able 10 decolorize only five dyes
(Table 1), showing that other enzymatic mechanisms
could be involved in the dye decolorization in vivo
experiments. Extracellular crude extracts from Trametes
hispida grown on oat grain were able 10 decolorize in
vitro 11 of 23 industrial dyes (Table 1).

With the aim of finding higher decolorization activ-
ity, and because extracelluiar ligninolytic enzymes have

Table 3. Enzymatic activities of crude extracts from solid cultures of

differcat fungi grows on cat grains
Volumetric sctivity (U/L)Y*
Mn- Veramyl

Soains Laccase  peroxidase  alegho) oxidase
B. aduswa (4312)* KD 54-160
B. adusta (7308) 5=7 6670 ND
B. adusia (8258) 6-18 126=-226 ND
P, astreatus (7964) 83-181 59-75 ND
P ostreatus (1972) 151-223 21-81 ND
P, parreatus (T980) 109-421 47-61 49
P, osrreaius (7988) 235-588 Ti-157 ND
P, estreaius (7989) 287427 97-108 41-42
P, astreaius (7992} 134-215 78-253 ND
P. pstreatus (IEB) 403-1272 4947 ND
F. chrysosporium (3541) ND KD ND
P. chrysosporiun (3642) ND ND ND
F. chrysosporium

(ATCC-24725) ND ND ND
S. pulverulentem {4521} ND ND ND
T hispida (8260) 1184-1766 78-99 ND
T. versicolor (827D 86-1042 39-96 ND

@ Activity range from three independent replicates. Yolumetric activity
found in 300 ml extract from solid-state fermentation after 20 days’
growth on 50 g of cat grains.

® Straity number from the University of Alberta Mold Herbarium,

€ ND, not detected,

been shown to be induced by growth on natural lignin
substrates, Pleurotus ostreatus IES, used as an indicator
strain from preliminary experiments, was grown in media
containing different ligninocellulosic substrates. Solid-
state cultures with whole wheat and oats were compared
with submerged culture in the complex medium. These
natural substrates induced the production of the lignino-
Iytic enzymes laccase and manganese peroxidase, and the
crude extracetlular extract showed higher dye decoloriza-
tion capacity than that obtained from the complex
medium (Table 2). P ostrearus 1ES, grown on oats,
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Table 4. Dye decolorization by cnede extracts from solid cultures of different fungi grown on oat grains

Deeolorization sctivity (AA min=' 17"}

Strains Reactive blue 158 Acid blug 185 Acid black 194 Orisol blue Orisol turguoiss
B. adusta (4312)% ' ND* ND ND ND KD
B. adusia (7308) 240-1800 520667 ND ND 133-180
B. adjusia (8258) ND KD ND ND ND
P ostreaius (1964) ¢ 1300-2220 440-580 ND ND 560-1040
B ostreatus (1972) 1040-3320 140-450 0-160 0-180 400480
F. ostreatus (7980) 30808420 1440 0-100 0-400 20403600
P osmearus (7928) 418010160 1580-3500 0-350 180-600 EBO0-6060
P ostrearus (7989) 3B60-6650 B20-1950 0460 160-320 1060-2580
P, ostreans (7992) 1580-1820 60-600 040 0-250 0-780
F. ostrearus (IES) 1050-9500 1160~2500 130-500 650-500 1260-2300
P chrysosporizem (3541) ND ND ND ND ND
P. chrysasporium (3642) ND ND ND ND ND
P. chrysasparixm (ATCC-24725) ND ND ND ND ND
5. pulverulertem (4521) ND ND ND ND ND
T. hispida (8260) 14020-21700 2640-12840 420-740 240-780 2840-3720
T. versicolor (8272) 3430-14340 400-1220 0-840 360-840 480-500
° Decolorization activity is estimated as the decreass in absorbance at the maximum visible wave length for each dye.
# Strain number from the University of Alberia Mold Herbarinm.
¢ NI, not detected.
’ 200

showed the highest volumetric and specific enzyme 3 o
production and dye decolorization activities. Laccase I
activity production was 7.5 times higher in oat cultures i 1
than in fiquid cultures, and the decolorization activity Emo’_
against Reactive blue 158 from solid phase oat extracts T L
was 23 times higher than that from complex medium E 3
culture supernatant, No lignin peroxidase or ary] alcohol < 3 e

. . . < L o
oxidase activity was detected in any of the culture = &
supernatants of P. ostrearus IE-8. 1T

After this, all fungi were grown on oats in solid state g e

fermentation. Extracellular extracts were tested for en- 5 3
zyme production (Table 3) and dye decoloration (Table 8 °
4). Lignin peroxidase, manganese peroxidase, laccase, s .
and veratryl aleohol oxidase activities were determined in 2 | °
the crude extracts from all 16 fungal strains. All strains of e Lo 2 o
F. ostrearus were aclive to various Jevels in decolorizing 5 o
the five dyes tested, but T, hispida showed the highest o Lt et

Qo 2 4q & -] 10

volumetric activity. Bjerkandera adusta siwains showed Laccase activity (U mg™}

high manganese peroxidase but low laccase and decolor-
izing activity, and Phanerochaeie chrysosporium, well
known as a producer of ligninolytic enzymes under
low-nitrogen growth, produced none of the enzymes nor
decolorized the dyes under these growth conditions. Of

Fig. 1. Corrclation between laccase aciivity and decolorization capacity
of Reactive blue 158 dye by trude extracellular extract from 16 different
fungal strains grown on oat grains,

the four enzyme activitics assayed in these extracts, only
{accase seems to be comelated with the dye decoloriza-
tion (Fig. 1), and Trametes hispida showed the highest
laccase activity production, which is consistent with the
highest dye decolorization activity. No lignin peroxidase
activity could be detected in any of the fungi strains
cultured under our growth conditions.

Because the crude extract from T. hispida cultures
showed the highest laccase and decolerization activities,
laccase isoenzymes from T. hispida were purified and
their kinetics constants determined with ABTS and
Reactive blue 158 (Remazol brilliant blue, CI 61200) as
substrates. Specific activities of the two purified enzymes
were 168 U mg~?! for laccase [ and 170 U mg~! for
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Table 5. Kinetic constants of laccase isoenzymes for ABTS and
Reactive blue 158 oxidatons

ABTS Reacuve blue
kx Ky ke Kt [ kK
Enzyme (™) () 'om7l) (571 ) T'mmh)
Laccase | 16 16 986 46 3500 13
Laccase I 178 235 759 25 3900 ?

laccase II. The kinetic constants, determined by double
reciprocal plots (Table 5), showed that the k_, for ABTS
oxidation is 10 times higher in laccase II than those found
with laccase I. However, the K, value of laccase I is also
higher than that of laccase I, making no sigmificant
difference in the catalytic efficiency vatues (k. /K, for
ABTS. On the other hand, kinetic constants for the
Reactive blue 158 as substrate were similar for both
laccases. The molecular weights determined by SDS-
PAGE electrophoresis showed that both laccase 1 and
laccase 11 are 68-kDa proteins, and both cnzymes were
stable, showing no decrease in activity during 30 days at
room temperature under aseptic conditions. Although
data are presented for only five dyes, T, hispida laccase
was able to decolorize in vioo 11 of the 23 industrial,
while P. estreatus laccase was able to oxidize in vitro
only five of the same dyes. These resnlts also show that
there are other enzymatic systems involved in dye
decolorization in in vivo cultures.

Discussion

Ligninoceliulosic materials were abie to induce lignino-
lytic enzyme production in many fungi. The increase of
enzyme activities is correlated with the decolorization
capacity of extracelular medium (Table 2). Lignin peroxi-
dase has been shown to be involved in dye decoloriza-
tion, mainly in P, chrysosporium cultutes [7, 12, 27, 30,
44]). However, none of the strains tested under our
conditions produced detectzble amounts of lignin peroxi-
dase (Table 3), while most of the extracellular extracts
from these cultures were able to decolorize several dyes
(Table 4), Manganese peroxidase [1, 16, 29) and laccase
also have been reported to decolorize some synthetic
dyes. From the strains we tested, it seems that laccase is
the main enzyme involved in dye decolorization: this
activity is clearly comelated with the decolorization
capacity (Fig. 1), and the purified preparations are able to
perform this decolorization reactien in vitro,

While laccases from different sources have many
similar properties, there are also catalytic differences. We
found that the molecular weight of both laccases from T
hispida was 68 kDa, in the same range reported for
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laccases 1 and II found in Pleurorus ostreatus, 64 kDa
[43); Trametes versicolor, 67 kDa [5); and Pleurcius
eryngii, 65 and 61 kDa respectively [26]. However, the
laccases from I. hispida and . ostreatus (IE-8) exhibited
different substrate specificities. T, hispida laccase was
able to decolorize in vitro 11 of the 23 industrial dyes. On
the other hand, P. ostreatus laccase was able to oxidize
only five dyes in vitro, even if it was capable of oxidizing
11 industrial dyes in in vivo experiments. The differences
of substrate specificity between purified laccases from
both microorganisms could be explained by the differ-
ences of amino acid sequences [26) and seems not to be
related to the culture conditions. These resulis also show
that there are other enzymatic systems in P ostreamus
involved in dye decolorization in in vive cultures, such as
cytochromes P450 or peroxidases (34).

In conclusion, several industrial dyes were decolor-
ized biocatalyticaily by extracellular enzymes from differ-
ent strains of white-rot fungi grown on oats in solid-state
fermentation. This decolorization capacity was correlated
with the laccase activity levels. Trametes hispida showed
the highest volumetric decolorization activity, and puri-
fied laccases from I. hispida were able to decolorize
several synthetic dyes in vitro. This enzymatic system
appears 1o be a good candidate for immobilization and
use as a bioreactor for effluent treatment from the dye and
printing industries.
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