UNIVERSIDAD DE LA FRONTERA

Facultad de Ingenieria, Ciencias y Administracion
Facultad de Ciencias Agropecuarias y Forestales
Instituto de Agroindustria

BIORREMEDIACION DE SUELOS CONTAMINADOS
CON PENTACLOROFENOL (PCF) POR HONGOS DE
PUDRICION BLANCA

TESIS PARA OPTAR AL GRADO ACADEMICO DE
DOCTOR EN CIENCIAS DE RECURSOS NATURALES

OLGA RUBILAR ARANEDA

TEMUCO — CHILE
2007



“Biorremediacion de suelos contaminados con pentamiofenol (PCF) por
hongos de pudricion blanca”

Esta tesis fue realizada bajo la supervision de¢d@r de Tesis, Dra. MARIA CRISTINA DIEZ
JEREZ, del Departamento de Ingenieria Quimica witla aprobada por los miembros de la

comisién examinadora.

OLGA RUBILAR ARANEDA

Dra. MARIA CRISTINA DIEZ J.

DIRECTOR PROGRAMA DE
POSTGRADO EN CIENCIAS DE
RECURSOS NATURALES

Dr. HELLMUTH LEAL L.

Dra. MARYSOL ALVEAR Z.

DIRECCION DE POSTGRADO Dra. LORNA GUERRERO S.
UNIVERSIDAD DE LA FRONTERA

Dra. GLADYS VIDAL S.



Dedico esta tesis a mis padres y hermanas

por su apoyo incondicional



AGRADECIMIENTOS

En primer lugar, un especial agradecimiento a la. Ddaria Cristina Diez por la confianza,

apoyo y estimulo brindado durante el desarrollesta investigacion.

Agradezco también al proyecto Fondecyt 1050614{fr®iL60605 y fundacién Andes C-13755,

por el financiamiento y recursos aportados padesarrollo de esta tesis.

Al programa ALFA; Red INGAM (Ingenieria AmbientaProyecto: Ciencias e Ingenieria para
la proteccién ambiental, por el financiamiento depasantia de investigacion en la Universidad
Santiago de Compostela en Espaiia. Al Dr. Gumerdtegoo por permitir realizar parte de esta
tesis con su grupo de investigacion en el Institdéo Investigacion Tecnoldgica de dicha

Universidad.

Agradezco ademas a todas las personas que coetriiougle una u otra forma al desarrollo de
esta tesis. En particular mis sinceros agradectosem Francisca Acevedo, Wilma Torres, Jorge
Cabrera, Ingrid Cifuentes, Sergio Araneda, Pedrrad2a Lorena Leal y a mis amigos y

compaferos Gonzalo Tortella, Mariela Bustamantst&o Ciudad y Mara Cea.

Agradezco a mis padres, quienes han sabido cremmyener mi inquietud, mi ambicion y mis

suefos.



RESUMEN

Los hongos de pudricién blanca poseen un sisternianético oxidativo extracelular capaz de
degradar compuestos organicos persistentes. Gsdaidad les permite ser utilizados en procesos
de biorremediaciéon de aguas y suelos contaminggios.embargo, el uso de estos hongos
requiere la determinacién de condiciones adecupdes aumentar su crecimiento y expresion
enzimatica, en condiciones diferentes a su ambietteal.

El principal objetivo de este estudio fue evaluarchpacidad de degradacion de hongos de
pudricion blanca aislados de bosques de la regdradAraucania de Chile, para ser aplicados en

la biorremediacion de suelos contaminados con plemtdenol (PCF).

Se utilizaron 9 cepas de hongos de pudricion blémeaue fueron evaluados en relacién a su
potencial ligninolitico. Tres cepas fueron selesaitas y cultivadas en medio liquido con dos
concentraciones de nitrogeno (0,2 y 1,2 g/L) y aws fuentes de carbono (glucosa y

carboximetilcelulosa), para evaluar el efecto dedim de cultivo sobre la produccién de las

enzimas ligninolitica: manganeso peroxidasa, lignieroxidasa, versatil peroxidasa y lacasa
(MnP, LiP, VP y lacasa). Posteriormente, se eviuémocion de PCF adicionado en dos etapas
(50 y 100 mg/L) por el hongo con mayor produccidrimatica. Se determiné el efecto de éstas
sobre el proceso de degradacion. Se utifb@nerochaete chrysosporiuaomo cepa control

para efectos comparativos.

Las cepadnthracophyllum discolor, Inonotsp. yStereum hirsutuprfueron las que presentaron
mayor potencial ligninolitico. El medio de mayooguccion enzimatica fue el constituido con
glucosa y con la menor concentracion de nitrogén? @/L), siendoA. discolorla cepa que
presentd mayor actividad ligninolitica. Una elevagiamocion de PCF se obtuvo pbr discolor
(90% en la primera etapa y 40% en la segunda etdpapués de 37 dias de incubacion. La
actividad ligninolitica por la adicion de PCF fusrdinuida y no se observo correlacion con la

remocion de PCF.

Se evalu6 el efecto de la aplicacion de diferem@seriales lignocelulésicos (paja de trigo,
granos de trigo y viruta de madera) en el crecitniede A. discolor Se evalué la
biorremediacién de suelo contaminado con PCF (28360/mg/kg) utilizanddA. discolory P.

chrysosporiumgolonizado en granos de trigo. Se determing atefde la microflora autéctona



del suelo y las caracteristicas del suelo (suelais®oh y Umbrisol) sobre la capacidad

degradativa dé. discolorcolonizado sobre granos de trigo.

Los granos de trigo utilizados como soporte lighddsico permitieron un mayor crecimiento y
colonizacién porA. discolor Asi mismo, la aplicacion de los hongds discolory P.
chrysosporiurminmovilizados en granos trigo favorecio la propaga de los hongos en el suelo

y por lo tanto la remocién del PCF (70-85%). LaiGguion de granos de trigo en el suelo no
inoculado, permitié la proliferacion de microorgambs degradadores de PCF. Por otro lado, se
observd un efecto sinérgico entre la microfloradeisna yA. discolor incrementando la
remocion de PCF en los suelos. El pH del suelaydflen la adsorcion de PCF, siendo mas
elevada en suelos &cidos (Umbrisol). Ademas, lefosuacidos redujeron la actividad de la

enzima MnP dd. discolor,afectando la degradacion de PCF.

Finalmente, se evalué la degradacion de PCF en sudlaseslurry por A. discolor.Se evalud el
efecto de la concentracion de PCF (100, 250 y 3§&gh, la fuente de carbono (glucosa y un
material lignocelulésico proveniente de una plah¢aetanol, conocido como granos secos de
destileria con solubles, conocidos como DDGS) gckeién de la microflora autdctona del suelo
sobre la capacidad degradativaAladiscolor Ademas, el proceso de degradacion fue realizado
en un reactor de tanque agitado a escala bancolLdeoB 250 mg/kg. Se utilizBjerkandera

adustacomo cepa control para efectos comparativos.

Una elevada degradacién del PCF se obtuvoAcadiscolorcon DDGS (> 90% después de 28
dias). La utilizacion de DDGS como fuente de caobynitrégeno incremento la degradacion de
PCF y la produccion enzimatica ligninolitica en ashongos utilizados, aunque no se encontrd
una correlacion entre estos dos parametros. Par pdrte, se demostrdo que la microflora
autoctona del suelo ejercid un efecto competitiebre los hongos de pudriciébn blanca,
disminuyendo la degradacién de PCF. La remoci6R@E en un reactor de suelo en fakery
inoculado conA. discolor no fue afectada por la concentracion de sélidda ggitacion al

interior del sistema, obteniéndose una remociédldé del PCF adicionado.

Los resultados obtenidos en esta investigacionudstran que el hongos de pudricién blaAca
discolor presenta gran potencial para ser utilizado engsax de biorremediacion de suelos y

aguas contaminadas con compuestos organicos patsist



ABSTRACT

The white rot fungi have an oxidative extracellubmzymatic system able to degrade persistent
organic compounds. This ability allows using thembioremediation processes of water and
contaminated soil. However, the use of these fueguires the determination of adequate
conditions for enhancing their growth and enzymatpression at different conditions from

those found in their natural environment.

The general objective of this study was to evaluhte pentachlorophenol (PCP) degradation
ability of white rot fungi isolated from forests mgion of La Araucania of Chile, to be applied in

the bioremediation of soils contaminated.

Nine strain of white rot fungi were evaluated idat®n to their ligninolytic potential. Three
strains were selected and cultivated in liquid medwith two nitrogen concentrations (0.2 and
1.2 g/L) and two carbon sources (glucose and carmincellulose). The effect of these
conditions was evaluated on the enzyme ligninolgtmduction, such as manganese peroxidase,
lignin peroxidase, versatile peroxidase and lac¢iebd, LiP, VP and laccase). Later on, it was
evaluated the ability of the fungus with greatastyenatic production to remove PCP added in
two step (50 and 100 mg/L), and its effect on tlegrddation process was determined.

Phanerochaete chrysosporiumas used as strain control for comparative effect.

The strainsAnthracophyllum discolor, Inonotusp. andStereum hirsutunpresented the highest
ligninolytic potential. The major enzymatic prodioct was obtained in the liquid medium with
glucose and low nitrogen concentration (0.2 gA.)discolorpresented the greatest ligninolytic
activity. The highest PCP removal was shownAbyliscolor(90 % in the first step and 40% in
the second step), after 37 days of incubafldre enzymatic activity decreased and no correlation

with the PCP removal was observed.

The effect of different lignocellulosic material lfeat straw, wheat grains and wood chip) on the
growth ofA. discolorwas evaluated. The bioremediation of soil contated with PCP (250 and
350 mg/kg) byA. discolorandP. chrysosporiuntolonized in wheat grains was evaluated. The
effect of both the autochthonous microflora and gearacteristic (Andisol and Umbrisol) on the

degradation capacity @. discolorcolonized in wheat grains was determined.

The wheat grains used as lignocellulosic supptotvald a greater growth and colonizationAy

discolor. The application ofA. discolor and P. chrysosporiumimmobilized in wheat grains

Vi



favored the propagation of the fungi in the soild aherefore, the PCP removal (70-85%). The
application of wheat grains in the not inoculated allowed the proliferation of microorganisms
degraders of PCP. Therefore, a synergistic effex$ wbserved between the autochthonous
microflora andA. discolot increasing the PCP removal in soil. The soil piluenced the
adsorption of PCP, with the greatest adsorptioradid soil (Umbrisol). Also, the acid soll

reduced the MnP enzyme activity ofAfdiscolor,affecting the PCP degradation

Finally, the PCP degradation in the soil slurry sghayA. discolorwas evaluated. The effect of
PCP concentration (100, 250 y 350 mg/kg), the sowarbon (glucose and lignocellulosic
material from ethanol plants, dried distillers gsawith solubles known as DDGS) and the action
of autochthonous microflora of soil on the degtemhacapacity ofA. discolorwere evaluated.
Also, the degradation process was carried outstireed tank reactor of 5L with 250 mg/kg of
PCP.Bjerkandera adustavas used as strain control for comparative effect.

The highest PCP degradation was attainedAbyliscolorusing DDGS (95% after 28 days).
DDGS increased the degradation of PCP and the ptioduof ligninolytic enzymes in both
fungi, although no correlation was found betweeenth The autochthonous microflora of soil
elicited an inhibitory effect on the growth and dedption capacity of the two white-rot fungi,
diminishing the PCP degradation. The PCP remova\.bgiscolorin a soil slurry phase reactor
was about 81% and it was not affected by the cdraton of solids and the agitation in the

reactor.

The results obtained in this investigation, denatstt that the white rot fungus. discolor
presented a great potential to be used in bioreatiedi process of soil and water contaminated
with persistent organic compounds.

vii



INDICE

CAPITULO 1. INTRODUCCION Y OBJIETIVOS.....ccuiiiit ettt 1
L.LINTRODUGCCION ..ottt ettt et e e et e e te e e et eeteeeteeeteeaeeteeneeeeeenes 1
L.20BUIETIVOS ..ottt e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e nnannn 4

CAPITULO 2. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS ........covt coteeeeetieeeeeee e 5
2.1 ASPECTOS GENERALES SOBRE EL PENTACLOROFEN(RCF) .....ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 5

2.1.1 Propiedades fiSICO- QUITMICAS. .........cummmmmeerrneeeeieiiiireeeitie s e e eestie e e e s enaeeseatieeeeesrtnaaeaeeenns 6
2.1.2 Distribucion en el medio ambIeNte ... cocaariiiiiii i 7
P22 I T I o) T F= U ST 8
2.2ESTRATEGIAS PARA LA BIORREMEDIACION DE SUELOS CONTAMIADOS .......vvvrriiiirerreerraraaaaaaaaaaaanns 9
2.2.1 BiorremediaCion IN SItU...........uiiii ettt ee et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s s asaan e 9
2.2.2 BiorremediaCion ©X SIU ...........uuuetceeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e e e e e e s s et e eeeeeeeeees 10
2.3BIODEGRADACION DE PENTACLOROFENOL. ...ttt ieiiiiiititittittteeeeseeeeeeeeeeeeseseeeeeeeeeaeaaaaeaeaaeens 11
2.4HONGOS DE PUDRICION BLANCA .....uttttttttitirtttetaeaaaaaaaaaaaaasasasssaaaaaaasasssssassasassssssssssssssnnssssseeees 12

2.4.1 Ventajas de la utilizacion de hongos de midini blanca en la biorremediacion de suelos

[oTo] 1 =T o T F=To [ 1S PP PPPTTPUTRTRRR 13
2.4.2 Degradacion de compuestos organicos persestgror hongos de pudricion blanca............. 14
2.4.2 Enzimas ligninoliticas de hongos de pudridamca............ccccooeeeeeeeeiiiiiiiiiiiec e, 15
2.4.3 Evidencia de degradacién de pentaclorofenolhmngos de pudricién blanca................... Q.2
2.4.4 Degradacion de pentaclorofenol: productosintedios y reacciones involucradas.............. 21

CAPITULO 3. PRODUCCION DE ENZIMAS LIGNINOLITICAS PO R HONGOS DE
PUDRICION BLANCA, AISLADOS DE BOSQUES DE LA REGION DE LA ARAUCANIA Y SU

POTENCIAL PARA LA REMOCION DE PENTACLOROFENOL ...... occeoieeeeeie e 26
RESUMEN. ... ciiiiiiee ettt ettt ettt et ettt e eee e e e e e e e e e e e e e e e asaeaaaaeaaeaeassanannsnnnssnnesensnsnnnes 26
B.LINTRODUCCION ...ttt oemme et e e te e e ae et e et e e e e nae e e eaeeaeaneeareenes 28
3.2MATERIALES Y METODOS .....cviiiiiieecee ettt ee et te e teeae e ete e eae e eaeeeaeas 29

3.2.1 COMPUESIOS QUIMICOS . ...t iiiiiiiin e ccmemmmmseeeettt s e eeeeet e e e eee bt aeeeeetaaaeeren e eeeeatanaeeresnnnaes 29
3.2.2 Microorganismos Y MedioS A€ CUILIVO. .. e cevvvneeeeieiiiiieeiceiee e e ee et eeeee e e e eaai e eeeens 29

3.2.3 Ensayos realizados a hongos de pudriciondalamslados de bosques de la region de La
AN - 18 o7 g - VPP PPRPPPPRPRPPRRPR 30

3.2.3 Metodologia analitiCa............cuuuunieceeer e 33

viii



3.3RESULTADOSY DISCUSION.......ccuiiitieciieicie et ee e ete et aae e enaeeeneas 37
3.3.1 Seleccién de hongos de pudricién blanca atengial ligninolitico
3.3.2 Efecto de la fuente de carbono y concentrad&nitrdgeno sobre la produccion enzimatica
ligninolitica de las cepas aisladas de bosquesadedion de La Araucania.................coeeceeee. 38

3.3.3 Efecto de la concentracién de PCF en la widbat de decoloracion del colorante Poly R-478

por hongos de pudriCion BIANCA............ccoieeeeii e 43
3.3.4 Remocion de PCF por hongos de pudricion anc................ccovvvvviiiiiiiiiii e, 45
S ACONCLUSIONES ..o bbb e ree e 52

CAPITULO 4. BIORREMEDIACION DE SUELOS CONTAMINADOS CON PCF POR

HONGOS DE PUDRICION BLANCA ........coueeiieeeeee it e et eeeete e etae e asenn e eanaenee e 53
RESUMEN . ..o e et e e et e e et et e et e aette et e ea e et e ea e ean e e e e annaeans 53
4. LINTRODUGCCION .....otuiiiiiiiiitiattsiestetee s iememe ettt es e se e s et e be e te et e senee e ereebe e eneaneneeneans 54
4.2MATERIALES Y METODOS .....ooiiieectee ettt et te et e e ane et eae e enns 56

4.2.1 COMPUESTIOS QUIMMICOS. ... .cciiiiiiritiimmmmmmms e eeeee ittt eeetae s s e e s e e e aeeeeesesraaaseeaeeaeeesearesanan s 56
4.2.2 Microorganismos Y Medios de CURIVO. .. evviiiiiiiie e 56
4.2.3 SUEIOS ULIHZAAOS ...ttt e e e e e e ee e 57
4.2.4 Preparacion de los materiales lignoceluldsigdos suelos utilizados....................ceeee.... 57

4.2.5 Ensayos de biorremediacién de suelos contnscon PCF por la accién de hongos de

010 1o [ o o] g I o] - oz USSP 58
4.2.6 Metodologia @nalitiCa............cceiiiieeeeer e 60
4.3RESULTADOSY DISCUSION.......cciiiieeciieiie et eeeeeae e ee et e ettt ane et eaneas 62

4.3.1 Seleccion de material lignocelulésico paraddonizacién de hongos de pudricion blanca... 62
4.3.2 Utilizacién de material lignocelulésico comubstrato para el crecimiento de
Antharcophyllum discolor y Phanerochaete ChrySOBIOL...........cc.vviieeieiiiiieereiiiie e eeeiin e 64
4.3.3 Remocién de PCF en un suelo Andisol, mediantglizacién de hongos, como micelio libre y
colonizado en un soporte IGNOCEIUIOSICO ... orreeii e 65
4.3.4 Efecto del tipo de suelo sobre la degradadiéf®CF por el hongo de pudricién blanca
ANthracophyllum diSCOION........ciiiii e e e e e e e et e eeeeees 71
4.4CONCLUSIONES

CAPITULO 5. BIODEGRADACION DE PENTACLOROFENOL EN CU LTIVOS CON SUELO
EN FASE SLURRY POR Bjerkandera adusta Y Anthracophyllum discolor ...........cccoooeiiiiinieeieinnnnnnn. 77
RESUMEN



B.LINTRODUGCCION ...ttt ettt e e e e e ettt e e e e e et e e e e e e e e e e et e e e e e e e, 78

5.2MATERIALES Y METODOS .....cooiiiitieieetieeie ettt ettt ae e sae e eaeeeaesveeeaeas 80
LI R Y/ Tor oo o = Va1 1] 0 13 80
LS T 1= [ TR ] 2= Vo Lo SR 80
5.2.3 Material lignoceluldSiCo ULIZAd0 ......ccceeieieiiiiii e 81
5.2.4 Preparacion de material lignocelulésico y deélo utilizado ..............oooiiiiiiiiiceeeennnnn. 81

5.2.5 Ensayos de biodegradacién de PCF en culéwosuelo en fase slurry por Bjerkandera adusta

Y ANthracophyllum diSCOION .........uuieiee e e e e e e e e 82
5.2.6 Metodologia analitiCa............cuuuuiieceeer e 85
5.3RESULTADOSY DISCUSION ......ceiiiiieiie et ee e aveeeaeas 86

5.3.1 Efecto de la concentracién de PCF en la cajsmtdegradativa de Anthracophyllum discolor

y Bjerkandera adusta en cultivos con suelo eNSABEY ............coiiviiiiiiiiiii e e 86
5.3.2 Utilizacion de DDGS como substrato por Antlehyllum discolor y Bjerkandera adusta... 89
5.3.3 Efecto de la concentracion de PCF en la cajzatdegradativa de hongos de pudricion
blanca en cultivos con suelo slurry con DDGS comiSBato ........ccuvvvieiiiiiniiiiriiie e veeeeeiienn, 92
5.3.4 Efecto de la microflora autéctona del sualbre la remocién de PCF en cultivos con suelo en
fase slurry por Anthracophyllum discolor y Bjerkanal adusta ...............cccoeeieiiiiiini s conn e 94
5.3.5 Identificacion de productos de degradacCion.............coovvveviiiiiiieiiiii e 97
5.3.6 Remocion de PCF por Anthracophyllum disceloreactor con suelo en fase slurry operado

€N MO0 DAICH ... e 100
5.5CONCLUSIONES ... ittt ettt e et e e e e e e et e et e e e e erea s 104
CAPITULO 6. DISCUSIONES GENERALES.........ooitiieeeeeeee ettt 106
CAPITULO 7. CONCLUSIONES GENERALES .......ccuiitiioee et 110
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......c..oouiiiteeieeee ettt 113
AN X O S e e e et e e 130



INDICE DE FIGURAS

2.1

2.2

2.3

2.4

2.5

3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

3.6

3.7

4.1

Pentaclorofenol y algunos de los contamirsadézivados de su produccion ..................... 5...

Rompimiento de una estructura no fendlica recalciér de la lignina, mediante la accion de la

BNZIMIA LI P et e e s 15

Rompimiento de una estructura fendlica termindbdignina, por oxidacion de la enzima

Esquema hipotético para la oxidacién de 2,4,6amidenol (R=H) y PCF (R=CI) por peroxidasas

V20 = L0 L 21
Via propuesta para la degradacion de PCHPpohrysosporium. ............coovvveiiiicinnaenn. 22
Anthracophyllum discolgr(a) en medio con Poly R-478 y en (b) medio c&T&............... 36

Actividad enzimatica ligninolitica dé. discoloren cultivo con glucosa con N1 (0,2 g/L de
tartrato de amonio) (a) y N2 (1,2 g/L de tartragoainonio) (b), y con carboximetilcelulosa con
N (o) TR V20 22 (o) PP 9

Consumo de glucosa (a) y carboximetilcelulosa @r)yymthracophyllum discologen medio de
(o1 LY7o T o0 TN A Y01 40

Decoloracién de Poly R-478 pganthracophyllum discolofa), Stereum hirsuturtb), Inonotus
sp. (c) yPhanerochaete chrysosporiyil), en medio de cultivo con diferentes conceitraes

Consumo de glucosa y produccién de proteasasmporacophyllum discologa) y
Phanerochaete chrySoSporiu). .. ........ouiit it e e e e e eaaaen 44

Concentracion de PCF residual en medio devoutbnAnthracophyllum discolofa) y
Phanerochaete chrysosporiuim). Sin aireacion y con aireacién intermitent® (’h de aire

eSteril POr 2 MINULO IAri0). .. ..iuiiiie i e e e e e et e e e e e e et e a e eans 45

Actividad enzimatica ligninolitica denthracophyllum discoloen medio de cultivo liquido
contaminado con PCF, sin aireacion (a) y con aibegd) y dePhanerochaete chrysosporiuen

medio contaminado con PCF sin aireacién (c) y d@aeion (d). .........cooeevieeiiiiiiniennns. 48

Colonizacién de material lignocelul6sico pmthracophyllum discoloPaja de trigo (a), grano

de trigo (b), viruta de pino (C) y control (d).........coueeie i, 60

Xi



4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

4.7

51

5.2

5.3

5.4

5.5

Micrografia electronica de paja de trigo (an@ de trigo (b) y viruta de madera (c).
Imagenes a la izquierda baja resolucion y derechgnresolucion..........cc..co.ovveevienn.n. 61

Produccion de MnP pénthracophyllum discoloy Phanerochaete chrysosporiwultivados en
(aT=To Lol eTo] s I e =T o o [ 1 o o TR 62

Concentracion residual de PCF de diferenteserdraciones iniciales en suelo (250 y 350 mg/kg)
utilizandoAnthracophyllum discolofa) yPhanerochaete chrysosporiuis) con hongo como
micelio libre y colonizado en grano de trigo , pacroflora del suelo (c) sin y con granos de

trig0. CONLrOlES ESTEIIES (€) . u ivint ittt e e e e e e e e e 64

Actividad de la enzima MnP dathracophyllum discoloy Phanerochaete chrysosporium
colonizados en granos de trigo e inoculados e sAmdisol contaminados con
O 69

Concentracion residual de PCF en relacién aatamientos: (a): adsorcion, (b): remocion en
suelo natural y (c): remocion por aplicacionAdaliscolorcolonizado en granos de trigo. C:
Controles estériles, A: suelo natural y B: suetiziiado corA. discolorcolonizadoen granos de
trigo; 1: Suelo Andisol (cultivo), 2: Suelo Umbrigoultivo) y 3: Suelo Umbrisol (forestal).

Actividad de la enzima MnP dathracophyllum discolotolonizados en granos de trigo e
inoculados en suelo Andisol, Umbrisol de cultivdmbrisol de uso forestal contaminados con
O 2450 I 1 4o (o ) 73

Reactor de tanque agitado de 5 L.......ovii i e e e e 82

Concentracion residual de diferentes concentras iniciales de PCF en suelo (100, 250 y 350
mg/kg) utilizando un sistema con suelo en &aey con medio de cultivo Kirk por (a)

Bjerkandera adusta (b) Anthracophyllum discolor...........coeeei i, 85

Actividad enzimatica de MnP. @jerkandera adustg (b) Anthracophyllum discolgren medio
con suelo, DDGS, mezcla suelo-DDGS y suelo comiani€irk...............cooeiiiii i, 88

Evolucién del pH. (aBjerkandera adusta (b) Anthracophyllum discoleren medio con suelo,
DDGS, mezcla suelo-DDGS y suelo con medio Kirk.........ccceeviiiiiiiiiiiiii e, 89

Concentracion residual de diferentes concenftras iniciales de PCF en suelo (100, 250 y 350
mg/kg) utilizando un sistema con suelo en f&agy con DDGS como fuente de carbono por (a)
Bjerkandera adusta (b) Anthracophyllum discolor...........c.coii i 91

Xii



5.6

5.7

5.8

5.9

5.10

511

5.12

Concentracion residual de PCF en un sistemauwelo de fasslurry, con DDGS como sustrato
después de 14 dias (a) y 28 dias (b) de tratamiemigeand®jerkandera adusty
Anthracophyllum discoloiLas condiciones experimentales fueron las sigeserControl abiodtico
(suelo estéril) (CTA1 y CTA2); Suelo estériBy adustaA); Suelo estéril YA. discolor(B);

Suelo no estéril sin hongo (C); Suelo no estélil wdustaD); Suelo no estéril . discolor

Evolucién del pH en cultivos con suelo en felsery en suelo no estéril cah discolor B.

adustay suelo control (SIN NONGO). ... v e e e e 94

Cromatograma de la degradacion de PCF (250gngfia formacion de subproductos gar

discoloren cultivos con suelo en faskIrry. ... 95

Via propuesta para la degradacion para PCHeda en fasslurry por Anthracophyllum

discolor.Compuestos destacados corresponden a los idetitiiqggor GC-MS................... 97

Concentracién residual de PCF, evolucién Hey poncentracion de glucosa en reactor con suelo

en faseslurry inoculado cornthracophyllum discolor.............ccoiiiiiii i 99

Decoloracién de Poly-478 panthracophyllum discolocultivado en reactor con suelo en fase

L] (U YA o0 1 1 = O 100

Formacién de pellet denthracophyllum discoloen reactor con suelo en faderry............ 101

Xiii



INDICE DE TABLAS

2.1

2.2

3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

3.6

3.7

3.8

3.9

4.1

4.2

4.3

4.4

Propiedades fisico-quimicas del pentaclorofenol.............cccooi i, 6
Compuestos intermedios de la degradacion de PCP. @bmysosporium...............coeveeevno 23
Medio de cultivo para la conservacion de loengde pudricion blanca........................o 27

Medio de mantenimiento agar extracto de mAEM) para hongos de pudricién blanca....28.

Medio para la determinacién de oxidasas $i@cde hongos de pudricién blanca................... 28
Medio para la determinacion de peroxidasas (MniPy tie hongos de pudricion blanca......... 29
Medio de cultivo Kirk modificado para lgws de pudricién blanca..................ccccoeeii i, 30
Decoloracién de Poly R-478 y coloraciénABTS, por hongos de pudricién blanca.......... 35.

Méaxima actividad enzimatica ligninolitica (UAD.S.) de hongos de pudricion blanca en medio
de cultivo con glucosa como fuente de carbono (LPapn 0,2 g/L (N) y con 1,2 g/L (M)
concentracion de tartrato de amonio. NUmeros @atréntesis indican el dia de maxima actividad

(S0 V411 4T {[07= VA 37

Méaxima actividad enzimatica ligninolitica (UAD.S.) de hongos de pudricion blanca en medio
de cultivo con carboximetilcelulosa como fuentecdebono (10 g/L) con 0,2 g/L (Ny con 1,2
g/L (N,) concentracion de tartrato de amonio. Nomerogeydréntesis indican el dia de maxima

ACHVIAAT BNZIMALICA. .. ... ettt e e e e e e e e e e e e e e e 38

Concentracion total de PCF adicionado, resigaiglgradado pok. discolory P. chrysosporium,
bajo condiciones de cultivo sin aireacién y coeaion intermitente................cocee i 46

Caracterizacion fisico-quimica de 10S SUEIOS......cccivi it e, 55

Crecimiento dA&nthracophyllum discoloen diferentes soportes lignocelulésicos después de

(o [ =30 (ST aTe10] o 7= Tox (o] o [P 60

Velocidad de remocién de PCF (250 y 350 mgdkgante los primeros 14 dias de incubacion
(etapa 1) y los 14 dias posteriores (etapa 2yatsmientos coA. discolory P. chrysosporium

como micelio libre y colonizados sobre granos @@ tfmicelio en soporte)..................... 65

Efecto de la aplicacion @e discolory P. chrysosporiuncomo micelio libre y colonizado en
granos de trigo en la concentracién de PCF (2580yn3g/kg) removido después de 28 dias de
LU= 1= 10 0] 1= 1 (o J PP PPTP 67

Xiv



4.5

51

52

5.3

5.4

5.5

Remocién de PCF (concentracion inicial de 2§fkg) en dos tipos de suelo mediante adsorcion,

por la microflora autéctona del suelo y gordiscolorinmovilizado en trigo........................ 71
Caracteristicas fisico-quimicas del suelo defa®stal...............coooev i 78
Composicion quimica del DDGS... ..ot e e e e e e e e e 79

Méxima actividad MnP obtenida durante la degeath de PCF pdB. adustay A. discoloren
cultivos en fasslurry usando medio Kirk modificado. También se muedttempo en el cual se

obtuvo la maxima actividad ENZIMALICA.........ooveiei e e e e e e e e 86

Méaxima actividad MnP obtenida durante la degcath de PCF pdB. adustay A. discoloren
cultivos con suelo en fasturry usando DDGS como substrato. También se muesirargio en

el cual se obtuvo la maxima actividad €NZIMALICA. .. .ccceeivi it e 92

Productos de degradacion de PCF en suelo évosuton suelo en fasdurry porA. discolor
Identificados €N GCIMS. ... e e et e e e e e e 96

XV



Capitulo 1. Introduccion y objetivos

CAPITULO 1

INTRODUCCION Y OBJETIVOS

1.1 INTRODUCCION

El pentaclorofenol (PCF), es un hidrocarburo ar@roathalogenado altamente toxico y
potencialmente cancerigeno (Kogeviretsal, 1997), su utilizacion fue prohibida en Chile
desde el aflo 1999. Este compuesto ha sido utilipsidhcipalmente como preservante de la
madera, y en menor cantidad como herbicida, fudgjdactericida, entre otros (ATSDR, 2001).
Es un contaminante altamente persistente en eleaebiChiuwet al, 1998), principalmente en el
suelo, producto de inmovilizaciébn por adsorcion phdimerizacion, pudiendo extenderse su
efecto a través de la cadena alimenticia (Lainal.etl995), provocando severos dafios en la
salud de las personas y en el ambiente, disminwylendbundancia y diversidad de especies en

el ecosistema (Schonborn y Dumpert, 1990).

Actualmente existen numerosos mecanismos paratahtiento de compuestos contaminantes en
el suelo, tales como, tratamientos quimicos e @marion. Los tratamientos quimicos, aunque
son factibles son problematicos, ya que se prodgames volimenes de &cidos y de alcalis los
gue posteriormente deben ser dispuestos. La irditer es un método fisico-quimico muy

confiable para la destruccion de estos compueStnseembargo, ha sido seriamente cuestionado,

debido a la liberacion de emisiones potencialm&ntieas (Zhang y Qiao, 2002).

La aplicacion de estos tratamientos fisico-quimessltamente costoso y algo ineficaz, por lo
gue el desarrollo de alternativas bioldgicas ha@ sidjeto de gran interés cientifico. En este
contexto, la necesidad de biorremediar los sitm#aminados ha potenciado el estudio de su
biodegradaciéon y el desarrollo de nuevas biotegiato El término biorremediacion se define
como uso de microorganismos (hongos o bacteridsyates o introducido, para degradar los
agentes contaminantes (Pointing, 2001). EI metsimolimicrobiano es probablemente el proceso
mas importante en suelos para la degradacion d@umstos organicos persistentes (Zhang y
Qiao, 2002), debido a que los microorganismos gse&légradan, obtienen C, N o energia de las

moléculas del contaminante para su consumo (Nedsah 1990).
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El objetivo de la biorremediacion es reducir elrdgecontaminante a niveles imperceptibles, no
toxicos o aceptables, es decir dentro de los lgypermisibles (Pointing, 2001) o mineralizarlo
completamente hasta G@ H,O. Desde un punto de vista ambiental esta minadn total

representa la desintoxicacion completa (Neiksbal, 1990).

La biorremediaciorin situ permite tratar el suelo y las aguas subterraneatminadas sin la
necesidad de excavacion (Baleaal, 1998, Zhang y Qiao, 2002), requiere poca eneygia
permite preservar la estructura del suelo (Hohenhat, 1998). Sin embargo, la complejidad de
los mecanismos microbianos para degradar los catggi@rganicos persistentes, asi como el
periodo que se requiere para el proceso son lasipaies desventajas de este tratamiento (Nerud
et al, 2003), por lo que resulta evidente el estudio mémllado de los principios de la
biodegradacion y el desarrollo de métodos mas aficapara la tratamiento de suelos

contaminados.

La degradaciéon de PCF ha sido estudiada tanto gciefias (Barbeaat al, 1997, Antizar-
Ladislao y Galil, 2003) como por hongos (Mileski al, 1988, Seiglemurandet al, 1992,
McGrath y Singleton, 2000). Los hongos de pudridianca white rot-fung) han sido los mas
estudiados ya que son reconocidos por su capap@admetabolizar una amplia variedad de
compuestos organicos persistentes (Mileslkal, 1988, McGrath y Singleton, 2000, Clatial,
2002, Sedaratet al, 2003, Rabinoviclet al, 2004, Tortelleet al, 2005, Boyle, 2006, Jiangt

al., 2006, Valentiret al, 2006) y por demostrar una elevada capacidad dativa, debido a que
son mas tolerantes a altas concentraciones dedroordnte que las bacterias (Evans y Hedger,
2001). La elevada accion degradativa de hongosudeigon blanca ha sido atribuida a su
capacidad de secretar enzimas esenciales pargidaddeion de la lignina, tales como lignina
peroxidasa (LiP), manganeso peroxidasa (MnP) ys&das cuales han demostrado ser capaces
de transformar o mineralizar una amplia gama depc@stos organicos persistentes (Pointing,
2001, Aktas y Tanyolac, 2003, Bollag al, 2003). Phanerochaete chrysosporiu(Reddy y
Gold, 2000, Zouaret al, 2002) yTrametes versicolofAlleman et al, 1992, Sedaratet al,
2003) han sido los hongos mas estudiados en ladiegion de PCF. Sin embargo, actualmente
diversos estudios (Sast al, 2002, Levinet al, 2004, Walteet al, 2004) han sido orientados a
encontrar y evaluar nuevas cepas fungicas quegrodeémostrar mayor potencial en procesos de
degradacién de compuestos organicos persisteritasoile estos hongos en la biorremediacion
de suelos contaminados requiere la determinaciotagie€ondiciones mas adecuadas para su
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crecimiento y activacion del sistema ligninolitieo un medio que no corresponde a su hébitat
natural (Leatham y Kirk, 1983) y la evaluacion dea cepa en particular, ya que cada una posee
diferentes mecanismos y requerimientos de cultara o degradacién de compuestos organicos
persistentes (Leontievskt al, 2000, Rabinoviclet al, 2004).

En este contexto, el objetivo de este estudio fiaduar la capacidad degradativa de hongos de
pudricién blanca aislados de bosques de la regéiad Araucania para ser aplicados en la

biorremediacién de suelos contaminados con pemtdell.

HIPOTESIS

Los hongos de pudricion blanca aislados de bosdgiés region de La Araucania, secretaran una
elevada produccion de enzimas ligninolitica (Lif®, WInP y/o Lacasa), las que estaran afectadas
por las condiciones de cultivo en el medio. Estesneas seran esenciales para la degradacion de
PCF.

La colonizacién de hongos de pudricion blanca sabrenaterial lignoceluldsico e inoculado en
el suelo, permitira una mayor accién degradativdodehongos, los cuales actuaran en forma

sinérgica con la microflora autéctona del suelo.
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1.2 OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la capacidad degradativa de hongos degddiblanca aislados de bosques de la
region de La Araucania, para ser aplicados enoadmediacion de suelos contaminado

con pentaclorofenol.

Objetivos Especificos

Determinar el potencial ligninolitico de hongosmielricién blanca aislados de bosques

de la region de La Araucania.

Evaluar el efecto de diferentes condiciones deivoulsobre la actividad enzimatica
ligninolitica, de hongos de pudricion blanca aiskdle bosques de la region de La

Araucania.

Evaluar un hongo de pudricién blanca como potenciatulo para degradar PCF y

determinar el efecto de las enzimas ligninolitealsre el proceso degradativo.

Evaluar la biorremediacion de suelos contaminadaws RCF por hongos de pudricion

blanca, en suelo en fase sélida y con suelo ersfasy.

Identificar algunos compuestos intermedios de & metabolica generadas durante la

degradacién de PCF.

Evaluar el efecto de la aplicacion de material digglulosico sobre la capacidad
degradativa de hongos de pudricion blanca, en larrdmediacion de suelos

contaminados.
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CAPITULO 2

ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

2.1 Aspectos generales sobre el pentaclorofenol (PC

El PCF es un compuesto fendlico clorado semivol&@8l puede caracterizar como un compuesto
orgénico estable que tiene baja solubilidad en ggaléa solubilidad en solventes organicos. Es
una sustancia artificial, hecha de otros produgtdmicos o mediante procesos fisicos y no se

genera en forma natural en el medio ambiente (Reijpale 1979)

El método mas utilizado para la produccion de PGFeleproceso Boehringer. El proceso
Boehringer consiste en una reaccion de cloraciofedel a elevada temperatura. Durante el
proceso se generan diversos contaminantes taleso: cdrnclorofenol, tetraclorofenol,

hexaclorobenceno, dioxinas y furanos (Figura @RBppeet al, 1979), subproductos altamente

toxicos y con un alto riesgo ambiental (Altwick&891).

OH OH OH
cl _cl cl cl
a’ Ci a’ Cl c’ |
cl cl cl
Pentaclorofen: Tetreclorofeno Triclorofeno
cl cl cl cl cl
o
Cl O\ /CI CI@CI Cl©i de
7 7
O cl
CI/ cl cl Cl Cl 0O
cl
Hexaclorodibenzofurano Hexaclorobencer Hexaclorodibenzo-p-dioxina

Figura 2.1. Pentaclorofenol y algunos de los comantes derivados de su produccion
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El PCF fue usado extensivamente en numerosos pedses preservante de la madera para
prevenir el crecimiento de hongos de la mancha gz menor cantidad en la agricultura como,
fungicida, bactericida, herbicida, algicida e irgeda (ATSDR, 2001). En Europa y Japon, el
uso del pentaclorofenol fue prohibido desde 1988ANikter et al., 1996), mientras que en Chile
el Servicio Agricola y Ganadero (SAG) prohibié soportacion y uso a partir de 1999. El
principal motivo de la prohibicion de este produsdebe a los efectos adversos en el medio
ambiente que provoca este contaminante al igualaguproductos derivados de su produccion
(Altwicker, 1991). Aunque el uso del PCF ha sidohpibido, todavia existen antiguos aserraderos
gue insisten en utilizarlo, provocando contaminacitanto a los suelos, como a aguas
subterraneas y sedimentos (McAllister et al., 19%®inting, 2001). Por otra parte, producto de
la persistencia de este contaminante en el swelopritaminacion por practicas anteriores, aun

permanece latente (McAllister et al., 1996).

2.1.1 Propiedades fisico- quimicas

El PCF posee caracteristicas que le confieren ltaacapacidad como contaminante: baja
solubilidad (14 mg/L) y mayor densidad que la dglia (1,98 g/cri) (Shiuet al, 1994). Asi

mismo, su presion de vapor permite que se volatdipartir de la madera tratada y su coeficiente
de particién octanol/agua, que es de 5,05 (®hial, 1994), indica que esta sustancia puede
acumularse en organismos y que tiene una altadafinpor la materia organica, por lo cual es
fuertemente adsorbido en la fraccion organica delosno saturada (Ces al, 2005). Por otra

parte, este compuesto tiene una baja constantedi/,Hndicando una baja solubilidad en agua
y movilidad a la fase gas. Estas propiedades puafiear fuertemente el comportamiento del

contaminante en el suelo (Tabla 1.1).
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Tabla 2.1. Propiedades fisico-quimicas del pentafdool

Caracteristicas Pentaclorofenol
PM (g/mol) 266,3

Log Kow 5,05
Solubilidad en agiigmg/L) 14,0
Punto de ebullicidh(°C) 310

PKa 4,75
Presion de vapd(Pa) 0,0042
Constante de Henry (Pamol)” 0,079

3 250C,” 760 mmHg, la constante de Henry fue calculada ctamo
razén presion de vapor/solubilidad en agua a pHiel@h PCF esta
en su forma molecular en soluciéon acuosa. Adapted¢Shiuet
al., 1994).

2.1.2 Distribuciéon en el medio ambiente

El PCF se encuentra en todo el medios ambiente, (sirelo, y agua) como resultado de su
excesivo uso. A la atmésfera es liberado por Mdation y es transformado por fotdlisis. En
este medio el compuesto puede experimentar lentant@roxidacion del radical libre con un

periodo estimado de aproximadamente 2 meses (AT30QR,).

En las aguas superficiales, el PCF experimentebigteansformacion y fotolisis, que se lleva a

cabo basicamente en la superficie del agua (GagtBlarcenas, 1998).

En suelos y sedimentos es metabolizado por micanismos aclimatados, bajo condiciones
aerobias y anaerobias, o fijado por adsorcion (PBollag, 1994, D'Angelo y Reddy, 2000). La
adsorcion de los compuestos fendlicos cloradosmikpee las propiedades fisico-quimicas de
estos (solubilidad en el agua, polaridad, entraspty de las propiedades del suelo (contenido de
materia organica y arcilla, pH, permeabilidad, texf. Cuando se produce el fenomeno de
adsorcion, una parte del contaminante permaneperndide para su interaccion con la biota y
para su transferencia a corrientes de agua o dmelargo periodo de contacto entre el
contaminante y el suelo favorece la formacion dacess covalentes con el material himico y la

arcilla, dificultando su extraccion y biodegradac{®ollaget al, 1992). La adsorcion del PCF
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en suelos es dependiente del pH y ocurre princigratienen suelos acidos (Cetaal, 2005). Por

lo tanto, el compuesto es mas movil en suelos ogwtbasicos. La volatilizacion y la fotélisis no
parecen ser procesos importantes en el transpdatérgnsformacion del PCF en suelos. Todos
estos procesos en conjunto determinan la persiatdatcontaminante en el medio ambiente. En
este contexto, el PCF tiene un periodo de vidaadeliaproximadamente 178 y 200 dias en agua

y suelo, respectivamente (Buyuksonreeal, 1999).

2.1.3 Toxicidad

El amplio uso de PCF, su elevada persistencia amblente y su baja biodegradacién, son las
caracteristicas principales que general un pefpgtencial para la salud. Aunque la mayoria de
la poblacion no esta expuesta directamente al Riliede haber exposiciones a bajas
concentraciones de este compuesto en el ambierttalilgo, en casas construidas con madera
tratada (0,5-104 mgffy por el aire, a través del agua potable (0,04faply de los alimentos
(0,1-6 mg/dia) y por el contacto directo con madeatada (ATSDR, 1989). Se han encontrado
residuos de PCF en 79 % de las muestras de oringrugds de poblacion sin exposicion
especifica (Murphet al, 1983); estos residuos provienen de los alimeptelsagua, ya que el
PCF es un contaminante frecuente en productosoéagiUSEPA, 1988). En estudios realizados
por Gough (1991), para determinar residuos de pa®s en grasas animales, se encontré que el
PCF es una de las sustancias detectadas con nragoericia en las muestras de alimentos
(35%).

El PCF es un compuesto lipofilico, persistente ynadable y esta considerado como uno de los
contaminantes organicos prioritarios desde 197 ERSS 1979). El efecto toxico del PCF en los
seres Vivos se basa principalmente en un desacepkande la fosforilacion oxidativa, proceso
basico de la respiracion y ademas una inhibiciétaaamzima monooxigenasa P-450 (McAllister
et al, 1996).

La toxicidad de este compuesto, que afecta unaiawgliedad de organismos, es desfavorable
para la degradacion (Chat al, 1998). En el ser humano, la exposicion al PCE@wer por via
oral, dérmica y respiratoria; una vez absorbidodis&ibuye en todo el organismo y tiende a

acumularse en el higado, rifiones, cerebro y g&saufet al, 1977). La exposicion aguda al
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PCF provoca irritaciones locales, efectos sistémicoeacciones alérgicas, alteraciones
inmunoldégicas y gastrointestinales (ATSDR, 1989).

2.2 Estrategias para la biorremediacion de suelo®rtaminados

Las tecnologias de biorremediacion de suelos congalos fueron desarrolladas para acelerar el
proceso natural de la recuperacion de suelos.distéo es logrado mediante la optimizacion de
la capacidad natural de microorganismos para dagrad contaminante, proporcionando las
condiciones esenciales para el crecimiento y ldigponibilidad del contaminante, asi como la

reduccion del estrés abiotico sobre la microfliadli, 2001).

Se han empleado diferentes criterios a la hordadficar las estrategias de biorremediacion de
suelos contaminados. Si la eliminacion de los comantes implica el uso de la microflora
presente en el mismo sitio de la contaminacion reflara endogena), la biorremediacion se
considera como un sistema de tratamiento natural emial la accion del hombre se limita a
estimular la accion de estos agentes medianteit®adle determinados nutrientes o aire. La
estrategia mas basica de biorremediacion natursiste en permitir que la microflora autéctona

actle sobre el contaminante sin ninguna interven@idali, 2001).

Por otro lado, si se determina que la microfloretona del suelo no es suficientemente activa
para degradar los contaminantes presentes, se m@oesario inocular microorganismos
especializados en degradar el tipo de contaminespecifico (microflora exdégena) (Gentty

al., 2004, Domdet al, 2007).

Las tecnologias de biorremediacion se han desadmbara ser aplicadassitu o ex sity seguin
la necesidad de mantener condiciones ambientalexpiagas para conseguir altas tasas de
biodegradaciéon de los contaminantes. En funciorladestrategia empleada se describen a

continuacion las principales tecnologias de bioediacion de suelos.

2.2.1 Biorremediacion in situ

Estas técnicas son generalmente las opciones nfiaadats, debido al bajo costo y a la poca
intervencion del suelo, ya que el tratamiento sdiz@ en el lugar, se evita la excavacion y el
transporte de contaminantes. Sin embargo, el tratdoin situ es limitado por la profundidad

del suelo. El oxigeno es uno de los factores deomiayportancia y que limita la eficacia del
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proceso so6lo a unos cuantos centimetros en la faupedel suelo. Los tratamientos mas
importantes son (Vidali, 2001):

Bioventilacidn o inyeccién de air&ste consiste en la ventilacion forzada del sustdiante la

inyeccion a presion de oxigeno en la zona edaficaaturada mediante pozos de inyeccion.
Debido a la aireacion del suelo, se va a favorkcelegradacion de los hidrocarburos por dos
motivos: por volatilizacion, facilitando la migréci de la fase volatil de los contaminantes, y por
biodegradacién, ya que al incrementar la oxigemadiél suelo se va a estimular la actividad
microbiana. En estudios realizados para la remigiade suelos contaminados con

tricloroetileno mediante esta técnica, se demostra elevada degradacion del contaminante
(95%) (Suiet al, 2006).

Biosparging Es un métodan situ que combina el efecto de la ventilacion con l&zaition de
microorganismos autdctonos para degradar compuesgdsicos adsorbidos por el suelo en la
zona saturada. En elosparging el aire y los nutrientes se inyectan en la zatarada para
mejorar la actividad de los microorganismos presseriEsta técnica se utiliza para la limpieza de
los compuestos organicos en suelos y agua suldarr&e ha demostrado la eficiencia del
biospargingpara la degradacion de solventes clorados e ladvamos (Basst al, 2000).

2.2.2 Biorremediacion ex situ

Esta alternativa es mas rapida, facil de contrgléia sido empleada con éxito para tratar un
amplio rango de contaminantes en diferentes tipossuklos. Sin embargo, es necesaria la
excavacion y el tratamiento del suelo antes y aguweces después de la etapa de
biorremediacién, por lo que presenta costos de aopBr superiores a los sistemas de

biorremediacionn situ

Laboreo del suelolgndfarming: Es una técnica simple en la cual el suelo comtadd es

excavado y extendido sobre una membrana impermeRbsteriormente, el suelo es removido
periddicamente hasta que se degradan los agemriésntgnantes. El objetivo de este tipo de
tratamiento es estimular la capacidad degradagvbps microorganismos autoctonos del suelo,
mediante la aireacion, el control de la humedaad wpplicacion de nutrientes (Straubkeal,
2003).
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Compostaje Es una técnica que involucra la mezcla del susptaminado con residuos
organicos, tales como abono y residuos agricolaspresencia de estos materiales organicos
permite el desarrollo de una poblacion microbiarmk yina temperatura elevada (dtaal, 2003,
Jianget al, 2006).

Biopilas Es una mezcla entre la técnica laboreo de suetompostaje. Consiste en la formacién

de pilas de material biodegradable de dimensioneahles, formadas por suelo contaminado y
materia organica (compost) en condiciones favosaplara el desarrollo de los procesos de
biodegradacion de los contaminantes. Estas pilasm@ost pueden ser aireadas de forma activa,

volteando la pila, o bien de forma pasiva, mediambes perforados de aireacion.

Rectores con suelo en suspensignrfy): La biorremediacién con suelo en suspension (o fase

slurry) consiste en la mezcla de suelo contaminado caa ag un biorreactor, en el cual se
adiciona nutrientes, microorganismos y aireacioh.rédsultado de esta mezcla es una alta
velocidad de degradacién y un bajo periodo dertrigtato (Barbeaet al, 1997, Quinteret al,
2005, Quintereet al, 2006).

2.3 Biodegradacion de pentaclorofenol

Diversos grupos microbianos pueden transformaiCél 2 compuestos organicos clorados en el
suelo por mdultiples vias. La eficiencia de la tfamaacion, depende de condiciones ambientales,
incluyendo el contenido de la materia organica (ig&o y Reddy, 2000), contenido de agua
(Seechet al, 1991), temperatura (Kohringt al, 1989), oxigeno y aceptadores de electrones
(D'Angelo y Reddy, 2000).

Bajo condiciones anaerobias, las bacterias puealesformar el PCF por dehalogenacion
reductiva, donde los atomos de cloro son secuemeidk reemplazados por atomos de
hidrogeno, hasta la transformacion a fenol, bemzoatetato, CQy CH, (Zhang y Wiegel,
1990). La decloracién reductiva ha sido observadarna gran variedad de suelos, sedimentos y
lodos metanogénicos (D'Angelo y Reddy, 2000). Atguastudios han demostrado que durante
el proceso anaerobio, se genera una acumulaciprodactos toxicos intermedios de la reaccion
que interfieren con los aceptores finales de elaes (Q, NOsy, F€), lo que podria limitar su
aplicacion como estrategia de remediacion. Bajaliciomes aerobias, oxigenasas provenientes

de bacterias y hongos pueden transformar el PCHngorporacion de uno o dos atomos de
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oxigeno proveniente del@iatomico, en la estructura del contaminante. psieeso permite un
rompimiento del anillo aromético y la consecuemteniacion de C@(Leontievskyet al, 2000,
Reddy y Gold, 2000). La transformacion aerdbicadpuser rapida para compuestos con bajo
grado de cloracion y muy lenta para compuestomaliée clorados, tal es el caso del PCF. Esto
es debido a que el anillo aromético es deficiemteelectrones y menos susceptible al ataque
electrofilico por Q (Sahmet al, 1986). Sin embargo, diversos estudios (Milexkal, 1988,
Reddy y Gold, 2000, Cheet al, 2002, Leontievskyet al, 2002, Walteret al, 2004) han
demostrado que bajo condiciones aerobias, el P@Hepser eficazmente degradado hasta una
completa mineralizacion. En este contexto, los bende pudricion blanca han sido los méas
estudiados, producto de su elevada capacidad deiy@dirente a compuestos organicos
persistentes (Mileslat al, 1988, Pointing, 2001, Leontievskyal, 2002, Valentiret al, 2006).

2.4 Hongos de pudricion blanca

El nombre pudricién blancavbite ro) deriva de la apariencia de la madera una vezegue
atacada por estos hongos, proceso en el cual lacr@mde la lignina da lugar a un aspecto
blanquecino del substrato (Pointing, 2001). La miayde los hongos de pudricién blanca son
basidiomicetos, aunque algunos ascomicetos delrgékyariaceae son también capaces de
generar pudricion blanca en la madera (Eaton y,H&l@3).

En la naturaleza estos hongos viven en los tefidds madera que se componen principalmente
de tres biopolimeros: celulosa, hemicelulosa yitignLa lignina que proporciona fuerza y
estructura a la planta, es extremadamente reeait@tr Se mineraliza en un proceso oxidativo y
su degradacion no genera energia neta (Pointir@j,)2@orque no puede ser degradada como
Unica fuente de carbono y nutrientes (Fiekdal, 1993). La importancia fisiolégica de la
biodegradacion de la lignina es la destruccion alenhtriz que la forma, de modo que el
microorganismo pueda tener un mejor acceso a lackkrnosa y celulosa, que es de donde
obtienen energia (Fiekt al, 1993, Cane¢t al, 2001).

La lignina es un polimero aromético, amorfo, hegéreo, tridimensional y de baja viscosidad.
Las caracteristicas de este polimero hacen quelsaaente resistente a la degradacion. Asi
mismo, debido a su tamafio molecular (600 - 1000 ki3amposible que la lignina sea absorbida

y degradada intracelularmente, por lo que las esxiligninoliticas extracelulares desempefian
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un rol de vital importancia en la degradacién die golimero y por tanto en el reciclaje de
carbono en el ambiente (Pointing, 2001). Asi, losdos de pudricion blanca se han convertido
en un mecanismo no especifico para degradar lenéign a la vez compuestos que tienen
estructuras aromaticas similares, tal como mucloospaestos organicos persistentes (Fedld
al., 1993).

2.4.1 Ventajas de la utilizacion de hongos de midini blanca en la biorremediacion de suelos

contaminados

La aplicacion de tecnologias fungicas para la broadiacion de suelos contaminados ha sido
utilizada desde 1985, cuando el hongo de pudribiéncaPhanerochaete chrysosporiufue
estudiado por su capacidad para metabolizar unriamte namero de compuestos organicos
persistentes (Bumpus y Tatarko, 1994, Chkobial, 2000, Chagas y Durrant, 2001). Esta
capacidad es generalmente atribuida a un sistemuad&ico ligninolitico (Reddy y Gold, 2000,
Pointing, 2001, Bollagt al, 2003).

Los hongos de pudricion blanca poseen una seneidiajas para ser utilizados en procesos de
biorremediacion de suelos. El sistema enzimatigmnidolitico capaz de degradar los
contaminantes es extracelular, pueden degradaprtmiuctos quimicos insolubles tales como

lignina o una diversa gama de agentes contaminpatseistentes y/o toxicos (Pointing, 2001).

El crecimiento miceliar de los hongos permite lbonizacion rapida de substratos y la extension
de las hifas permite traspasar la superficie delosy de esta manera pueden alcanzar agentes
contaminantes de la forma que otros organismosuedegn hacerlo (Reddy y Mathew, 2001).
Esto puede maximizar el contacto fisico, mecaniemzimatico con el contaminante (Maloney,
2001). Ademas, estos hongos utilizan materialewtiglulosicos de bajo costo como fuente de
carbono y nutrientes (Waltext al, 2004), pueden tolerar una amplia gama de congbsio
ambientales, tales como temperatura, pH y niveéeBuinedad (Maloney, 2001) y no requieren

el preacondicionamiento al contaminante (Barr ytA1:394).

Estas caracteristicas son las ventajas mas impestae la utilizacion de hongos de pudricion
blanca en procesos de biorremediacion de suelomroorados, lo que hace que el proceso
degradativo sea altamente eficaz en comparaciotroa microorganismos utilizados (Barr y

Aust, 1994).
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2.4.2 Degradacion de compuestos organicos persesgeyor hongos de pudricion blanca

Las principales enzimas implicadas en la degradad® la lignina y compuestos organicos
persistentes secretadas por hongos de pudricigeekon: lignina peroxidasa (LiP), manganeso
peroxidasa (MnP) y lacasa (Reddy y Mathew, 2001¢nyalgunos hongos también se ha
demostrado la presencia de versatil peroxidasa (MBijtinez, 2002). Estas enzimas rara vez se
encuentran todas en un mismo organismo. Sin empasgda demostrado que con diversas
combinaciones se produce el mismo efecto, con cespda degradacion de la madera (Pointing,
2001).

Las enzimas ligninoliticas son secretadas durdnteetabolismo secundario, una vez finalizada
la etapa de crecimiento (tropofase) del hongo (fG@da y Bollag, 2002). A su vez, se ha
sefialado que la concentracion de nitrégeno afamtaiderablemente la expresion enzimatica.
Leontievskyet al. (2000), indican que una concentracion limitanteniigdgeno en el medio de
cultivo induce la expresion enzimatica ligninoliticmientras que una elevada concentracion
promueve una completa o parcial inhibicion de lasmas. Leatham y Kirk (1983), demostraron
gue el efecto regulatorio de la fuente de nitrogencl medio de cultivo, es una respuesta del
efecto inductivo de los niveles de nitrégeno denkdera (C:N=200:1-1000:1). Sin embargo, se
ha demostrado que la estimulacion de las enzimagdas por deficiencia de nitrégeno, no es
una regla general (Rabinoviat al, 2004). EnPleurotus ostreatugKamitsuji et al, 2004),
Coriolopsis gallica(Calvoet al, 1998) yLentinus edodeBuswell et al, 1995), la actividad es
expresada principalmente en cultivos con elevadecardracion de nitrogeno. Asi mismo, el
metabolismo y sintesis de las peroxidasasPerchrysosporiumes inducida por una fuente

limitante de nitrogeno y la actividad lacasa emimeico en nitrogeno (Srinivasat al, 1995).

Por lo tanto, no hay claridad del efecto de la feete carbono y nitrégeno, sobre produccion de
las enzimas ligninoliticas. Sin embargo, se creeeguuna respuesta de un estrés oxidativo de los

hongos inducido por las condiciones ambientalebi(feaichet al, 2004).

El principal efecto que provocan las enzimas liglititas en compuestos contaminantes o bien
durante la degradacion de la lignina, es la fororade radicales libres intermedios que se
forman cuando un electron es removido o agregadmdeestructura quimica en su estado mas
estable (Reddy y Mathew, 2001). Estos radicale®di son altamente reactivos y tienden a

aceptar o ceder un electron de otro compuestoudogenera la oxidacion o la reduccion de
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compuestos alternos. Estos radicales pueden realieavariedad de reacciones incluyendo la
oxidacion alcohol benzyl, rompimiento de enlaceba@ao-carbono, hidroxilacion, dimerizacion

/polimerizacion de fenol y demetilacion (Pointi2g01).

2.4.2 Enzimas ligninoliticas de hongos de pudridianca
Lignina peroxidasa (LiP)

La LiP fue la primera enzima descubierta Bn chrysosporium(Tien y Kirk, 1988) y es
producida por muchos hongos, tales coiframetes versicolor, Bjerkandesp.,Irpex lacteus
Phlebia tremellosgentre otros (Kirk y Farrel, 1987, Kirlst al, 2000, Novotnyet al, 2000).

Esta enzima es una hemeproteina extracelular, demge del HO,, con un elevado potencial
redox y un bajo pH éptimo (2,5), el que es conttolaparentemente por su ciclo catalitico (Gold
y Alic, 1993). Por otra parte, la LiP es un fuestddante y no solamente oxida los usuales
sustratos de las peroxidasas tales como, fenobsslipas, sino que también una variedad de
estructuras no-fendlicas y éteres aromaticos qusemejan a las unidades estructurales béasicas
de la lignina (Tuoet al, 1992). La oxidacién de alcohol veratrilico (3jdrdtoxibenzil alcohol)
dependiente de #, a veratraldehido es la base para los ensayoslastd usados para detectar

LiP en cultivos fungicos (Tien y Kirk, 1988).

La oxidacién catalizada por LiP, comienza con l&raecion de un electron desde el anillo
aromético de un substrato donador y la especidtaasel experimenta una variedad de reacciones
post enzimaticas (Kirk y Farrel, 1987) (Figura 2R9r lo tanto, la LiP se considera un agente
ligninolitico importante, que puede reaccionar otnes oxidantes pequefios que pueden penetrar
y abrir la pared celular de la madera.
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Figura 2.2.Rompimiento de una estructura no fendlica recalcsigr de la lignina, mediante la

accion de la enzima LiP (Adaptado de Hammel (1996))

La interaccion de LiP con un substrato es mediantenecanism@ing-pong donde el HO,
oxida la enzima a través de dos electrones parnebtLiP |. Posteriormente, LiP | oxida
substratos aromaticos (Ar) por un electréon pararatLiP I, la que es oxidada nuevamente por

el substrato aromatico para llegar a su estadmati¢Esquema 1) (Cullen y Kersten, 2004).

LiP+ H,O, —» LiIPI+HO
LIiPI+Ar —» LiPIl+As"
LiPIl+ Ar —» LiP+ A +H0

Esquema 1. Ciclo catalitico de la enzima LiP

Manganeso peroxidasa (MnP)

La principal funcién de la enzima MnP es la oxidacie MA* a Mr**, usando KO, como
oxidante (Paszczynskit al, 1992). Esta reaccion requiere la presencia dacigo organico
quelante bidentado tales como, glicolato u oxaldtanodo que estabilicen el ’ry promuevan
la accién de la enzima (Rodakiewicz-Nowak, 2000)ME®* es un oxidante débil, por lo que es
incapaz de atacar las estructuras recalcitrantdsnidicas de la lignina. Sin embargo, el ¥n

oxida las estructuras fendlicas mas reactivas queponen aproximadamente el 10% de la
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lignina. Estas reacciones dan lugar a un limitadadg de ligninolisis y otras reacciones
degradativas (Figura 2.2) (Tuer al, 1992).

OH P OH P, OH <
o (o) W O
OHC

OCH; OCHs o OCHs

v
v

OCHjs OCHjs ocH
3

OH o’
Figura 2.3. Rompimiento de una estructura fendkceninal de la lignina, por oxidacion de la
enzima MnP (Adaptado de Hammel (1996))

Como se menciond anteriormente, la oxidacion detana por accion de la enzima MnP, es
dependiente del i6n Mn. El primer substrato redua el ciclo catalitico de MnP es Kin
(Esquema 2). Luego, el Mhreduce ambos estados de la enzima, MnP | y MngeHerando
Mn®* el que posteriormente oxida el substrato orgaroidos orgénicos tales como oxalato y
malonato son secretados archrysosporiuny estimulan la reaccién de MnP por estabilizacion
del Mr**, el que puede difundir desde la superficie de rfainea y oxidar los substratos

terminales de la lignina (Kuan y Tien, 1993).

MNP +® —» MnPI+kD
MnP Mn>* —»  MnP Il + M
MHP- Mn?* —»  MnP + M + H,O

Esquema 2. Ciclo catalitico de la enzima MnP
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Estudios con diversos hongos de pudricién blanca demostrado que MnP parece ser mas
comun que la LiP (Rodakiewicz-Nowak, 2000, Séiral, 2005), y en estos ultimos afios se ha
estudiado extensivamente las caracteristicas plale la enzima MnP (Grabski al, 1998,
Podgornik y Podgornik, 2004, Ruiz-Duergtsal, 2007). La MnP desempefia un papel esencial
en el depolimerizacion de la lignina y cloroligniaai como en la demetilacion de la lignina y en
el blanqueamiento de pulpa y papel. Por otra pkrtenzima puede iniciar la degradacion de la
lignina de elevado peso molecular (Crestinal, 2000, Papinuttet al, 2003).

Versétil Peroxidasa (VP)

La VP difiere de la MnP y LiP por que es capaz didar Mrf* a Mr* y catalizar reacciones
sobre sustratos aromaticos en ausencia o (Wartinezet al, 1996). Ademas, posee una alta
afinidad hacia el Mfi, hidroquinonas y colorantes. También es capaz xigaio al alcohol
veratrilico (a veratril aldehido), dimetoxibencegiodimeros de lignina, aunque con menor
afinidad que la LiP (Heinflingt al, 1998, Caramelet al, 1999). El ciclo catalitico de la VP
combina los ciclos de la LiP y la MnP. Sus cardstieas basicas son comunes a la mayoria de la
peroxidasas. Sin embargo, la VP es Unica enzimazcd@ oxidar sustratos aromaticos como el
alcohol veratrilico (AV) a su correspondiente radliaVe, el Mr?* a Mr?* y sustratos que la LiP
s6lo oxida en presencia de alcohol veratrilicociElo de la VP incluye la sustraccion de dos
electrones de la enzima en estado basal pos@J phra producir un radical catidnico (Martinez
et al, 1996).

Es importante mencionar que esta enzima oxida tdiremte hidroquinonas y fenoles
sustituidos, los cuales no son oxidados eficientéengor la LiP o la MnP en ausencia de alcohol
veratrilico o MA*, respectivamente. Incluso oxida colorantes de @itencial redox, los cuales
so6lo son catalizados por la LiP en presencia dehaloveratrilico (Heinflinget al, 1998).

Estudios bioguimicos muestran la existencia deinimificion no competitiva entre la oxidacion
de Mrf'y los sustratos organicos, como colorantes depaitencial redox (Ruiz-Duenas al,
2007) e hidrocarburos arométicos (Waatgal, 2003). Estos resultados apoyan la idea de la
existencia de dos sitios de oxidacién con afinidadistintas, que no se ven afectados por la

presencia del sustrato alterno que acta comoiddriMartinezet al, 1996).
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Lacasa

La lacasa es una fenol oxidasa que cataliza laaokid de un amplio espectro de compuestos
fendlicos y aminas aromaticas utilizando el oxigenolecular como aceptor de electrones,
reduciéndolo a agua (Rodakiewicz-Nowak, 2000). aEstzima se encuentra ampliamente
distribuida en las plantas superiores, diversaseslae hongos y algunas bacterias (Gianfeeda
al., 1999). Todas las lacasas son glicoproteinasaeftiiares que poseen cuatro atomos de cobre
en su estado de oxidacion que les confieren unarambn azul (Gianfredat al, 1999). La
lacasa fangica (bencendiol:oxigeno oxidorreduct&s@, 1.10.3.2) es una enzima extracelular
producida por el micelio de basidiomicetos, ascetog y deuteromicetos, siendo los mejores

productores de esta enzima los hongos ligninofit{Ganfredaet al, 1998).

La lacasa cataliza la remocion de un electrén ynatdén de hidroxilos fendlicos o de grupos
amino aromaticos, para formar radicales libres X#ooy radicales amino, respectivamente
(Gianfredaet al, 1998). Esta enzima también reacciona con poliésng otros compuestos
arométicos derivados de la lignina, los cualesdpueser polimerizados o depolimerizados, 0
incluso actuar como mediadores redox de bajo pedecuoiar (Bourbonnaist al, 1995). La
lacasa en la presencia de un cosubstrato adiaomalmediador redox tales como, 2,2'-azinobis
(3- etilbencenotiazolin 6-sulfonato) (ABTS) o higioenzotriazol (HBT), degrada fenoles
relativamente recalcitrantes en un proceso oxidaitiwolucrando el mediador y el substrato
(Gianfredeet al, 1999, Rodakiewicz-Nowak, 2000).

El mediador mas ampliamente estudiado es el ABTiScampuesto aromatico sintético con
substituciones nitrogenadas (Bourbonnais y Paik@))1 El ABTS es oxidado por la lacasa a un
cation radical estable (ABTS: Aunque, la reaccion redox de ABTS y su radicah Isido

estudiados, el mecanismo de interaccion con lamenziomo mediador de la oxidacion de la
lignina es aun desconocido. Bourbonnais y Paic8Qjl®an demostrado que el ABTS actua

como un activador o co-oxidante de la enzima.

La utilizacion de sistemas mediador-lacasa es uternativa promisoria para procesos
biotecnologicos con aplicaciones ambientales. Eali@s, el blanqueo de la pulpa de papel
(Bourbonnaiset al, 1995), decoloracion de colorantes textiles y agidn de hidrocarburos

polinucleoaromaticos (Rodriguet al,, 1999).
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2.4.3 Evidencia de degradacién de pentaclorofemolhmngos de pudricion blanca

La degradacion de pentaclorofenol, ha sido estadjgat hongos de pudricion blanca, tanto en
medio liquido (Mileskiet al, 1988, Allemaret al, 1992, Choiet al, 2000, Choiet al, 2002,
Sedaratiet al, 2003) como en suelo (Lamar y Dietrich, 1990, Gketkal, 1997, Tuomelat al,
1999, McGrath y Singleton, 2000). Estudios realaplor Mileskiet al. (1998) demostraron que
Phanerochaete chrysosporiuem medio liquido, con un crecimiento previo, gsazade crecer y
mineralizar el PCF hasta concentraciones inferiar860 mg/L. No obstante, con una aplicacion
directa del contaminante al in6culo, una muy bajscentracion (4 mg/L) puede provocar efectos
letales para el hongo. Asi mismo, se ha demostgadola toxicidad de PCF en hongos de
pudricién blanca no tiene relacion con la concentradel contaminante en el agua, sino que
esta dada por la dosis quimica, expresada conazdm rentre la masa del quimico y la masa de
micelio (Allemanet al, 1992).

Sedaratiet al. (2003), estudiaron la degradacion de PCF (200Q.)mg/2,4-diclorofenol (2,4-
DCF) (3400 mg/L) en medio liquido cdrrametes versicoloen forma libre e inmovilizado en
nylon. En el medio con biomasa inmovilizada se wbtuna remocién de 85 y 70%, para 2,4-
DCF y PCF, respectivamente. Mientras que con bianibse, solo se obtuvo una remocion de
20% para 2,4-DCF y 12% para PCF, observandosenbosaensayos crecimiento del micelio,
siendo 23% mayor en el ensayo con biomasa inmau#iz

En ambos estudios se demostré que la cantidad agionen el medio influye en la degradacion
del contaminante. Sin embargo, el hongo a utikzade gran importancia al momento de aplicar
un proceso de biorremediacion, ya que cada unoeposecanismos diferentes para la
degradacion del contaminante, expresada principaémpor el tipo de enzimas ligninoliticas

expresadas (Rabinovidt al, 2004).

Si bien, la degradacion de PCF por hongos de padriblanca en medio liquido ha sido
ampliamente demostrado, en el suelo la degradasam proceso altamente complejo, donde
existen interacciones, tales como: adsorcion, msliracion y atrapamiento del contaminante en
los micro y nanoporos del suelo, o que determa&ibdisponibilidad del contaminante a la
accion fungica (Dec y Bollag, 1994). Asi mismo, @nsuelo existe una gran cantidad de
microorganismos saprofitos y la adicion de hongespddricién blanca requiere un efectivo

crecimiento para competir con la microflora autéetalel suelo (Canedt al, 2001). En este
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contexto, Okekeet al. (1997), estudiaron la degradacién de PCF en sestkril y no estéril
inoculado corLentinula edodesEn ambos suelos la extraccion de PCF al finaék#natamiento
(10 semanas) fue entre 35y 45%, de una concedriratdcial de 200 mg/kg, por lo que una gran
cantidad de PCF fue adsorbido a la fraccidn orgameidnorganica del suelo. De la fraccion
biodisponible al ataque fungico, removio un 99% BEIF en el suelo estéril, mientras que en
suelo no estéril sélo un 42%.

La degradacion de PCF en suelo ha sido realizaddipersos hongos los que han demostrado
diferentes capacidades para degradar el PCF. Adeces P. chrysosporiumP. sordida
Trametes versicolor,entre otros, han sido estudiados extensivamenteprecesos de
biorremediacion por su efectiva produccion de eagifigninoliticas y elevada tolerancia al PCF
(Lamar y Dietrich, 1990, Tuomelat al, 1999). Sin embargo, las condiciones ambientaéés d
suelo, tales como el pH, la microflora autoctonasdelo, el tipo de suelo, entre otras, no han

sido estudiadas en detalle, lo que podria serateigrportancia en la velocidad de degradacion.

2.4.4 Degradacion de pentaclorofenol: productogimtedios y reacciones involucradas

La transformacion de clorofenoles por basidiomisgitoduce una elevada mineralizacion (50-
70%) (Valli y Gold, 1991, Leontievskgt al, 2000, Reddy y Gold, 2000). En la Figura 2.3 se
presenta el primer paso de la oxidacion de clomésncon la formacion deara-quinona y la
consecuente liberacion de un atomo de cloro. Er @sbceso participan las enzimas
extracelulares lacasa y peroxidasas, y la declimaes causada por la insercién de uno o dos
grupos OH en el anillo en la posicion donde el @ala cloro es liberado (Gianfreda y Bollag,
2002).

Las variadas reacciones durante la degradacioriodefenoles generan diversos productos e
intermediarios. El primer paso es catalizado psrelazimas extracelulares, seguida por la accion
de otras enzimas y por la presencia de factorégieds. En esta materia, Dec y Bollag (1994),

han demostrado que hay factores abiéticos, tale® cta degradacion fotoquimica que también

provocan la dehalogenacion.
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Figura 2.4. Esquema hipotético para la oxidaciog,de-triclorofenol (R=H) y PCF (R=CI) por
peroxidasas y lacasa (deJong y Field, 1997)

Durante la degradacion de PCF se generan muchosnteasiediarios que en el proceso de
degradacion de tetra-, tri-, di- y mono- clorofe@sylproducto de la elevada resistencia del PCF a
la biodegradacion, la que esta dada por el maymeniide substituciones de atomos de cloro en
el anillo aromatico (Janik y Wolf, 1992). Por otarte, otros estudios (Dec y Bollag, 1990,
Rodakiewicz-Nowak, 2000) han demostrado que losofdaoles con substituciones de cloro en
la posicionmeta son menos metabolizables por enzimas fungicasalyablemente mas toxico),

que en posicidnrto- y para-.
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Diversas reacciones se realizan por las diferemtesmas involucradas en la degradacion de

clorofenoles, tales como, oxidacion, hidroxilacignetilacion y reduccion, generando poli-
hidroxibenceno, el que es mineralizado a,§agua (D'Angelo y Reddy, 2000, Zouatial,

2002). Reddy y Gold (2000), propusieron una videgradacion para PCF per chrysosporium

(Figura 2.4 y Tabla 2.2).
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Figura 2.5. Via propuesta para la degradacion deé p& P. chrysosporium(Reddy y Gold,

2000)
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Tabla 2.2. Compuestos intermedios de la degradat@6RCF poiP. chrysosporium{Reddy y
Gold, 2000)

Simbologia Compuesto

I Pentaclorofenol
Il Tetraclorobenzoquinona
1l Tertaclorodihidroxibenceno

\Y] Pentacloroanisol

V 2,3,5-tricloro-1,4-dihidroxibenceno
VI Tricloro-1,2,4-trihidroxibenceno
Vi Diclorotrihidroxibenceno

VI 5-cloro-1,2,4-trihidroxibeceno

IX Tetracloro-1,4-dimetoxibenceno

X Tetracloro-4-metoxifenol

Xl 2,5-dicloro-1,4 dihidroxibenceno
Xl 2,3,5-tricloro-4-metoxifenol

Xl 2,2,5-tricloro-1,4-dimethoxibenceno
XV 2-cloro-1,4-dihidroxibenceno

XV 2,5-dicloro-1,4-dimethoxibenceno
XVI 2,5-dicloro-4-metoxifenol

XVII 2,5-dicloro-1,3,4-trihidroxibenceno
XVII 1,2,4-trihidroxibenceno

Los multiples pasos del proceso de degradacionGie Ricluye una dehalogenacion oxidativa
catalizada por LiP o MnP (con la formacion de wtw@benzoquinona 1) y diversas etapas de
dehalogenacion reductiva. Este proceso ocurre solEndurante el metabolismo secundario de
los hongos y los siguientes procesos de degradacitncaracteristicos para el metabolismo
fungico primario y secundario. Como resultado de,esl tetraclorobenzoquinona es degradado
por dos vias paralelas con un intermediario contmarEn la primera via, este es reducido a

tetraclorohidroxibenceno (lll), donde se pierdendaatro atomos de cloro en el transcurso de las
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siguientes reducciones, formando 1,4-benzoquinoRasteriormente, una reaccion de
hidroxilacion genera 1,2,4-trihidroxibenceno (XVIIEn la segunda, se produce la conversion de
tetraclorobenzoquinona (enzimatica o no enzimatedyicloro-1,2,4-trihidroxibenceno (VI),
compuesto que en reacciones de reduccion, pieslétlmmos de cloro hasta formar 1,2,4-
trinidroxibenceno, el producto aromatico final debas vias metabdlica. Este producto a su vez
es metabolizado a dioxido de carbono, desarrolgenda completa mineralizacion del PCF
(Reddy y Gold, 2000).

Respecto a la fraccion remanente de PCF que nanesatizado, diversos autores (Dec y Bollag,

1994, RuttimannJohnson y Lamar, 1997, DiVincen&pwrks, 2001), han demostrado que en el
suelo esto se atribuye a la adsorcién y/o polimerin del PCF a la fraccidon organica e

inorganica del suelo, lo que impide la completaeratizacion del contaminante, incluso cuando
el PCF es dehalogenado.

O. Rubilar, M.C. Diez, L. Gianfreda. (2007). Transformation of chlorinated phenolic compoundswiyjte rot
fungi: A Review. Enzyme and Microbial Technolog\EBT 241220. In press.

Biorremediacion de suelos contaminados con pemtielool (PCF) por hongos de pudricion blanca 25



Capitulo 3. Produccién de enzimas ligninoliticas bongos de pudricién blanca, aislados de bosqueekal
Araucania y su potencial para la remocién de pelotatenol

CAPITULO 3

PRODUCCION DE ENZIMAS LIGNINOLITICAS POR HONGOS DE PUDRICION
BLANCA, AISLADOS DE BOSQUES DE LA REGION DE LA ARAU CANIA Y SU
POTENCIAL PARA LA REMOCION DE PENTACLOROFENOL

RESUMEN

Los hongos de pudricién blanca se caracterizanppseer un sistema enzimatico ligninolitico
extracelular capaz de degradar una amplia varieidadompuestos organicos persistentes. En
base a esto, se utilizaron 9 hongos de pudrici@ncal provenientes de bosques de la region de
La Araucania, los que fueron evaluados y selecdmman relacion a su potencial para remover
PCF en medio liquido. Se realizaron ensayos pdexcenar cepas fungicas en base a su
potencial ligninolitico, mediante pruebas enzimegien medio sdlido con Poly R-478 y ABTS.
Posteriormente, las cepas seleccionadas fueronaglzs en relacion al efecto de la fuente de
carbono (glucosa y celulosa, ambas fuentes de otvacen 10g/L) y la concentracion de
nitrogeno (tartrato de amonio 0,2 y 1,2 g/L) emtaduccion de enzimas ligninoliticas (MnP,
LiP, lacasa y VP) y se evaluo indirectamente ettefee diferentes concentraciones de PCF (0O,
10, 20, 40 y 50 mg/L) sobre la capacidad de logbsipara degradar Poly R-478. Finalmente, la
cepa con mayor capacidad degradativa fue evaluadarpmover PCF, mediante una etapa de
acondicionamiento a una concentracion de 50 mgdL,qlle en una segunda etapa fue
incrementada a 100 mg/L, evaluandose también proeéso de remocion el efecto de aireacion
intermitente. Se utilizO Phanerochaete chrysoporiuntomo cepa control para efectos

comparativos.

De las cepas utilizadasnthracophyllum discolor, Inonotusp. yStereum hirsutumfueron las
gue presentaron mayor potencial ligninolitico. Eldi de mayor produccion enzimatica fue el
constituido con glucosa y la menor concentraciomittégeno, siend@. discolorla cepa con
mayor actividad ligninolitica. En cuanto a la degeidén de Poly R-478 con PCk, discolorfue
el hongo que mostré mayor capacidad degradatiwmdsi afectada su capacidad por una

concentracion de 50 mg/L.

La remocion de PCF fue realizada @rdiscolory fue mayor a 90 mg PCF/L en total en las dos

etapas de adicion de PCF, donde la aireacion iitara solamente provocé un metabolismo
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mas rapido en el hongo. En este proceso, la aatlvethzimatica ligninolitica fue afectada por
adicion de PCF, lo que sugiere la presencia des otecanismos enzimaticos y/o fisico-quimicos

gue participan en el proceso de remocion.

Biorremediacion de suelos contaminados con pentielool (PCF) por hongos de pudricién blanca 27



Capitulo 3. Produccién de enzimas ligninoliticas bongos de pudricién blanca, aislados de bosqueekal
Araucania y su potencial para la remocién de pelotatenol

3.1 INTRODUCCION

Los hongos de pudricion blanca son organismos midos por su capacidad para metabolizar
una gran diversidad de compuestos organicos, iaollty el PCFPhanerochaete chrysosporium
(Reddy y Gold, 2000, Zouaet al, 2002) yTrametes versicolofAllemanet al, 1992, Sedarati
et al, 2003) han sido los hongos mas estudiados endgeadigcion de PCF, por ser cepas de
comportamiento reproducible, rapido crecimientoltgraente eficientes en la degradacion de
compuestos toxicos. Sin embargo, actualmente disegstudios (Satet al, 2002, Levinet al,
2004, Walteret al, 2004) han sido orientados a encontrar y evalugvas cepas fungicas
provenientes de diferentes lugares, con el objetigoser aplicadas directamernite situ, en
procesos de depuracion de aguas y biorremediacg&rsuglos contaminados, donde las
condiciones ambientales, no seria un factor infitggeen el crecimiento ni en la activacion
enzimatica de estos hongos. Ademas, estas nuepas pedrian demostrar un mayor potencial

en procesos de degradacion de compuestos orgdoaristentes.

El uso de estos hongos en la biorremediacion dasagusuelos contaminados requiere la
determinacion de las condiciones mas adecuadaspaecimiento y activacion del sistema
ligninolitico en un medio que no corresponde corh&bitat natural. Por ejemplo, una de estas
condiciones esta relacionada con el nivel de réimdgdel medio de cultivo. Leatham y Kirk

(1983), observaron que un bajo nivel de nitrégestimella el crecimiento de los hongos de
pudricion blanca, lo que concuerda con el bajo Inike nitrogeno que posee la madera. Asi
mismo, la aireacion en el medio de cultivo estimallsistema ligninolitico y por tanto aumenta la
capacidad degradativa de los hongos de pudriceimchl (Rothschilét al, 1999).

Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue deitesr el potencial ligninolitico y el efecto de
diferentes condiciones de cultivo sobre la actididanzimatica ligninolitica de hongos de
pudricion blanca aislados de bosques de la reggdhad Araucania. Seleccionar y evaluar un
hongo de pudricion blanca como potencial indcul@pBegradar PCF y determinar el rol de las

enzimas ligninoliticas sobre el proceso degradativo
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3. 2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 Compuestos quimicos

Se utilizd6 pentaclorofenol Aldrich, 98% de pure&, que se prepar6 a una disolucion
concentrada de 2000 mg/L en NaOH 0,5 N. Se coloaindrasco ambar protegido de la luz y se
mantuvo a una temperatura de 4°C. A partir dedalaicion concentrada se adicioné a los medios

de cultivo liquidos segun los requerimientos deceatracion de PCF de cada experimento.

3.2.2 Microorganismos y medios de cultivo

Hongos de pudricion blanca

Se utilizaron 9 cepas fangicas, aisladas de bosdeel region de La Araucania de Chile.
Ademas, se utilizo el hongo de coleccBimanerochaetehrysosporiumCECT-2798, como cepa
control para efectos comparativos. Todas las cepa®nservaron en tubos inclinados a 4°C con

el medio descrito en la Tabla 3.1, esterilizadaetoclave por 20 minutos a 121°C.

Tabla 3.1. Medio de cultivo para la conservaciomaegos de pudricion blanca

Composicién del medio (Cantidad para 1 L)

Agar 159 KHBPO, 10g
Glucosa 209 MgS£x 5H,O 0,59
Peptona 5049 pH 55

Extracto de levadura 2,09

Cultivo de mantenimiento

A partir de los tubos de conservacion, se tomoparge del micelio y se colocé en el centro de
una placa de Petri, con el medio descrito en ldalral2 (esterilizado en autoclave por 20 min a
121°C), la que fue incubada a 25°C durante 7 diasgp se mantuvieron a 4°C por no mas de 7

dias para ser usadas.
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Tabla 3.2. Medio de mantenimiento agar extractanddta (AEM) para hongos de pudricion
blanca

Composicién del medio (Cantidad para 1L)

Agar 159 Extracto de malta 3,59
Glucosa 159 pH 55

3.2.3 Ensayos realizados a hongos de pudricion blamnaislados de bosques de la region de
La Araucania

Seleccion de hongos de pudricién blanca con poaéfighinoliticos

Para seleccionar cepas enzimaticamente activasakzaron ensayos de decoloracion de Poly R-
478 y coloracion de 2,2’-azino-bis(3-etilbenzoti@z®- 4cido sulfénico) (ABTS) (Calbiochem).

Se utiliz6 medio de cultivo con ABTS para determimaalitativamente enzimas oxidasas
(lacasa) en las cepas fungicas (Bourbonnais yePa888, Hofrichter y Fritsche, 1996), descrito
en la Tabla 3.3 y con Poly R-478 para determinameas peroxidasas (MnP y LiP) (Lewtal,
2004), descrito en la Tabla 3.4. Los ensayos fuezalizados en placas de Petri, las que fueron
inoculadas con un trozo de agar de 6 mm provenaias placas con los hongos en cultivo de
mantenimiento. Las placas fueron incubadas a 26°Gseuridad y se evalud periédicamente el
halo de coloracion verde del ABTS y la decoloraadienvioleta a amarillo del Poly R-478 en

agar, por un periodo de 14 dias.

Tabla 3.3. Medio para la determinacion de oxidélsaasa) de hongos de pudricién blanca

Composiciéon del medio (Cantidad para 1L)

Glucosa 10g Tartrato de amonio 0,29
KH,PO, 209 ABTS 0,29
MgSO, x 7TH,O 0,59 Agar 229
CaChx 2 H,O 0,19 pH 55
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Tabla 3.4. Medio para la determinacion de peroxsg®nP y LiP) de hongos de pudricién

blanca

Composicién del medio (Cantidad para 1L)

Agar 159 Extracto de malta 3,59
Glucosa 159 pH 55
Poly R-478 0,29

Efecto de la fuente de carbono y concentracion ittégeno sobre la produccion enziméatica

ligninolitica de las cepas nativas.

Las cepas fungicas con mayor potencial ligninaitszleccionadas del ensayo anterioP.y
chrysosporium se llevaron a medio de cultivo liquido para detear cuantitativamente la
produccién enzimatica (MnP, LiP, lacasa y VP). 8kzG como base el medio de cultivo Kirk
modificado, descrito en la Tabla 3.5 (Tien y Kirk988). Para evaluar el efecto de la
concentracion de nitrégeno, se evalué como primsayo la produccion enzimatica en el medio
Kirk, compuesto por glucosa como fuente de carbpoma concentracion de nitrogeno de 0,2
g/L de tartrato de amonio (Ny luego se evaluo el efecto de una concentrad@®i,2 g/L de
tartrato de amonio (). Posteriormente, se evaluo el efecto de la fugatearbono, en el cual se
reemplazo la glucosa por 10 g/L de carboximetilosi y también se evalud el efecto de dos
concentracion de nitrégeno en el medig YN,).

El inoculo se preparé a partir de los cultivos dentanimiento, transfiriéndose 6 trozos de agar
de 6 mm de didmetro a un matraz Erlenmeyer de 306am 150 mL de medio de cultivo. Todos
los medios de cultivos fueron incubados duranteliéS en un agitador orbital a 125 rpm y a

25°C en oscuridad.

En cada uno de los medios, se determind periodicmia actividad lacasa, manganeso
peroxidasa (MnP), lignina peroxidasa (LiP), vetspéroxidasa (PV) y consumo de glucosa,

durante un periodo de 15 dias.
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Tabla 3.5. Medio de cultivo Kirk modificado paranigos de pudricién blanca

Composicién del medio (Cantidad para 1L)

Glucosa 10g Cagl 01g
Tartrato de amonio 0,29 Acetato de sodio 3,39
KH.PO, 209 Elementos trazas 10 mL
MgSOy x 5SHO 0,59 Tween 80 (al 10%) 5,0 mL
pH 4,5

Elementos traza (Cantidad para 1 L)

MgSQO, 3,09 ZnSQx 7H0O 0,19
MnSO, 0,59 CuS@ 0,19
NacCl 109 HBO, 0,01g
FeSQ x 7TH,O 019 NaMoO, x 2H,0 0,019
CoCbh 01lg AIK(SQ); x 12H,0 0,01¢g

Efecto de la concentracion de PCF en la velocidadiecoloracion del colorante Poly R-478

Se evalud el efecto de la concentracion de PCFR efe¢oloracion del colorante Poly R-478 a
poliantraquinona por accion fungica, de acuerda anétodologia descrita por Valengh al.
(2006), con algunas modificaciones. Las cepaszatlis en este experimento fueron las que
presentaron un mayor potencial ligninolitico, lasnmras que fueron usadas en el ensayo anterior.
Se utiliz6 el medio de cultivo liquido con fuente carbono y concentracion de nitrégeno en el
cual las cepas fungicas presentaron una mayor gecamuenzimatica ligninolitica.

Los ensayos fueron realizados en matraces Erlennmueydd00 mL con 40 mL de medio de
cultivo. Los matraces fueron inoculados con 2 disde agar (6 mm cada uno) e incubados
durante 5 dias en un agitador orbital a 125 rpm2p%C en oscuridad. Posteriormente, a los
medios de cultivos se les adiciono 0,2 g/L de Poli78 y 0, 10, 20, 40 6 50 mg/L de PCF.

La velocidad de decoloracion fue determinada camporcentaje de reduccion de la razén de la
absorbancia a 520 y 350 nm en comparacion conl@acte en el control abidtico (sin hongo)
(Valentin et al, 2006). Para la determinacion de la absorbaneigommé 0,2 mL de la muestra

centrifugada (10.000 rpm por 10 min), la que fuaida con 0,8 mL de agua destilada y medida

Biorremediacion de suelos contaminados con pentielool (PCF) por hongos de pudricién blanca 32



Capitulo 3. Produccién de enzimas ligninoliticas bongos de pudricién blanca, aislados de bosqueekal
Araucania y su potencial para la remocién de pelotatenol

espectrofotométricamente en una cubeta de 1 mL.

Remocion de PCF por hongos de pudricion blanca

El estudio cinético de remocion de PCF fue reatizadn la cepa que presentdé una mayor
decoloracion de Poly R-478 con PCHPhanerochaete chrysosporiu@ECT-2798, utilizada

como cepa control.

Se utilizé el mismo medio de cultivo del experingeanterior, el que se inoculo con 6 discos de
agar de 6 mm en un matraz de 500 mL con 150 mLeatiade cultivo y se mantuvo por 5 dias
en un agitador orbital a 125 rpm y a 25°C en odedriPosteriormente, al medio se adicion6é PCF
en dos etapas. En la primera etapa se adicion6aP@Iedio para obtener una concentracion de
aproximadamente 50 mg/L. Posteriormente, una vezsquobtuvo una remocion superior al 90%
del contaminante, se agregd nuevamente PCF hattaeohina concentracion aproximada de
100 mg/L. Los ensayos fueron realizado sin airgagi@on aireacion intermitente (1,5 L/h de
aire estéril por 2 minuto diario). Se realizaromtcoles abidticos para cada uno de los ensayos

realizados.

Durante seis semanas se analizo: la remocion dedBlGRedio; la adsorcion del compuesto en el
micelio, la actividad enzimética ligninolitica (MnBP, lacasa y VP), el consumo de glucosay el

nivel proteasas.

3.2.3 Metodologia analitica
Determinacion de actividad ligninolitica

La actividad enzimatica de las enzimas MnP, LiP,WRcasa fue determinada a 30°C en un
espectrofotdmetro Spectronic Genesys 2PC. La nauestraida de los medios de cultivo fue
previamente centrifugada por 10 min a 5.000 rprrencentrifuga refrigerada Ependorff 5408-
R. La unidad de actividad (U) se definié como la adadide enzima necesaria para transformar 1

umol de sustrato por minuto.

Actividad MnP, lacasa y V(F-ueron determinadas a partir de la oxidacioncdehpuesto 2,6-
dimetoxifenol (2,6-DMP) para producir el dimero nlado cerilignona. Esta reaccion se

determiné a 468 nm. La actividad lacasa fue reddizn la mezcla de reaccion que contiene 200
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uL de malonato de sodio (250 mM, pH 4,5), 80de 2,6-DMP (20 mM) y 60QL de muestra.

La actividad MnP se determin0 a partir de la misnezcla de reaccion, a la que se adiciono 50
uL de Mrf* (20 mM), fue iniciada por la adicién de 10D de HO, (4 mM) y corregida por la
actividad lacasa.

La actividad VP fue determinada en la mezcla deciéa conteniendo 200L de malonato de
sodio (250 mM, pH 4,5), 50L de 2,6-DMP (20 mM), 1 mM de EDTA y 550 de muestra, en
un volumen total de 1 mL. La reaccidn fue iniciada 100uL de HO, (4 mM) y corregida por
la actividad lacasa.

La actividad MnP es expresada como combinacioragetividad MnP-VP menos la actividad
VP. El coeficiente de extincién molar fue de 49.006cm™ (Wariishiet al, 1992, deJongt al,
1994).

Actividad LiP:Se midi6 mediante la oxidacion de alcohol verawik aldehido veratrilico a 310
nm. La mezcla de reaccion contiene 200de tartrato de sodio (250 mM, pH 3,0), 200 de
alcohol veratrilico (10 mM) y 500QL de muestra. La reaccion se inicia con la adiciéri00uL
de HO, (4 mM). El coeficiente de extincion molar fue d6@ M'cm™ (Tien y Kirk, 1988).

Determinacion de concentracion de glucosa y canesiicelulosa

La determinacion se basa en la reaccion de azusangtes, oligosacaridos, polisacaridos y sus
derivados, incluyendo los metil éteres con fend@lcido sulfarico concentrado, lo que genera
coloracion amarilla. La reaccion es sensible gl#st Limite maximo de deteccion es de 0,1 g/L
(Duboiset al, 1956).

Procedimiento Se agrego a un tubo de ensayo gD@e solucion de fenol al 5% p/v y 40Q de
muestra previamente filtrada por filtro de 0456 de tamafio de poro. Posteriormente, se agrego 2
mL de acido sulfurico concentrado (se agreg6 ektealreactivo en el centro del tubo para
lograr una buena mezcla de la solucion). Se maervilos tubos sin mover por un periodo de
10 min y luego se agitd en un vortex hasta homagemiompletamente la muestra. Finalmente,
se mantuvieron los tubos en un bafio termorregulad°C por un periodo de 20 minutos y se
leyé la absorbancia en un espectrofotometro a 498 la concentracion de glucosa y

carboximetilcelulosa en la muestra se obtuvo deutsa de calibraciéon realizada con diferentes
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concentraciones de glucosa y carboximetilcelulosa.

Determinaciéon de PCF adsorbido en micelio

Para evaluar el contenido de PCF adsorbido a ladsa fungica, se filtrd (por 0,48n) todo el
medio de cultivo una vez finalizado el ensayo dgra#acion de PCF. Posteriormente, el filtro
fue doblado de modo de mantener toda la biomasa értterior y fue transferido a un sistema de
extraccion Soxhlet con 100 mL de n-hexano. La extém de PCF se realizé a 80°C por 8 horas
(Soto-Cordobat al, 2001).

Peso seco de biomasa

Se tomo todo el medio de cultivo sobrante al faellensayo, se filtré por papel filtro de tamafio
de poro 0,45um y se seco a 105°C hasta peso constante. La ¢awén de biomasa fue

determinada como peso seco de biomasa por litnoedigo de cultivo.

Determinacion de concentracion de proteasas

La actividad proteasa (EC 3.4.24) foeantificado usando substrato azocaseina sulfardami
(Rowley y Bull, 1977). La azocaseina es una pratgimmicamente modificada, preparguta
adicion de grupos de sulfanilamida a azocaseinguéaes covalentemente ligada a péptidos.
Cuando la azocaseina esta sujeta a la accion [ptictgolos péptidos y aminoacidos son
liberados de la cadena, resultando una coloracadania en la solucion. Cuando mayor es la

actividad proteasa mas intenso es el color enlizigo.

El ensayo para la determinacion de proteasas asta jpbr la siguiente secuencia: 280de
muestra de sobrenadante previamente centrifugeglo® rpm por 10 min, se adiciond sobre
igual volumen de soluciébn de Azocaseina (SulfandamAzocaseina, Sigma, 2,5 g/L). En
paralelo se realizé un blanco de la muestra reeraptho el volumen de solucién de Azocaseina
por igual volumen de agua destilada. Se preparthasieun ensayo correspondiente al blanco
para la determinacién del cero en el espectrofdi@ren el cual se reemplaza el volumen de
muestra y el volumen de solucion de Azocaseinaiguales volimenes de agua destilada.
También se prepararon dos patrones que present gl 100% de accion de la enzima. En

estos se reemplazo el volumen de muestra por vgliainen de agua de destilada. La incubacion
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de la reaccidn tiene lugar por 20 min a 37°C. Piosteente, la reaccion se detuvo con la adicion
de 1000uL de acido tricloroacético 2 M. El ensayo correspente al blanco general y el que
representa el 0% también consideraron la adicibmigmo volumen de &cido. El ensayo para el
100% reemplaza el volumen de acido por igual volughe agua destilada. Finalmente, después
de la adicion de acido las muestras fueron cegatas por 10 min a 13.000 rpm. La absorbancia

de la muestra se ley6 a 400 nm.

La actividad de la enzima fue expresada por U/ktg dada por:

U/L:[(A muestrat Ablco muestr}*2,5 - AO%]/A 100%

Cuantificacion de PCF por HPLC

Para la determinacion de la concentracion de plentdenol, la muestra extraida de los medios
de cultivos fue previamente filtrada por una meméarae tamafio de poro de 0,2 pm. La
concentracion de PCF se determiné por cromatodfgtima de alta presicion (HPLC) utilizando

un equipo con bomba Merck-Hitachi modelo L-7100pp&do a un inyector de Rheodyne,
modelo 7725i con un loop de inyeccion de 20 uL.columna utilizada fue de fase reversa
Lichrophere 60RP select B (5 um), 250 mm de lowigitdd mm de didmetro. El flujo del sistema
fue mantenido en 1 mL/min y la deteccién se reat@d un detector de arreglo de diodo Merck-
Hitachi modelo L-7455. La deteccion fue realizadda1® nm. La fase movil consistié en una

mezcla acetonitrilo-acido fosforico acuoso (1%)eercla 1:1.

Analisis estadistico

El efecto de diferentes concentraciones sobredaldecion del colorante Poly R-478 por accion
de las especies fungicas fue evaluado por andisigarianza (ANOVA). Para ello se aplico el
test de Duncan (p<0,05%). Para los ensayos de i@mde PCF se determiné el coeficiente de
correlacion de Pearson entre la actividad enzimatida remocion de PCF. La significancia

estadistica fue del 95% de nivel de confianza.
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3.3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1 Seleccion de hongos de pudricion blanca coatencial ligninolitico

Los hongos de pudricion blanca fueron evaluadaglewion a su potencial ligninolitico, frente al
colorante Poly R- 478, donde se expresa principaienia actividad de peroxidasas (de Koéer
al., 2000, Levinet al, 2004) por decoloracion del agar de violeta a dimay en medio
conteniendo ABTS, sustrato que actla como mediadaiméatico y que permite realizar un
rapido screeningde cepas fungicas productoras de enzimas oxidativaacelulares (lacasa),

mediante una coloracién verde del agar (BourbonnRigice, 1988, Hofrichter y Fritsche, 1996).

Se evaluaron nueve cepas (Tabla 3.6). Todas paesantrecimiento en agar con Poly R-478 y
ABTS. Sin embargo, sélo ocho mostraron potencgaditiolitico, frente a una o ambas pruebas
enzimaticas utilizadas. Las cepas con mayor retpfigsronAnthracophyllum discoloiStereum
hirsutume Inonotussp. (Tabla 3.6), siendA. discolorel hongo que presentdé mayor potencial
ligninolitico, demostrando una decoloraciéon del %0@de la placa con Poly R-478 y una
coloracion entre 50 y 75% aproximadamente del medioABTS, a los 14 dias de incubacion
(Figura 3.1).

Tabla 3.6 Decoloracion de Poly R-478 y coloracién de ABTS;, Ipengos de pudricion blanca

Cepas Medio conPoly R- 478 Medio con ABTS
(decoloracion) (coloracion)

Anthracophyllum discolor ++++ +++
Clitocybe pleurotus +++ ++
Galerina patagonica ++ +++
Ganoderma aplanatum 0 +++
Inonotussp. +++ +++
Pholiota espumosa + ++
Plectania chilensis 0 +++
Schizophyllum commune 0 0
Stereum hirsutum +++ +++
Phanerochaete +++ 0

chrysosporium
Escala de decoloracion y coloracién medida a lodiad de cultivo. +: diametro de la zona decolomda
colorada >1 mm %22 mm, ++: didmetro >22 mm<45 mm, +++: didmetro >45 mm<67 mm, ++++:
diametro >67 mm ¥90 mm y 0: no presenta efecto
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Figura 3.1.Anthracophyllum discolgr(a) en medio con Poly R-478, (b) medio con AB{iSla

izquierda placa control sin inocular, a la derggla@a inoculada con el hongo)

Por otra parteP. chrysosporiumespecie ampliamente estudiada por su elevada idagac
degradativa frente a compuestos fendlicos clora@®asddy et al, 1998, Manimekalai y
Swaminathan, 2000, Reddy y Gold, 2000, G¥aal, 2002, Zouaret al, 2002), demostré efecto
s6lo sobre el colorante Poly R-478, lo goecuerda con lo demostrado por Reddy y Gold (2000)
y Novotnyet al. (2004), quienes sefialan que este hongo sélo paesetividad peroxidasa. Sin
embargo, Srinivasagt al. (1995) y Eichlerovét al. (2005) demostraron € chrysosporiumlia

presencia de la enzima lacasa, siendo afectada fagente de carbono y nitrégeno.

3.3.2 Efecto de la fuente de carbono y concentracidde nitrégeno sobre la produccién

enzimatica ligninolitica de las cepas aisladas de@$ques de la region de La Araucania

Con el objetivo de evaluar el efecto de las condies de cultivo sobre la actividad ligninolitica,
los hongos de pudricion blancd. discolor, S. hirsutum e Inonotus sp., previamente
seleccionadas de pruebas enziméticas en placasnfeealuadas cuantitativamente en relacion a

la produccion de las enzimas lacasa, MnP, LiP y VP.

En una primera etapa del ensayo, se evalu6 la peauenzimatica en medio de cultivo liquido
con fuente de carbono glucosa (10 g/L) y con dos@atraciones de nitrogenoN,2 g/L y N

1,2 g/L tartrato de amonio), correspondiente aretecion C/N de 12 y 120. En ambos medios de
cultivo la actividad ligninolitica de los hongosefafectada por la concentracion de nitrégeno
(Tabla 3.7). En el medio con la mas baja conceidtnage observo la mayor actividad, expresada
por A. discolor principalmente de MnP y LiP con 146,4 + 8,1 U/L192,2 + 4,6 U/L,
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respectivamente, mientras que en el medio de outtim una mayor concentracion de nitrdgeno

la actividad MnP y LiP se redujo en un 48 y 81%pestivamente (Tabla 3.7).

Tabla 3.7. Méxima actividad enzimatica ligninokiti@J/L + D.S.) de hongos de pudricién blanca
en medio de cultivo con glucosa como fuente deorarl{10 g/L) con 0,2 g/L (Ny con 1,2 g/L
(N2) concentracion de tartrato de amonio. NUumerosegpdiréntesis indican el dia de maxima

actividad enziméatica

Enzima  Stereum hirsutum Inonotgp. Anthracophyllum Phanerochaete
discolor chrysosporium
N, N, N; N, Ny N, Ny N,
Lacasa 0,601 108+10 2904 46+03 52+01 4,603 0 0
(15) (12) €) (10) 8 (10)

MnP  08%01 91%03 252+06 12+05 1464+81 760+46 6,0+03 13%0,3
®) (10) ®) 11) ®) ®) 9) (10)

LP  473+3,0 333+15 151+30 18+15 1022+4,6 194+30 548+4,6 29,046
(6) 4) ©) ®) (8) ®) (8) (12)

VP 1,5+02 08%01 21%+02 04%01 133+17 04%01 03+01 05201
(15) (15) (15) ©) (10) ©) (6) (10)

ParaP. chrysosporiunmo se observé actividad lacasa en ambos mediosltios y la actividad

de las enzimas VP y MnP se expreso en muy bajagntmaciones. No obstante, la enzima LiP
presentd una maxima actividad de 54,9 £ 4,6 U/DY2 4,6 U/L en el medio de cultivo con N

y N, respectivamente (Tabla 3.7). Diversos estudidsmyvaleet al, 1992, Wuet al, 2005), han
demostrado quP. chrysosporiumbajo condiciones limitantes de nitrogeno prodasednzimas
MnP y LiP. Sin embargo, Yat al. (2006) demostraron gu& chrysosporiunen medio de cultivo
liquido con bajo contenido de nitrégeno, expredansente actividad MnP, mientras que en
medio con alto contenido de nitrogeno, expresaalmaada actividad LiP y baja actividad MnP.
En este contexto, diversos estudios (Venkatadrirvynd, 1990, Lopezet al, 2002), han
demostrado que no solamente la fuente de carbémooncentracién de nitrégeno en el medio de
cultivo, afecta la produccion enzimatica ligniniclt, sino que existen otras condiciones, tales
como: la agitacion, aireacion, temperatura, indesto entre otras, que también afectan la
produccién enzimatica. En esta materia, la tempexags un importante factor a considerar. Al
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respecto, Dosorett al. (1990), demostraron que en un periodo de 10 Biashrysosporiunes
capaz de producir una concentracion maxima de 180de la enzima LiP, bajo las mismas
condiciones de cultivo evaluadas en este estudicerSbargo, las temperaturas de incubacioén fue
de 37°C, mientras que en esta investigacion la destyra fue de 25°C, lo que afecto
considerablemente la produccion enzimatica de cegga. La temperatura de 25°C fue aplicada
considerando una temperatura mas cercana a la dmmie fueron recolectados los hongos.

Ademas, de tener una mayor factibilidad de apl@apiara la biorremediacion de suelos.

El efecto de la fuente de carbono sobre la prodacenzimatica ligninolitica se evalué en medio
de cultivo con carboximetilcelulosa como fuente csrbono (10 g/L), bajo las mismas
concentraciones de nitrogeno;(W N,). En este medio de cultivo la actividad ligninicht se
detectd predominantemente en el medio con el memtenido de nitrégeno (N la excepcion

se presentd coBtereum hirsutunen la actividad de la enzima LiP (Tabla 3.8). barto a la
mayor produccion enzimatica ligninolitica, fue pnemda en el medio de cultivo cAndiscolot

Sin embargo, los niveles de actividad fueron meaqree en el medio con glucosa como fuente

de carbono.

Tabla 3.8. Maxima actividad enzimatica ligninokiti@J/L + D.S.) de hongos de pudricién blanca
en medio de cultivo con carboximetilcelulosa comentte de carbono (10 g/L) con 0,2 g/LXM
con 1,2 g/L (N) concentracion de tartrato de amonio. NUmerosgraréntesis indican el dia de

maxima actividad enzimatica

Enzima  Stereum hirsutum Inonotsp. Anthracophyllum Phanerochaete
discolor chrysosporium

N, N, N N, N N, Ny N,

L acasa 040,01 02+01 0701 10+01 6001 0401 0 0

12) ) @) ©) (12) 8)
0501 1,701 37%02 2002 589+24 240+14 05%01 0,2+0,01

MnP
(8) (12) (15) (10) (12) (12) (12) (15)
Lip 16,1+15 323+30 839+91 183+15 323+30 129+0,1 323+3,0 8,6+0,01
i
(8) (12) (7) (3 9) (15) (12) (8)
P 0,2+0,1 0,7+0,1 0,9+0,1 1,0+0,1 4,4+0,5 1,3+04 0,2+0,01 0,1+0,01

(15) (15) 9) (10) (15) (15) (15) (8)
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En la Figura 3.2, se muestra como ejemplo la azt/enzimatica ligninolitica d&. discolorcon
ambas fuentes de carbono y con las dos concemescide nitrégeno. Se observa una mayor
produccién enzimatica en los medios de cultivoizadhs con glucosa como fuente de carbono,
siendo afectadas por la concentracion de nitrog@ntividades similares fueron obtenidas con

todos las cepas fungicas evaluadas (Ver Anexo &iguk,2,3).
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Figura 3.2. Actividad enzimatica ligninolitica de discoloren cultivo con glucosa con;NO,2
g/L de tartrato de amonio) (a) . [,2 g/L de tartrato de amonio) (b), y con carbcetifoelulosa
con N (¢) y N; (d). Simbologia® MnP,o LiP, A Lacasa y x VP
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Los resultados de produccion enzimatica concuerdan el consumo de glucosa y
carboximetilcelulosa. En el medio de cultivo ddndiscolor la maxima actividad enzimatica en

el medio con glucosa con la menor y mayor conceidtnade nitrdgeno, fue a los 8 y 10 dias,
respectivamente, correspondiente al completo coosdm glucosa, con una velocidad de
consumo de aproximadamente 1,1 g/L d, para ambaBatones de aireacion. Para el medio con
carboximetilcelulosa a los 15 dias de incubacidrolacentracion fue de aproximadamente 1 g/L
(Figura 3.3), siendo consumida mas lentamente g@,5). Por lo tanto, la maxima actividad
enzimatica fue expresada mas tardiamente, ya guenlamas son secretadas por estos hongos
una vez finalizada la fase de crecimiento o tropefas decir, durante el metabolismo secundario
(Gianfreda y Bollag, 2002).

Solamente par#énonotussp. en el medio con carboximetilcelulosa provoondaumento en la
actividad LiP, la que incrementd 5,6 veces en elimeon la menor concentracion de nitrégeno
(N1) y 10 veces en el medio con la mayor concentrag@nitrogeno (B, con respecto al medio
con glucosa con \y N, (Tabla 3.6 y 3.7).

Por otra parte, la produccion de enzimas para ttatasepas evaluadas, presentaron un dia de
maxima actividad, la que disminuy6 durante el ghyide incubacion. Una técnica utilizada para
la mantencion de la actividad enzimatica en el pienes mediante la aplicacion de pulsos de una
fuente de carbono (Dozoretral., 1990, Valentiret al.,2007).

12

10

Glucosa (g/L)
o))
Carboximetilcelulosa (g/L)

0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0O 2 4 6 8 10 12 14 16 0O 2 4 6 8 10 12 14 16

Tiempo (d)

Figura 3.3. Consumo de glucosa (a) y carboximétilosa (b) porAnthracophyllum discoloen
medio de cultivo con N(e,A) y N, (0,A)

Biorremediacion de suelos contaminados con pentielool (PCF) por hongos de pudricion blanca 42



Capitulo 3. Produccién de enzimas ligninoliticas bongos de pudricién blanca, aislados de bosqueekal
Araucania y su potencial para la remocién de pelotatenol

Por lo tanto, los resultados mostrados en las $aBlé y 3.7, sugieren que la produccion
enzimatica ligninolitica de hongos de pudriciomickadepende de las condiciones de cultivo a las
gue se someten y son diferentes para cada cepadlrgyidentemente, la concentracion de
nitrogeno afecta la produccion enzimatica lignithcdi en los hongos evaluados, lo que concuerda
con lo observado por diversos estudios realizadws atros hongos (Leatham y Kirk, 1983,
Leontievskyet al, 2000, Arora y Gill, 2005). Leontievsksgt al. (2000), postularon que una
cantidad limitante de nitrégeno en el medio deiaulinicia la actividad enzimatica ligninolitica,
mientras que un elevado contenido de nitrogenorgemea inhibicion completa o parcial del
sistema ligninolitico. Leatham y Kirk (1983), dertrason que el efecto regulatorio del nitrégeno
en la expresion enzimatica ligninolitica es unejefldel efecto inductivo de los bajos niveles de
nitrdgeno en la madera. No obstante, este efecesnma regla general. Bheurotus ostreatus
(Kamitsuji et al, 2004) la actividad enzimatica fue detectada jpaimente con un alta
concentracion de nitrégeno. Asi mismo, Cattaal. (1998) y Buswellet al. (1995), reportaron
gue en medio rico en nitrégeno la produccion dedacporCoriolopsis gallicay Lentinula

edodedue estimulada, mientras que en medio con bajtec@o de nitrégeno fue inhibida.

Finalmente, es posible deducir que la produccioerd@mas ligninoliticas es una respuesta del
hongo a un estrés inducido por las condicionesuutter@, que puede determinar la concentracion

de las enzimas en el medio.

3.3.3 Efecto de la concentracion de PCF en la veldad de decoloracion del colorante Poly

R-478 por hongos de pudricion blanca

Para evaluar la degradacion de un contaminantbguyos de pudricion blanca, un prerrequisito
necesario es determinar cual es el nivel toxicoiem kel que puede afectar la capacidad
degradativa del hongo en estudio. En este cont&thjrsutum Inonotussp., A. discolory P.
chrysosporiunfueron evaluados en relacion a la capacidad ddatecd’oly R-478 en presencia
de diferentes concentraciones de PCF (0, 10, 20y 40 mg PCF/L) durante 12 dias de

incubacion.

Los ensayos fueron realizados considerando unnciertio previo de los hongos de 5 dias en el
medio, antes de la adicion de Poly R-478 y PCFgu& sin crecimiento previo las cepas no

presentaron crecimiento miceliar, ni decoloracidéel colorante para ninguna de las
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concentraciones de PCF evaluadas (0-50 mg PCFiigrdds estudios (Milesket al, 1988,
Allemanet al, 1992) han demostrado que la toxicidad de PCFoagds de pudricion blanca no
tiene relacion con la concentracion del contamima&m medio liquido, sino que esta dada por la

dosis quimica, expresada como la razén entre la oelquimico y la masa de micelio.

La Figura 3.4 muestra la velocidad de decoloradércolorante Poly R-478 para todas las cepas

en estudio, bajo diferentes concentraciones de PCF.

A520/A350

0.0 T T T T T i T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12

A520/A350

0.0

0 2 4 6 8 J:O i2 0 2 4 6 8 :I:O 12
Tiempo (d)
Figura 3.4 Decoloracion de Poly R-478 pAnthracophyllum discolofa), Stereum hirsuturtb),

Inonotus sp. (c) y Phanerochaete chrysosporiuff), en medio de cultivo con diferentes
concentraciones de PCF: 0 mg/A ), 10 mg/L ¢€), 20 mg/L @), 40 mg/L &), 50 mg/L ¢)

El andlisis estadistico aplicado (test de Duncan(.Gb5%), demostr0 que la capacidad

degradativa dé. chrysosporiuny principalmentdnonotussp. fue afectada significativamente
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por todas las concentraciones de PCF adicionadastras que la capacidad degradativaSde
hirsutumfue afectada significativamente por una concerdrade PCF mayor a 20 mg/LA.
discolor solamente por la concentracion de 50 mg/L. Enezse, la decoloracion de Poly R-478
por A. discolorsin PCF fue de 90% y con la adicion de 50 mg PGE/kedujo a 76%, a los 12

dias de incubacion, demostrandose el efecto delsefie el hongo.

Estudios realizados por Valengéhal. (2006), demostraron que mediante esta medicidretd
de la degradacion de un contaminante es posibégndigiar la concentracion a la cual es posible
utilizar una cepa fungica sin provocar efectosdogisobre ella.

La capacidad de decoloracion puede ser consideradamedicion indirecta de la actividad
enzimatica (Goldet al, 1988). Coutoet al. (2004) determinaron una correlacion entre la
actividad MnP y la decoloracién del colorante PBM78, indicando que esta enzima es la
principal responsable de la degradacion de colesarito que concuerda con la actividad
enzimatica ligninolitica determinada en el estualiderior, donde\. discolorpresent6 la mayor
actividad MnP y una mayor decoloracion de Poly R-47

3.3.4 Remocién de PCF por hongos de pudricién blaac

En el screeningde cepas fungicas provenientes de bosques dgitanrde La Araucania con
potencial ligninolitico, demostré gue discolores capaz de decolorar Poly R-478 en presencia
de PCF. Por lo tanto, es importante determinaista efecto estd asociado a una degradacion
detectable de PCF. Para ello, se evaluo la rema@dACF en medio liquido pér. discolory

por P. chrysosporiumpor medicion cuantitativa de PCF residual en etim de cultivo. Los
experimentos fueron realizados sin aireacion yaiogmacion intermitente (1,5 L/h de aire estéril
por 2 minuto diario), con el objetivo de determielefecto de este pardmetro sobre la actividad
ligninolitica de los hongos y por tanto en la cagiatt degradativa. La contaminacion del medio
se realiz6 en dos etapas, una primera etapa coconcantracion de 50 mg PCF/L y una segunda
etapa con una adicion de 100 mg PCF/L aproximadi@nda modo de someter a las cepas a una

fase previa de acondicionamiento al contaminante.

El consumo total de glucosa durante la remociorP@& paraA. discoloren el medio sin
aireacion y con aireacion intermitente, fue a l18syl9 dias de incubacién, respectivamente,

(Figura 3.5). El efecto de aireacion en el medicwdévo permitié un metabolismo mas rapido,
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lo que se observé como un efecto oxidativo en eklia, presentdndose una coloracion café de
la biomasa fungica en el medio con aireacion, le gumbién posteriormente se produjo en el
medio no aireado. Este efecto podria atribuirse proceso de envejecimiento mas acelerado en
las cepas en condiciones aireadas y por tanto nsuom mas rapido de la fuente de carbono
(Rothschildet al, 1999). Asi mismo, el consumo total de glucosdleea a la produccion de
proteasas, como consecuencia de una lisis celDtsofetzet al, 1990). En este contexto, la
produccién de proteasas fue inversamente propaic#ola concentracion de glucosa en el medio
y fue estimulada por la aireacion intermitentengpalmente pard. discolor(Figura 3.5a)Sin
embargo, la concentracion de proteasas producidarpbas cepas no sobrepaso las 0,35 U/L, lo
gue es calificado como una baja concentracién,iderado que en estudios realizados por
Dosoretzet al.(1990) conP. chrysosporiununa concentracion alrededor de 8 U/L, puede afecta

la produccion de enzimas ligninoliticas.
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Figura 3.5. Consumo de glucose) (y producciéon de proteasash] por Anthracophyllum
discolor (a) y Phanerochaete chrysosporiuifb). Simbolos cerrados representan medio sin
aireacion y los simbolos abiertos en medio coraaiéa intermitente (1,5 L/h de aire estéril por 2
minuto diario)
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En la Figura 3.6, se presenta la remocién de PCRpdiscolory P. chrysosporiunen medio

sin aireacion y con aireacion intermitente. Enrilenpra etapa con una concentracion aproximada
de 50 mg PCF/L, la remocién pAr discoloren medio sin y con aireaciéon fue de 88,6 y 98,7%
(50,0 y 53,0 mg PCF/L), respectivamente, mientteesean la segunda etapa con 100 mg PCF/L la
remocion fue de 41,7% y 49,5% (49,6 y 50,9 mg PCKhLh medio sin y con aireacion,
respectivamente (Figura 3.6a). En relacion, a taomon obtenida coi. chrysosporiumfue
menor a la obtenida cah discolor,en la primera etapa se detecté una remocién dey@B)D%

y en la segunda etapa la remocion disminuyo coraddEmente a 14,6 y 26,0%, en medio sin y

con aireacion para ambas etapas, respectivameagtegB.6b).
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Figura 3.6. Concentracion de PCF residual en méglicultivo conAnthracophyllum discoloa)
y Phanerochaete chrysosporiufin). Sin aireacione(m) y con aireacion intermitente (1,5 L/h de
aire esteéril por 2 minuto diariod (o)

En la Tabla 3.9 se presenta la concentracion adid, residual y removida de PCF en medio
liquido porA. discolory P. chrysosporiumen medio sin y con aireacion intermitente, despleé
37 dias de incubacion. Los resultados obtenidostrarequéA. discolorposee mayor capacidad
de transformar el PCF qu® chrysosporiumbajo las condiciones de cultivo evaluadas, can un
remocion de 92,5 y 954 mg PCF/L (38,8 y 57,0%), raedio sin y con aireacion,

respectivamente. Estudios realizados por Milesll. (1988), demostraron que chrysosporium
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en estudios de degradacion de PCF a una concémtraitial 100 mg/L, remueve un 22,4 %
(22,4 mg PCF/L), después de 24 dias de cultivontmgie que a una concentracion de 500 mg/L,
es capaz de remover 7,1% (35,5 mg PCF/L). Asi misifaiteret al. (2004) demostraron que de
una concentracion inicial de 100 mgR., chrysosporiumnemueve hasta 90,3% de PCF (90,3 mg
PCF/L) y diferentes cepas deametes versicoloremueven entre 26,2 y 68,5 % (26,2 y 68,5 mg
PCF/L). Por lo tanto, en relacion a los resultaolatenidosA. discolorpuede ser considerada una

cepa con elevada capacidad degradativa.

Por otra parte, de la concentracion residual de, BERB,3 y 5,4% corresponde a la adsorbida en
el micelio deA. discolory un 5,5y 7,5% en el micelio d& chrysosporiumambos en medio sin
y con aireacion, respectivamente (Tabla 3.9). Eia @sateria, resultados similares fueron
obtenidos por Walteet al. (2004), que determinaron una adsorcion entre 363690 de una
concentracion inicial de 100 mg/L de PCF, en mediasaireacion por diferentes cepasTde

versicolory P. chrysosporium.

Tabla 3.9. Concentracion total de PCF adicionadsidual y degradado pé. discolory P.

chrysosporiumbajo condiciones de cultivo sin aireacién y coeaiion intermitente

PCF adicionado PCF residual (mg/L) PCF removido

Hongo (mg/L) Extracelular En el micelio  Total (mg/L)
Sin aireacién

A. discolor 167,5 69,5 55 75,0 92,5

P. chrysosporium 167,2 107,7 8,7 116,5 50,8
Con aireacion

A. discolor 155,9 52,0 8,5 60,4 95,4

P. chrysosporium 168,4 83,5 12,6 96,1 72,4

El contenido de PCF adsorbido en el micelio eslaci@ada con la concentracion final de
biomasa, cuando mayor es la biomasa en el medimmeantidad del contaminante es adsorbido

(Wu et al, 2005). Esto concuerda con el crecimiento de égms, en el quB. chrysosporium
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presento una concentracion final de biomasa de YW®B9 g/L yA. discoloruna concentracion
de 0,51y 0,61 g/L, en el medio no aireado y amgagspectivamente.

Durante la degradacion de PCF, la actividad ligitica de ambas cepas fue considerablemente
afectada (Figura 3.7). En el cultivo cAndiscolorla actividad ligninolitica predominante fue de
MnP y LiP con maximas actividades de 40,7 y 44 [7, tHspectivamente, en medio sin aireacion
(Figura 3.7a), disminuyendo con la adicion de P@stdvalores no detectables a los 15 dias de
cultivo. En cuanto a la actividad ligninolitica emedio con aireacion, inicialmente la
concentracion de MnP fue de 55,8 U/L y la actividdel de 34,0 U/L, esta Gltima aumento hasta
44,3 U/L a los 5 dias de incubacion. La aireaciénua factor de gran importancia en la
produccion de enzimas ligninoliticas.
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Figura 3.7. Actividad enzimatica ligninolitica dethracophyllum discoloen medio de cultivo
liquido contaminado con PCF, sin aireacion (a) y @reacion (b) y dePhanerochaete
chrysosporiumen medio contaminado con PCF sin aireacion (oyry aireacion (d). Simbolos
A lacasap: MnP, m: LiP y x: VP. Flechas indican el dia de adiciorPde-
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Li et al. (1995), demostraron un aumento de 13 veces eivasilconP. chrysosporiumen
comparacion a un cultivo sin aireacion. No obstaatabas actividades disminuyeron con la
adicion de PCF (Figura 3.7b). Asi mismo, en el meddn P. chrysosporiumla actividad
predominante fue LiP y fue afectada en ambas cmmgis por la adicion del contaminante
(Figura 3.7c,d). Similares resultados se han otbtenon otros contaminantes sobre la actividad
ligninolitica de otros hongos (Dhawaét al, 1992, Leontievskyet al, 2000). Por ejemplo,
Leontievskyet al. (2000), estudiaron la degradacion de 15 mg/L @8gZriclorofenol en cultivos
deCoriolus versicoloyen el que la produccion de MnP fue completameritibisia. No obstante,
bajo las mismas condiciones, en cultivos Bamus tigrinusla actividad MnP es estimulada por
la adicién de 2,3,6-triclorofenol. Estos resultadosfirman que cada hongo posee mecanismos

diferentes para transformar un contaminante.

Los resultados obtenidos fueron analizados utitivagl método de ANOVA, del cual se obtuvo
una correlacion de Pearson entre la actividad étmmligninolitica y la remocion de PCF. Para
ambos hongos y las dos condiciones cultivo no hute correlacion positiva, de lo cual se
demuestra que no hay relacion entre ambos par&r@teduados. En este contexto, se demuestra
gue en la degradacion de PCF por hongos de pudriclanca, ademas de las enzimas
ligninolitica, las que han sido ampliamente estaay demostrado la degradacion de una amplia
gama de compuestos organicos (Reddy y Gold, 20yaStavaet al, 2005), existen otros
sistemas enzimaticos intracelulares (enzima citooro P-450, quinona reductasa,
metiltransferasa) y/o procesos quimicos (reacciémidn) (Reddyet al, 1998, Hammekt al,
2002, Matsuzaki y Wariishi, 2004) que participanl@mlegradacion de contaminantes. Estudios
realizados por Reddst al., (1998) y Reddy y Gold (2000), demostraron quenléaedegradacion

de 2,4-diclorofenol y pentaclorofenol la enzimasinoliticas participan en una primera reaccion
de oxidacion de los contaminantes, la que es saequod diversar reacciones de otras enzimas,
tales como, reduccién por accion de la enzima quneductasa, metilacion por metiltransferasa,

oxidacion por la enzima dioxigenasa, entre otras.

Por otra parte, Hammadt al. (2002) propusieron la hipétesis que los basidietog, ademas
pueden usar especies de oxigeno reactivo (OH,ataditidroxilos) para degradar compuestos
fendlicos, utilizando una ruta de degradacién medida reaccién Fenton §B, + F€* + H'—
H,O + Fé* + -OH). La ruta para la produccién de OH involucradduccion de Féy O, por las

enzimas celobiosa dehidrogenasa o hidroquinonat Hipotesis ha sido respaldada por estudios
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desarrollados por Oviedet al. (2003) que han detectado reduccién d&" per hongos de
pudricién blanca.

Por lo tanto, en relacion a los resultados obteniglaa lo contradictorio de lo reportado en
literatura, se confirma que las enzimas lignincai$i estan involucradas, pero que ademas existen

otras enzimas y otros mecanismos involucrados proekso degradativo.

Por otra parte, no existen reportes que indiquenAquliscolorhaya sido evaluado para remover
PCF. Por lo que este estudio es uno de los pringpresiemuestra que puede remover hasta 95
mg PCF/L en medio liquido.
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3.4 CONCLUSIONES

De los nueve hongos de pudricion blanca proversemgebosques de la region de La Araucania,
Stereum hirsutum, Inonotusp. y Anthracophyllum discolgrfueron seleccionadas por su alto
potencial ligninolitico.

La actividad ligninolitica de las cepas selecci@sadue afectada por la concentracion de
nitrégeno y la fuente de carbono, siendo el mediocdltivo con menor concentracion de
nitrogeno (0,2 g/L tartrato de amonio) y con glac@R0 g/L de glucosa), el mas adecuado para la
produccién enzimatica ligninolitica, principalmergaraA. discolor,que presenté una mayor
actividad MnP vy LiP.

La actividad ligninolitica deStereum hirsutum, Inonotusp. yP. chrysosporiunfue afectada
significativamente por diferentes concentracionPd&F en medio liquido. No obstante, &n
discolor la actividad ligninolitica soélo fue afectada sfgrativamente por una concentracion de
40 mg PCF/L.

En el medio de cultivo liquido coh. discolory PCF, se removid una elevada concentracion (>
90 mg PCF/L), siendo mayor que la removida Bochrysosporiumpor lo que es considerada
una cepa con alta capacidad degradativa.

La aireacion intermitente en el medio de cultiva o discolor provocd un metabolismo mas
rapido que en el medio en condiciones no aireatkapstrado en una mayor concentracion de

biomasa, un consumo mas rapido de glucosa y unarmaagividad enzimatica ligninolitica.

La produccion de enzimas ligninoliticas Aediscolory P. chrysosporiunfueron afectadas por

la concentracion de PCF en el medio y no se entamia relacion directa entre la remocion de
PCF y la enzimas, principalmente en la segundaaatapadicion de PCF (100 mg/L), lo que
sugiere la participacion de otros sistemas enzomsitio fisico-quimicos que en conjunto

provocan la transformacion del PCF.
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CAPITULO 4

BIORREMEDIACION DE SUELOS CONTAMINADOS CON PCF POR HONGOS DE
PUDRICION BLANCA

RESUMEN

El crecimiento y propagacion de hongos de pudribi@énca en el suelo, es un importante factor
a considerar en procesos de biorremediacién desgehtaminados con compuestos organicos
persistentes. Se evaluo la biorremediacion de suetmtaminados con PCF en un suelo,
mediante la utilizacion de hongos de pudricién tdarcomo micelio libre y colonizado en un

soporte lignoceluldsico. El soporte lignocelulésite previamente seleccionado mediante el
crecimiento y colonizacién da. discoloren paja de trigo, granos de trigo y viruta de mader

para posteriormente ser aplicado como indculo etosicontaminados. Las cepas utilizadas para
la remocion de PCF fueroA. discolory P. chrysosporiumSe realizaron ensayos en matraces
para evaluar el efecto del soporte lignocelulésicbre la remocion de dos concentraciones de
PCF (250 y 350 mg/kg), el efecto de la microflorgéatona del suelo sobre la capacidad
degradativa de los hongos de pudricion blancaefesito de las caracteristicas de dos tipos de
suelos (Andisol y Umbrisol) sobre la remocion deFRgor A. discolorcolonizado en soporte

lignoceluldsico.

Los granos de trigo utilizados como soporte lighddsico permitieron un mayor crecimiento y
colonizacion dé\. discolor ademas de ser utilizado como substrato, promdweiémnactividad de

la enzima MnP. Asi mismo, la aplicacién de hongaguadricion blanca colonizado en granos de
trigo favorecio la propagacion del hongo en elsygbor tanto la remocion de PCF (70-85%), en
relacion a la utilizaciéon del hongo como micelioré (30-45%), para ambas cepas fungicas y las

dos concentraciones de PCF evaluadas.

La aplicacion de granos de trigo en el suelo, p@nma proliferacion de microorganismos
degradadores de PCF, observandose un efecto smé&gnA. discolory P. chrysosporium

incrementando la remociéon de PCF en suelos.

El pH del suelo influy6 en la adsorcion de PCFndeemas elevada en suelos acidos. Ademas,

los suelos acidos reducen la actividadAddiscolor,afectando la degradacion de PCF.
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4.1 INTRODUCCION

Los hongos de pudricion blanca han recibido unasidenable atencion durante lo dltimos 20
afios, debido a su capacidad para degradar unaaagapha de contaminantes ambientales (Aust
y Benson, 1993, Pointing, 2001). Sin embargo, licagon de estos organismos en el suelo
requiere de condiciones ambientales adecuadasiadalyue no es su ambiente natural (Leatham
y Kirk, 1983).

Los procesos de biorremediacion utilizando hongepedden de la capacidad de estos
microorganismos para colonizar el suelo contamin&dointroduccion de hongos de pudricién

blanca en el suelo, requiere de un crecimientarippara competir con los microorganismos del
suelo, ya que en este ambiente existe una ampledad de microorganismos saprofitos, los que

pueden inhibir el crecimiento y la actividad ligaiitica de los hongos (Reddy y Mathew, 2001).

Actualmente, se han desarrollados estudios orieataal optimizar la biodegradacion de
contaminantes en el suelo por hongos de pudriclanch (Okekeet al, 1997, Meysami y
Baheri, 2003, Walteret al, 2004). Algunos estudios consideran la aplicadi@ material
lignoceluldsico, el que es utilizado como fuentecdebono y nitrdgeno. Los mas utilizados son:
mazorca de maiz, aserrin, viruta de madera y ajagb, los que son colonizados con el hongo
y luego aplicados directamente al suelo contamir(diEysami y Baheri, 2003, Waltet al,
2004).

El crecimiento de los hongos en estos soportesdaea la produccion de enzimas ligninolitica y
por tanto la degradacion de contaminantes. Moetdal. (2003), reportaron valores de 1000 y
1232 U/L para LiP y MnP, respectivamente, Rnchrysosporiunpre-cultivado en diferentes

materiales lignocelulésico, siendo muy superica adtividad enzimatica en el medio control sin

el residuo.

Los parametros ambientales, tales como pH y cafsiitas fisico quimicas del suelo son
importantes reguladores de la sobrevivencia y idetil ligninolitica de hongos de pudriciéon
blanca (Okekest al, 1996). El pH, la caracteristica del suelo y eltaminante, determinaran la
biodisponibilidad del contaminante a la accion oe hongos (Ceat al, 2005). Okekeet al.
(1996), determinaron que bajo condiciones advelsasxenobidticos pueden llegar a ser
recalcitrantes.
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La investigacion realizada tiene por objetivo, sglenar un material lignocelulésico para ser
utilizado como soporte para la colonizacion e im@gdn de hongos de pudricion blanca en el
suelo. Evaluar la biorremediacion de suelos comtadds con PCF por los hongos de pudricién
blancaA. discolory P. chrysosporiumutilizando micelio libre y micelio colonizado en un

soporte lignoceluldsico. Evaluar el efecto de larofiora autdctona del suelo sobre la capacidad

degradativa dé\. discolory P. chrysosporiumy evaluar el efecto del tipo de suelo sobre la
remocion de PCF pak. discolor.
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4.2 MATERIALES Y METODOS

4.2.1 Compuestos quimicos

Se preparé una solucion de pentaclorofenol (Aldi&% de pureza) de 10.000 mg/L en acetona.
Se colocdé en un frasco ambar protegido de la k& mantuvo a una temperatura de 4°C. A partir
de la disolucion concentrada se contamino el duadta obtener las concentraciones de PCF, en

mg/kg de suelo, requerido por cada experimento.

4.2.2 Microorganismos y medios de cultivo
Hongos de pudricion blanca

Se utilizé la cepaAnthracophyllum discolorperteneciente a la coleccion de cultivos del
Laboratorio de Microbiologia Ambiental de la Uniselad de La Frontera, previamente
seleccionada por su capacidad para degradar P@ledio liquido. Ademas, se utilizé la cepa de

coleccionPhanerochaetehrysosporiunCECT-2798, la que fue utilizada como control.

Medios y condiciones de cultivo

Las cepas se cultivaron a partir de los tubos dserwacion como fue descrita en la seccion
3.2.2, se tomo6 un disco del micelio de 6 mm y dectoen el centro de una placa de Petri con
AEM (seccidn 3.2.2). La placa fue incubada a 253€ante 7 dias y luego se mantuvo a 4°C por
no mas de 7 dias. El indculo fue preparado a meticultivo fangico en placas, transfiriéndose 4
trozos circulares de agar colonizado (5 mm de di@ha un matraz Erlenmeyer de 1 L con 100
mL de medio de cultivo Kirk, previamente descrito ka seccion 3.2.2. Los matraces se
incubaron a 25°C durante 6-7 dias en condicionggiess, hasta la formacion de micelio. El

cultivo fue posteriormente homogenizado en un emdrante 70 segundos antes de ser

utilizado como inoéculo.
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4.2.3 Suelos utilizados

Se utilizd un suelo Andisol de la serie Temuco, l&€hutilizado para cultivo. Ademas, se
utilizaron dos suelos Umbrisoles, uno de uso fatgsiotro de cultivo, ambos provenientes de
Santiago de Compostela, Espafia. Los suelos fuetmaidns de una profundidad 0-20 cm,
tamizados hasta un tamafio de particula inferioma2y almacenados en envase plastico a una
temperatura de 4°C para su uso posterior. La eaization fisico-quimica de los tres suelos
utilizados se presenta en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1. Caracterizacion fisico-quimica de lad@s

Parametro Suelo Andisol  Suelo Umbrisol  Suelo Umbrisol
Cultivo Cultivo Forestal

pH (en agua) 6,10 4,84 4,82

Nitrogeno (%) 0,72 0,30 0,88

Carbono (%) 8,06 574 10,13

Fosforo (mg/kg) 23 265 4

Materia organica (%) 14 10 18

CI/N 11 19 11

4.2.4 Preparacion de los materiales lignoceluldsisy los suelos utilizados
Preparacion de material lignocelulésico

Se uso paja de trigo picado, granos de trigo yaide madera como material lignocelulésico. Se
agregd 2 g de cada uno de los materiales a tub@nsheyo. Luego se agregdé 2 mL de agua

destilada y fueron llevados al autoclave a 1219CG1paninutos dos veces consecutivas.

Preparacion del suelo

Se agreg6 10 g de suelo en matraces Erlenmeyed@ell. El suelo se utilizé en condiciones

estériles (controles) y no estériles. Para la éiggion, los matraces con el suelo fueron
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autoclavados a 121°C por 40 minutos dos veces catnges. A cada uno de los matraces se
adicion6 PCF en concentraciones de 250 y 350 mg#grin corresponda. Posteriormente, el
suelo fue agitado vigorosamente en los matraceantenido bajo campana de flujo laminar

durante 24 horas para la evaporacion del solvente.

4.2.5 Ensayos de biorremediacion de suelos contarados con PCF por la accion de hongos

de pudricion blanca
Seleccion de material lignocelulésico para la catacion de hongos de pudricion blanca

De las placas de Petri con AEM (descrito en sec8i@r) inoculadas coA. discolorse extrajo

un trozo circular de agar colonizado con el horlgon(n de didmetro) para ser inoculado en el
centro de una placa con AEM. Luego, se agreg6 &nmahlignoceluldsico (paja de trigo, grano
de trigo o viruta de madera) en la placa, alrede@btrozo de agar colonizado cAndiscolora

una distancia de aproximadamente 4 cm. Las plagasrf incubadas a 25°C durante 7 dias. Se
determiné cualitativamente el crecimiento del miacedobre el material lignocelulésico y se
realizé de cada uno de los materiales lignocelob&scultivados con el hongo una microscopia
electronica de barrido. Se selecciond el mateti@ demostro mayor colonizacion del hongo.

Los ensayos fueron realizados en triplicado.

Utilizacion de material lignocelulésico como sulagtr para el crecimiento fungico

Estos ensayos se realizaron en matraces Erlennds/etO0 mL conA. discolory P.
chrysosporium,en triplicado. A cada matraz se adiciond 2 g dekenme lignoceluldsico
seleccionada del ensayo anterior y 4 mL de aguailestada frasco se mezcldé con 4 mL de
in6culo del hongo homogenizado en un blender (sémdescrito seccidén 4.2.2) y se incubaron a
25°C durante 4 semanas en condiciones estaticaddiPamente se extrajo muestras del liquido
para determinar la actividad de la enzima MnP.n&dio y al término del periodo de incubacion
se determind el peso seco del material lignocakdds 105°C, para evaluar la degradacion por

accion de los hongos de pudricién blanca.
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Remocion de PCF en un suelo Andisol, medianteiliaagiéon de hongos, como micelio libre y
colonizado en un soporte lignoceluldsico

Los ensayos fueron realizados con suelo Andisdlanoimado con 250 y 350 mg/kg. Las cepas
utilizadas fuerorA. discolory P. chrysosporiuny la forma de inoculacion fue como micelio libre

y micelio colonizado sobre granos de trigo. Todssdnsayos fueron realizados por triplicado.

Ensayos con micelio libre

A cada matraz con el suelo contaminado con PClRgssgo 4,5 mL de indculo con el hongo
homogenizado (descrito en la seccidn 4.2.2) y losrauelos esterilizados (control) se agregé 4,5
mL de agua destilada estéril. Este volumen de g@goporcion6 una humedad del 35%. Los

frascos fueron incubados a 25°C durante 4 semanaméiciones estaticas.

Ensayos con micelio colonizado sobre material loghadsico

Cada matraz con el suelo contaminado con PCF sedwaid con 4,5 mL de agua estéril. Los
ensayos con hongo se realizaron agregando a cadazn@?ag de granos de trigo previamente
colonizado con el hongo durante 7 dias, como seridesen la seccion 4.2.3. A los suelos
esterilizados (controles) se agregd 2 g de grardsigb, como se describe en la seccién 4.2.4.
Los frascos fueron incubados a 25°C durante 4 sssremcondiciones estéticas.

La toma de muestra se realiz6 con todo el suelten@o en el matraz (10 g de suelo), por lo
cual se tomaron matraces periédicamente para detarta concentracion remanente de PCF y
la actividad de la enzima MnP en el suelo.

Se determiné la velocidad de degradacion, medwamelinearizacion aplicando logaritmo a la
concentracion de PCF removido en relacion al tierdpade la pendiente indico la velocidad de

degradacion expresada en mg/kg d.
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Efecto del tipo de suelo sobre la degradacion dd-Rfr el hongo de pudricion blanca

Anthracophyllum discolor

Los ensayos se realizaron con suelo Andisol (a)ltiwsuelo Umbrisol (forestal y cultivo). Se
utilizé la cepaA. discolory la concentracion de PCF usada fue de 250 mg/kgue®. Se

adiciond el hongo colonizado sobre granos de trigo.

La toma de muestra se realiz6 con todo el suelten@o en el matraz (10 g de suelo), por lo
cual se tomaron matraces periédicamente para detarfa concentracion residual de PCF, la
actividad de la enzima MnP en el suelo y el pHsdelo al inicio y al final del estudio. Todos los

ensayos fueron realizados en triplicado.

4.2.6 Metodologia analitica
Microscopia electrénica de barrido

Se tomo 2 a 3 trozos de material lignocelulosicapl®ximadamente 0,5 cm x 0,5 cm con un
espesor 0,3 6 0,5 cm. Se colocaron en una plaéztliey se dejaron secar por 12 horas a 50°C

hasta que se observe que los fragmentos estéméoti@ secos.

Los trozos de material lignoceluldsico se sumeogiean glutaraldehido al 2,5% por 15 minutos y
se lavaron con buffer fosfato 0,1 M pH 7,0. Postenente, las muestras se colocaron en
tetradxido de osmio por dos horas y fueron destades por medio de inmersiones de cinco
minutos en etanol a diferentes concentraciones 800,90 y 100%). Las muestras fueron
depositadas sobre el porta muestras y recubiesta®® para realizar las observaciones en el

microscopio electronico de barrido JEOL modelo J&3380LV.

Determinacion de actividad MnP

La actividad MnP fue determinada mediante la ox@ade 2,6-dimetoxifenol, descrita en la
seccion 3.2.3. Para la extraccion de la enzimasdelo, a cada frasco de los ensayos de
biodegradacion de PCF, se adicionaron 5 mL de oal&ién de tartrato de sodio 250 mM a pH
4,5. La suspension de suelo se agitd a 300 rpmmteu2®d min en un agitador orbital y después se

tomo una alicuota del lixiviado, se centrifugd @0®. rpm por 10 min.
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Extraccion y analisis de PCF en el suelo

La extraccion de PCF se realiz6 utilizando con teakelo contenido en el matraz (10 g de suelo).
Para la transformacion (extraccion) completa ddt,P@ acidifico la muestra hasta pH 2 con una
solucién de HSO, 0,1 N. Posteriormente se adiciondé al medio deiveul20 mL de una
disolucién orgénica de hexano-acetona (1:1, v/dificdda con HSO, a pH 2) y se mezclaron
las dos fases vigorosamente en un agitador oebB80 rpm por 2 horas, con el fin de transportar
todo el PCF desde el suelo al solvente organicsteRormente, las muestras fueron llevadas a
un bafio con ultrasonidos durante 15 minutos, parever la emulsion formada y liberar la fase
organica. Después de separar las fases se tondlionata de la fase organica, se concentrd en
rotavapor cuando fue necesario, se filtr6 a tra@emembranas hidrofilica de 0,géh de tamafio

de poro, para remover particulas de suelo.

El pentaclorofenol residual fue determinado por BP$eglun la metodologia descrita en la

seccion 3.2.3.

Analisis estadistico

Se realizé un andlisis estadistico utilizando ualisis de varianza (ANOVA) con un nivel de
confianza del 95% y diferencias significativas @ureestablecidas a través de un test de Duncan
(p<0,05).
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4.3 RESULTADOS Y DISCUSION

4.3.1 Seleccién de material lignocelulésico para leolonizacién de hongos de pudricién
blanca

Se realiz6 una seleccién del tipo de material lighaldsico para ser utilizado como soporte en la
colonizacién e inoculacion de hongos de pudricitam¢a en el suelo. Se evalu6 paja de trigo,
grano de trigo y viruta de pino, en funcion de omedicion cualitativa del crecimiento dA.

discolorsobre los materiales lignocelulésicos en placasAdoM.

En la Figura 4.1 se muestra el crecimienté\ddiscoloren los soportes lignocelulésicos después
de 7 dias de incubacion. Se observd crecimientto®rres soportes. Sin embargo, como se
observa en la Tabla 4.2 en el grano de trigo fugomya mas rapida la colonizacién, seguida por

la paja de trigo y por ultimo la viruta de madera.

Figura 4.1. Colonizacion de material lignocelulésporAnthracophyllum discolorPaja de trigo

(a), grano de trigo (b), viruta de pino (c) y cohfd)

Tabla 4.2. Crecimiento dé@nthracophyllum discoloen diferentes soportes lignoceluldsicos
después de 7 dias de incubacion

Soporte Crecimiento
Paja de trigo ++
Grano de trigo +++
Viruta de madera +

Escala relativa al crecimieaioel soporte: +++ alta, ++ media, + baja
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Para corroborar el crecimiento y colonizaciérAdeliscoloren los materiales lignocelulésicos, se
realiz6 una microscopia electrénica de barrido attacuno de los soportes utilizados, como se
muestra en la Figura 4.2. El crecimiento y colotiima deA. discolorfue mayor en granos de
trigo, cubriendo completamente el soporte ligndésioo después de 7 dias de incubacion,
observandose un alto crecimiento miceliar (Figuby mientras que en paja de trigo y viruta de
madera se observd un débil crecimiento y colonfraclel hongo en la superficie de ambos

soportes lignoceluldsicos (Figura 4.2a,c).

W_om
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Figura 4.2. Micrografia electronica de paja dediig), grano de trigo (b) y viruta de madera (c)

colonizados coi\. discolor Imagenes a la izquierda baja resolucion y derewhgor resolucion
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El efecto que provocé el grano de trigo en el ongamto del hongo, se debe probablemente a que
posee hidratos de carbono y almidon, lo que noiemen los otros soportes. Esto proporciona
una mayor fuente de energia para el hongo, un n@ageimiento, lo que demuestra que es un
material susceptible de ser utilizado como sustpEm hongos de pudricion blanca y ser

aplicado en procesos de biorremediacion de suelttaminados.

4.3.2 Utilizacion de material lignocelulésico comosubstrato para el crecimiento de

Anthracophyllum discolor y Phanerochaete chrysosporium

Se evalug la factibilidad de utilizar granos dgdrcomo substrato para el crecimiento de hongos
de pudricion blanca. En la Figura 4.3 se muestpadduccion de la enzima MnP paadiscolor

y P. chrysosporiungn el medio con granos de trigo. EIl maximo valoadgvidad de la enzima
MnP se obtuvo a los 19 dias de cultivo, con unnyadoaA. discolory P. chrysosporiunde 2,6 y

1,4 U/g trigo, respectivamente. Posteriormentabservo una pérdida de actividad de 69 y 58%
paraA. discolory P. chrysosporiumrespectivamente, a los 28 dias de incubacion. &fect
similares de pérdida de actividad de la enzima Mbfvieron Lechner y Papinutti (2006), con

Lentinula edadesn cultivos con paja de trigo.

3.5

Actividad MnP (U/g de trigo)

0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (d)
Figura 4.3. Produccion de MnP poknthracophyllum discolor(m) y Phanerochaete

chrysosporiun{A) cultivados en medio con grano de trigo
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La degradacién del trigo después de 28 dias dédawidn (medido como pérdida de peso de
solidos totales), fue de 19,9 y 21,4% pBrachrysosporiuny A. discolor,respectivamente. La
degradacion del trigo en ambas cepas fueron mulasés, mientras que la maxima actividad de
la enzima MnP deA. discolor fue 1.9 veces mayor a la detectada en cultivos lBon
chrysosporiunm(Figura 4.3). Este fenbmeno ya ha sido observadar@gbas de bioblanqueo de
pasta de papel, donde una mayor actividad ligriinalialcanzada en algunos cultivos de

Bjerkandera adustano proporciona un mayor potencial de bioblanqiegooet al, 1997).

A pesar, de que se han empleado de manera impodaersos materiales lignoceluldsicos para
permitir la propagacion de los hongos y favoreasrdondiciones de biorremediacién del suelo,
hay pocos estudios relacionados con la produc@dendimas ligninoliticas sobre grano de trigo.
En este sentido uno de los substratos mas utiizpdo favorecer el crecimiento de hongos de
pudricion blanca en suelos contaminados es lagmjaigo (Doradcet al, 1999, Hofrichteret

al., 1999, Lechner y Papinutti, 2006). Cultivos Be chrysosporiumsobre este sustrato ha
producido una actividad MnP de 2,2 U/g de sopcet®m gXuet al, 2001), mientras que otros
hongos comadNematoloma frowardiicultivado en el mismo material lignocelulosico prjud
hasta 16 U/g de soporte (Hofrichtral, 1999). Asi mismo, Doradet al. (1999), demostraron
el uso de paja de trigo como substratoRleurotus eryngii, P. chrysosporium, Phlebia radigt
Ceriporiopsis subvermisporgor una pérdida de peso del material lignocelutbsiotre 10 y

25% después de 30 dias de incubacion.

4.3.3 Remocién de PCF en un suelo Andisol, medianta utilizacién de hongos, como

micelio libre y colonizado en un soporte lignoceldkico

Se evalud la remocion de PCF en un suelo AndisoApdliscolory P. chrysosporiunton dos
concentraciones iniciales (250 y 350 mg/kg), witido los hongos, en forma libre y colonizados
en granos de trigo (soporte lignoceluldsico). Sdwevel efecto de los microorganismos del suelo

sobre la remocion de PCF y la adsorcién del PGHr@atcion organica e inorganica del suelo.

En la Figura 4.4 se presenta la concentracionuabite PCF para todos los tratamientos. Para
ambas concentraciones de PCF adicionada, se obgeevdna alta remocién del contaminante
fue obtenida principalmente por los hongos colaiosaen granos de trigo. Ademas, se observé

gue la mayor remocion de PCF ocurrié durante losgrps 14 dias de incubacion.
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Figura 4.4. Concentracion residual de PCF en su@®0 y 350 mg/kg) utilizando
Anthracophyllum discolofa) yPhanerochaete chrysosporiuim) con hongo como micelio libre
(o,A) y colonizado en grano de trige,@& ), por microflora del suelo (c) siv,(o) y con granos
de trigo (V,m). Controles estériles (dp,(x). Simbolos abiertos control sin granos de trigo y

cerrados con granos de trigo
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En la Tabla 4.3 se presenta la velocidad de rematgdPCF durante los primeros 14 dias y los
14 dias posteriores de incubacion, obtenida meslintlinearizacion de la concentraciones

removidas de PCF, obtenida de la Figura 4.4a,b y c.

En Figura 4.2 se observa que se presentan dossetapante el periodo de incubacion, una de
rapida velocidad, seguida por una etapa considaredite mas lenta. Este efecto fue encontrado

en todos los tratamientos evaluados (Tabla 4.3).

Por otra parte, las velocidades de remocion de @¢$ elevadas fueron las obtenidas con la
aplicacion deA. discolory P. chrysosporiuncolonizados sobre granos de trigo (micelio en

soporte), siendo muy similares entre ambas cepdqB.3).

Tabla 4.3. Velocidad de remociéon de PCF (250 y Bfg0kg) durante los primeros 14 dias de
incubacion (etapa 1) y los 14 dias posteriorepé&e®), en tratamientos coh discolory P.

chrysosporiumcomo micelio libre y colonizados sobre granosrid® (micelio en soporte)

250 mg/kg 350 mg /kg

Velocidad de remocién Velocidad de remocion

Tratamiento (mg/kg d) (mg/kg d)
Etapa 1 Etapa 2 Etapa 1 Etapa 2

A. discolormicelio libre 1,8 0,3 1,7 0,5
A. discolor micelio en soporte 2,0 0,5 2,1 0,4
P. chrysosporiummicelio libre 1,6 0,6 1,7 0,8
P. chrysosporiuamicelio en soporte 2,0 0,4 2,0 0,5
Suelo natural sin soporte 1,7 0,5 1,7 0,4
Suelo natural con soporte 1,8 0,2 2,1 0,1

Se ha reportado que en ensayos realizadosPcachrysosporiunse presentan dos fases de
degradacién (Lamar y Dietrich, 1990, McGrath y &tmn, 2000), debido a que el PCF es
rapidamente adsorbido y/o polimerizado en el sael@ante los primeros dias de exposicion,

producto de su alta hidrofobicidad, donde la materganica del suelo juega un rol fundamental
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en la adsorcion (Czaplicka, 2004) lo que se comabon la concentracion residual de PCF en los
controles (Figura 4.4d), observandose una velocaaddsorcion mas rapida a los 7 dias de
incubacién en ambos tipos de tratamiento (con yssiporte lignocelulésico) y en ambas
concentraciones iniciales de PCF. Sin embargopsiblp que la mayor adsorcion fuese anterior
a los 7 dias de cuantificacion. Cea (2006), deraastrque el 60% del PCF es adsorbido después
de 5 minutos de incubacion de iol/L de PCF en isotermas de adsorcién con el msmato

Alofanico utilizado en este estudio.

En cuanto a la concentracion residual de PCF esuelo, se obtuvo una reduccion del
contaminante, por todos los tratamientos evaluadioap se muestra en resumen en la Tabla 4.4.
La inoculacion del suelo con hongo colonizado eangs de trigo generd un efecto altamente
positivo en la remocion de PCF, siendo aproximadéeng veces mas eficaz que en el suelo
inoculado con micelio libre, para ambas cepas yéssconcentraciones evaluadas.

Por otra parte, al comparar la degradacion dedrirento con micelio libre con la degradacion
por la microflora autéctona del suelo (suelo ndtsira hongo y sin soporte), se observa que la
degradacién de PCF es posible atribuirla a los aorganismos del suelo, ya que ambas
concentraciones para las dos cepas evaluadasrmsivares (Tabla 4.4). Al respecto, McGrath y
Singleton (2000), demostraron que la inoculacié® dchrysosporiuncomo micelio libre en un
suelo contaminado con una concentracion de PCRlide 250 mg/kg disminuyo a 2 mg/kg,
después de 6 semanas de tratamiento, siendo laamésnocién que en un suelo sin hongo, por
lo que se atribuyé la remocion del contaminante sbla accion de la microflora autoctona del
suelo. Una de las causas de este efecto, es laceause una fuente de carbono y nitrégeno para
los hongos de pudricion blanca (Moregtal, 2000), ya que no se observo crecimiento de las

cepas bajo estas condiciones de cultivo.

Efecto contrario se observé con el tratamiento lommgos colonizados en grano de trigo (Tabla
4.4). De una concentracion inicial de 250 mg/Kg,discolory P. chrysosporiunremovieron
194,5 y 199,4 mg/kg, respectivamente y en el snakoral con la aplicacion del soporte se
removié 126,9 mg/kg. Por lo tanto, bajo estas aoades se observl un efecto sinérgico entre
los hongos y la microflora autoctona del sueloJadeual 67,6 y 72,6 mg/kg es atribuido a la

accion deA. discolory P. chrysosporiumrespectivamente. Asi mismo, de una concentraciéon
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inicial de aproximadamente 350 mg/kg, la conceidracle PCF atribuida a la accion de

discolory P. chrysosporiunfue 34,7 y 21,6 mg/kg, respectivamente.

La adicion de material lignocelulésico al suelounal (sin hongo), permitié la proliferacion de
microorganismos con capacidad degradativa sobré@F, aumentando la remocién del
contaminante en relacién al tratamiento con soataral y sin material lignocelulésico (Tabla
4.4).

Tabla 4.4. Efecto de la aplicacion de discolory P. chrysosporiumcomo micelio libre y
colonizado en granos de trigo en la concentrac®@P@F (250 y 350 mg/kg) removido después
de 28 dias de tratamiento

Suelo Soporte Hongo 250 mg/kg 350 mg/kg
Remocion (mg/kg) Remocion (mg/kg)

Natural - A. discolor 93,8 101.9
Natural + A. discolor 194,5 253,7
Natural - P. chrysosporium 109,9 111,6
Natural + P. chrysosporium 199,4 219,0
Natural - - 98,5 109,6
Natural + - 126,9 197,9
Esteéril - - 58,7 92,5

Esteéril + - 59,1 93,0

+: con granos de trigo como material lignoceluldsic -: sin granos de trigo como material lignot@ico

La microflora autéctona del suelo puede afectacdnizacion de los hongos de pudricion
blanca en el suelo, mediante un efecto antagokisiudios realizados por Radtgeal. (1994),
demostraron que bacterias del suelo, principalmdetegéneroPseudomonaon capaces de
inhibir fuertemente el crecimiento & chrysosporiumpor la sintesis de derivados de fenazina.
Sin embargo, efectos sinérgicos han sido encordrgolor otros estudios con diversos
contaminantes. Kottermagt al. (1998), mostraron una interaccion positiva entoado y la
microflora autoctona del suelo en la biodegradadérenzo(a)pireno cdBjerkandera adusta

Asi mismo, corDichomitussqualesy Pleurotussp. mostraron un aumento entre 5y 20% en la
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degradacién de pireno, en relacion a la degradaegiizada sélo con la microflora autéctona del
suelo (Wieschet al,, 1996)

Se ha indicado también que el antagonismo dismimuggdo se inoculan los hongos sobre
material lignocelulésico y luego son esparcidosrea suelo contaminado (Reddy y Mathew,
2001). Clauseset al. (1996), en una revision bibliografica realizaddaasociacion de bacterias
y hongos para la degradacion de la madera, pastuésociacion simbiotica, donde las bacterias
colonizan el material lignocelulésico incrementatapermeabilidad de esté y posteriormente se

realiza el ataque de los hongos.

El crecimiento de hongos en el suelo por adiciénrdenaterial lignoceluldsico puede impedir en
cierto modo el efecto competitivo de la microflai@ suelo y asi aumentar la degradacion del
contaminante. Sin embargo, este efecto no ocuraadnilos microorganismos del suelo son
capaces de utilizar el substrato lignocelulésiam, lp que pueden inhibir el crecimiento del

hongo, evitando la descomposicion de la ligninaelulosa y en consecuencia disminuir la
actividad ligninolitica (Langt al, 2000).

En cuanto a la actividad enzimatica producida psrhongos en este estudio, se observo que la
maxima actividad de la enzima MnP Alediscolorcolonizado en granos de trigo fue de 2,28 U/g
y paraP. chrysosporiunfue 0,49 U/g, ambos a una concentracion iniciadP@& de 250 mg/kg,
mientras que a una concentracion de 350 mg/kgtilided de la enzima MnP para discolory

P. chrysosporiunfue de 1,83 y 0,12, respectivamente (Figura 4.&)attividad de la enzima fue
afectada con la concentracion de PCF en el suebo,rglacion a la actividad detectada solamente
con el soporte presentado en la Figura 4.1, anmteeiote descrita, se demuestra un efecto
negativo de la microflora del suelo sobre la adtdi ligninolitica principalmente para el cultivo

conP. chrysosporium.

Estos resultados sugieren gAe discolortiene un gran potencial para colonizar el suelo y
competir con la microflora autdctona de éste. &ibargo, considerando la remocion de PCF y la
actividad de la enzima MnP d& chrysosporiumes posible concluir que una mayor actividad
ligninolitica no necesariamente es un estado éigiob 6ptimo para promover la degradaciéon del
contaminante.
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Figura 4.5. Actividad de la enzima MnP dathracophyllum discolo(e) y Phanerochaete
chrysosporium(m) colonizados en granos de trigo e inoculados etos@ndisol contaminado
con PCF. Simbolos cerrados representan el sueltarnorado con 250 mg/kg y simbolos

abiertos con 350 mg/kg

4.3.4 Efecto del tipo de suelo sobre la degradacidie PCF por el hongo de pudricion blanca

Anthracophyllum discolor

Se evalué el efecto de dos tipos de suelos: Andsitivo) y Umbrisol (cultivo y forestal), (las
caracteristicas fueron presentadas en la Tablasblire la remocion de 250 mg/kg par

discolorcolonizado en granos de trigo. Los resultados sostnados en la Figura 4.6.

Se realizaron suelos controles (suelos esterilgdadon el objetivo de evaluar la adsorcion de

PCF en cada uno de los suelo.

Se observaron diferencias significativas entreuelas Andisol y el Umbrisol de cultivo (Figura
4.6a), siendo mayor la adsorcion en el suelo Urobftsiltivo). También se evalué el efecto de la
microflora autéctona de los suelos sobre la renmal@ PCF, observandose diferencias

significativas entre el suelo Andisol y Umbrisotdstal (Figura 4.6b).

En el tratamiento con hongo colonizado en granosige se observo diferencias significativas

entre todos los suelos (Figura 4.6c), siendo meaazél tratamiento en el suelo Andisol.
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Figura 4.6. Concentracion residual de PCF en «@haai los tratamientos: (a): adsorcion, (b):

remocion en suelo natural y (c): remocion por @giién deA. discolorcolonizado en granos de

trigo. C: Controles estériles, A: suelo natur&:ysuelo inoculado coA. discolorcolonizadoen

granos de trigo; 1: Suelo Andisol (cultivo), 2: gu&mbrisol (cultivo) y 3: Suelo Umbrisol

(forestal). Diferentes letras en las barras indicéfierencias significativas entre los suelos

utilizados, basados en el test de Duncan (p<0,05)

En la Tabla 4.5 se presenta la concentracion ded@Sérbida en los suelo, removida por accion

la microflora autéctona del suelo y removida par discolor colonizado en soporte

lignocelulésico (granos de trigo).
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En el suelo Andisol la concentracién de PCF addarhie de 59,1 mg/kg suelo, correspondiente
a un 24,4% de la concentracion inicial de PCF adala (representada en la Figura 4.6 como
dia 1), mientras que en los suelos Umbrisol fué2jé (103, 8 mg/kg) y 35,7% (86,4 mg/kg), en
el suelo cultivo y forestal, respectivamente (TabB). La adsorcion de PCF en el suelo esta
principalmente regulada por la naturaleza y congo@sicoloidal del suelo y el pH, si se trata de
suelos que presentan carga variable (Bieal, 1999). En este sentido, se ha demostrado que el
suelo Andisol tiene una gran capacidad para removepuestos fendlicos (Navé al, 2003,
Diez et al, 2005). Sin embargo, el suelo Umbrisol presen& mayor adsorcion de PCF. Este
efecto puede atribuirse en cierto modo al pH, el g considerablemente acido (Tabla 4.1). La
adsorcion de pentaclorofenol (pKa 4,75) es fuerteen@afectada por la variacion del pH. En
general, en suelos a valores de pH mayores quesetlp compuestos acidicos, la forma anionica
es dominante y la adsorcion decrece considerablem@engtssonet al, 1993). En este
contexto, Diezet al. (1999), demostraron que la retenciéon de compudstasicos clorados es

favorecida a bajo valores de pH, donde existe adgminio de especies protonadas.

Tabla 4.5. Remocién de PCF (concentracion inicel280 mg/kg) en dos tipos de suelo por

adsorcion, por la microflora autéctona del suefmyA. discolorinmovilizado en trigo

Tipo de suelo

Tratamiento Andisol Umbrisol Umbrisol
(cultivo) (cultivo) (forestal)
PCF adsorbido (mg/kg) 59,1 103,8 86,4
PCF removido por microflora del suelo (mg/kg) 67,8 29,8 55,5
PCF removido por tratamiento céndiscolor 67,6 15,4 28,5

inmovilizado en trigo (mg/kd)

*Resultados obtenidos restando la concentraciérCfieasorbido® Resultados obtenidos restando la concentracion
de PCF adsorbido y la remocién por accién de laafiara autoctona del suelo

Otro de los factores que determina la adsorciéoodepuestos fendlicos clorados en el suelo es
la materia orgénica, la cual adsorbe fuertementC#l, producto de la gran hidrofobicidad del

contaminante (Tanet al, 1999, Czaplicka, 2004). No obstante, el suelo tisnbde cultivo
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posee un menor porcentaje de materia organica (0%l suelo Umbrisol para uso forestal
(18%), y el suelo Andisol (14%). En este sentidendtet al. (1996), indican que la reactividad

de la materia organica va a influenciar la adsor@é un contaminante, demostrando mayor
afinidad a la materia orgénica fresca. Por lo queleduce que la materia organica del suelo

Umbrisol de cultivo es mas reactiva y por tantoggasna mayor capacidad de adsorber PCF.

Si bien se observé (Figura 4.6) una alta remoce&R@F en los suelos naturales, por accién de la
microflora autoctona del suelo, no se considerddecion de PCF adsorbida a cada uno de los
suelos, es decir, la fraccion no biodisponible aceion del hongo. Por tanto, la concentracion de
PCF removida en los suelos naturales menos laidracadsorbida en los suelos, indica la
remocion de PCF atribuida a la accion de la miorafutoctona del suelo, o que se muestra en
la Tabla 4.5. Al respecto, 67,8 mg/kg, correspameéie un 29,7% de la concentracion inicial de
PCF, removi6é la microflora autdctona del suelo Aondiy un 13,1% (29,8 mg/kg) y 24,3%
(55,5) por los microorganismos de el suelo Umbridel cultivo y forestal, respectivamente,
después de 28 dias de tratamiento. Aunque no k&zdraa recuento de colonias, ni aislamientos
de bacterias del suelo, es posible inferir quelmuelo Andisol y el suelo Umbrisol forestal los
microorganismos del suelo poseen mayor capacidgrhdativa, que en el suelo Umbrisol de

cultivo.

Asi mismo, para determinar la concentracion de R&Rovida porA. discolor,es necesario
considerar la concentracion de PCF adsorbida y eaovida por la accion de los
microorganismos del suelo. Por lo que la remoctdbwada a la accion da. discolorcolonizado
en granos de trigo, fue de 30,1% (67,6 mg/kg),adedncentracion inicial de PCF en suelo
Andisol (aproximadamente 250 mg/kg), mientras qaeapel suelo Umbrisol de cultivo y
forestal, se obtuvo una remocién de 6,9 y 12, 7%paetivamente (Tabla 4.5). En todos los
suelos se observo un efecto sinérgico entre losoomganismos del suelo y el hongodiscolor

con mayor efecto en el suelo Andisol.

El tipo de suelo también afecto la actividad MnPhadngoA. discolor como se muestra en la
Figura 4.7. Se observo una mayor actividad de f@renMnP en el suelo Andisol con un valor
maximo de 2,28 U/g de soporte a los 14 dias dédawan, mientras que en el suelo Umbrisol de

cultivo y forestal, una maxima actividad MnP de93 § 0,079 U/g de soporte, respectivamente,
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a los 7 dias de incubacion, la que disminuy6 Hesiar a valores cercanos a cero a los 28 dias de

incubacion.
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Figura 4.7. Actividad de la enzima MnP Aethracophyllum discolocolonizados en granos de
trigo e inoculados en suelo Andisel){ Umbrisol de cultivo g) y Umbrisol de uso forestalk()

contaminados con PCF (250 mg/kg)

En relacion a los resultados obtenidos de remod®®CF y actividad de la enzima MnP, se
puede establecer que en el suelo Andisol existeoandicibon mas adecuada para la remocion de
PCF, esto probablemente esta dado por la condi@dpH, siendo menor la remocién y la
actividad de la enzima MnP a mayor acidez del suEkios resultados coinciden con los
reportados por Wardle (1992) que demostrd que ildifigacion de los suelos frecuentemente
reduce el metabolismo de los hongos. Sin embagjodies realizados por Okeke al. (1996),
demostraron quP. chrysosporiuny Lentinula edodegxpresan una mayor degradacion de PCF
en suelo a pH 4.0, la que disminuye cuando el pkh&s alcalino. No obstante, este ultimo
estudio fue realizado en suelos esterilizados, elora hay efecto de los microorganismos del

suelo.
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4.4 CONCLUSIONES

La utilizacién de materiales lignocelulésico comajgpde trigo, viruta de madera y granos de
trigo favorecen el crecimiento y colonizacion pordiscolor,siendo los granos de trigo los que

permitieron un mayor crecimiento miceliar del hongo

La inmovilizacion deA. discolor y P. chrysosporiumen granos de trigo, favorecen la
colonizacién de los hongos en el suelo y la remmodi® PCF, en relacion a la inoculacién como

micelio libre.

Los hongos de pudricién blanéa discolory P. chrysosporiuntolonizados en granos de trigo,
demostraron capacidades degradativas similares,I@ajue son considerados potenciales

inoculos para la biorremediacion de suelos contadus con PCF.

La aplicacion de trigo en el suelo, permite la ifechcion de microorganismos degradadores de
PCF, los que tienen un efecto sinérgico éordiscolory P. chrysosporiumncrementando la

remocion de PCF en suelos contaminados.

Los resultados obtenidos sugieren que el pH y l@maaorganica en el suelo afectan la adsorcion
de PCF y en consecuencia la biodisponibilidad detaminante a la accion biolégica, siendo

mas elevada en suelos acidos y cuando la matgidaion es mas reactiva.

Los suelos acidos reducen la la produccion de kmen MnP porA. discolor, afectando la

degradacién de PCF.
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CAPITULO 5

BIODEGRADACION DE PENTACLOROFENOL EN CULTIVOS CON S UELO EN
FASE SLURRY POR Bjerkandera adusta Y Anthracophyllum discolor *

RESUMEN

En la biorremediacion de suelos contaminados.dodrienos de transferencia de materia pueden
presentar una importante limitacion del proceso.eEie capitulo, se evalud la degradacion de
PCF en un suelo de uso forestal, mediante un sastem suelo en fasdurry. Se emplearon los
hongos de pudricién blancAnthracophyllum discolory Bjerkandera adustaBOS55. Se
realizaron ensayos en matraces con el fin de avaluefecto de diferentes concentraciones de
PCF (100, 250 y 350 mg/kg), la adicion de un makdignoceluldsico proveniente de una planta
de etanol, conocido como granos secos de destieriasolubles (DDGS) y el efecto de la

microflora autdctona del suelo.

Una elevada degradacion de PCF se obtuvaAcatiscolorusando DDGS (95% después de 28
dias). La utilizacion de DDGS como fuente de caobpnitrégeno incremento la degradacién de
PCF y la produccion enziméatica ligninolitica en aslsepas de hongos utilizadas, aunque no se
encontrd una correlacion entre estos dos paramé&oo®tra parte, se demostré que la microflora
autoctona del suelo ejercio un efecto competitiobres los hongos de pudricién blanca,

disminuyendo la degradacion de PCF.

Se identificaron productos intermedios al procesgradativo, tipicos de la via degradativa de
PCF, por lo que el proceso no fue afectado pooteentracion de sélidos y la agitacion en un

sistema con suelo en faslarry.

Finalmente, el proceso fue realizado en un redsdoco de 5 L, bajo condiciones estériles, e
inoculado conA. discolor en el cual el 81% del PCF adicionado (250 mgfkg) degradado
después de 28 dias de tratamiento. La ausencietidielad MnP en estos cultivos indica, que no

es esencial para la degradacién de PCF.

O. Rubilar, G. Feijoo, C. Diez, T.A. Lu-Chau, M.T. Moreira and J.M. Lema. (2007). Biodegradation of
Pentachlorophenol (PCF) in sslurry cultures byBjerkandera adustandAnthracophyllum discoloindustrial and

Engineering Chemistry Researchi0.1021/ie061678b. In press.
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5.1 INTRODUCCION

Los suelos contaminados con pentaclorofenol hamesitensivamente estudiados (Hut#eal,
1989, Lamar y Dietrich, 1990, Lamet al, 1990, Harmsen, 1991). Hutzler (1989) demostré que
en un suelo con contaminado con PCF a una concémrale 100 mg/kg, la microflora
autoctona logra disminuir la concentracion a 5 mgéa un periodo de tiempo de 4 meses. Otros
estudios han reportado una degradacion de PCF@mdikg a 20 mg/kg en un periodo de 10 a
20 semanas (Harmsen, 1991). Sin embargo, divestodies han demostrado una degradacion
mas rapida y con una mayor concentracion por acdgrhongos de pudricion blanca. Al
respecto, Lamar y Dietrich (1990), reportaron quesuelo contaminado con 250 mg/kg e
incubado corP. chrysosporiuny P. sordidase degrada un 88 y 91%, respectivamente, en un
periodo de 6,5 semanas. También demostraron qaepgrte del contaminante fue adsorbido a la
fraccion organica e inorganica del suelo. Por ltdala biorremediacion, solo resulta eficaz
sobre la fraccion biodisponible de los contamingnteientras que la fraccion no biodisponible
permanece inalterada. Esta fraccion se ve increadanton el tiempo, debido al efecto del

envejecimiento del suelo (Hatzinger y Alexandef3)9

La agitacion y mezcla de una suspension de suelasenliquida, facilita la desagregacion y
reducciéon de tamafo de las particulas, permitiem@omayor exposicion de los contaminantes e
incrementando asi la biodisponibilidad. Este efsetdogra mediante una tecnologia reciente de
gran interés en las ciencias ambientales, espemigdmen la biorremediacion de suelos,
denominada suelo en faskirry, en donde el suelo en fase acuosa junto con ahmmo son
mezclados y mantenidos en agitacion bajo condisi@moatroladas (Dean-Ross, 2005, Quintero
et al, 2005, Moharet al, 2006, Quinteret al, 2006). La ventaja de utilizar un sistema de suelo
en faseslurry es que se tiene un control del proceso, hay ureatomde la solubilidad del
quimico, se incrementa el contacto entre el migaaismo y el contaminante y por tanto una
mayor velocidad de degradacién. No obstante, epootamiento de esta tecnologia depende no
solamente de la naturaleza de los contaminantes tanbién del tipo de suelo, la concentracion
del contaminante, la carga de sdlidos en el sisterektipo y origen de los microorganismos
degradadores.

La mayoria de los estudios en suelo en fakery para la degradacién de diferentes

contaminantes han sido realizados con cultivosebacios (Parlet al, 2003, Wooet al, 2004,
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Quintero et al, 2006), los cuales son mas resistentes al esteggnito. Sin embargo, con
hongos de pudricion blanca existen muy pocos esfudon esta tecnoldgi&n un estudio
reciente realizado por Valentiat al. (2007), reportaron la degradacién de hidrocarburos
policiclicos aromaticos (PAH) pd@jerkandera adustan biorreactor con suelo en fagderry, en

el cudl se investigaron las condiciones Optima®pleracion en relacion a la preparacion del
indculo, concentracion de glucosa y la accion gigéro antagonica entre la microflora del suelo
y el hongo estudiado, de lo que obtuvieron unaaelewdegradacion de PAH (30 mg/kg), después

de 30 dias de operacion del reactor a condiciopgsas.

Por otra parte, la utilizacion de glucosa como feette carbono, es altamente costoso si se
considera realizar el tratamiento a una mayor asgalr o que una alternativa viable es utilizar
un residuo lignocelulésico de un proceso industiial este sentido, una industria de etanol,
genera un residuo como subproducto de una planttathol, conocido como granos secos de
destileria con solubleD(ied Distillers Grains with Soluble$DDGS)). EI DDGS se obtiene
mediante secado de los residuos del proceso deaidmede etanol como biocombustible, a partir
de diversos ingredientes ricos en almidon (pririoleate maiz, trigo y cebada), contiene
fundamentalmente residuos no fermentados de losograriginales ademas de levadura,

nutrientes solubles y las particulas de granosfimas.

Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue emala degradacion de PCF en suelo en shsey

por Anthracophyllum discoloy Bjerkandera adustdcepa control) Se evalué el efecto de la
concentracion de PCF, la fuente de carbono (glugoBdGS) y la accion de la microflora
autoctona del suelo sobre la capacidad degraddgévambas cepas de hongos. Ademas, el

proceso de degradacion fue realizado en un redettanque agitado a escala banco de 5 L.
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5.2 MATERIALES Y METODOS
5.2.1 Microorganismos
Hongos de pudricion blanca

Se utilizaron las cepd&jerkandera adust80S55 (ATCC 90940), de la coleccidn de cultivos del
Departamento de Ingenieria Quimica de la UnivedsiSantiago de Compostela (Espafia), y
Anthracophyllum discolgrobtenido de la coleccion de cultivos del Labaiatde Microbiologia

Ambiental de la Universidad de La Frontera. Los io&d/ condiciones de cultivos para los

hongos de pudricion blanca son los descritos prestiie en la seccion 4.2.2.

5.2.2 Suelo utilizado

Se utilizé un suelo de uso forestal no contamirdaltextura franco-arenosa-limoso, proveniente
de Santiago de Compostela, Espafia. El suelo fumidatde una profundidad de 15 cm,
tamizado hasta un tamafo de particula inferiorran2 y almacenado en envase plastico a una
temperatura de 4°C para su uso posterior. La eaization fisico-quimica del suelo utilizado se
presenta en la Tabla 5.1.

Tabla 5.1. Caracteristicas fisico-quimicas delsdeluso forestal

Caracteristica Unidad
Estructura Franco-arenoso-limoso
pH 4,04

Carbono organico (%) 7,85
Nitrégeno (%) 0,55

Humedad (%) 18

Materia organica (%) 13,5

CEC (cmolc/Kg) 4,98

CEC: Capacidad de itdenbio catiénico, definido como la cantidad
de cationes intercambiables que pueden ser adeahbidl suelo a pH 7
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5.2.3 Material lignocelulésico utilizado

Se utilizdé un residuo lignocelulésico, generado cosubproducto de una planta de etanol,
conocido como granos secos de destileria con salubtied Distillers Grains with Solubles
(DDGS)). Las caracteristicas del DDGS se presesnida Tabla 5.2. Los datos fueron obtenidos
de la pagina web de la Fundacion Espafiola parasaiollo de la Nutricion Animal (FEDNA).

Tabla 5.2. Composicién quimica del DDGS

Caracteristica %
Humedad 9,8
Cenizas 4.4
Proteina bruta 29,1
Fibra neutro detergente (FND) 41,3
Fibra acido detergente (FAD) 14,7
Lignina acido detergente (LAD) 3,9
Almidon 4
Azlcares 1,8

5.2.4 Preparacion de material lignocelulosico y desluelo utilizado
Preparacion de material lignoceluldsico

Se agregd 1,5 g de DDGS a tubos de ensayo. Luegdubos de ensayos fueron sellados y

llevados al autoclave a 121°C por 40 minutos doss/eonsecutivas.

Preparacion del suelo

Se agreg6 10 g de suelo en matraces ErlenmeyeR3lenll. Previo a la utilizacién éste fue
autoclavado a 121°C por 40 minutos dos veces cotigas. A cada uno de los matraces se

adicioné de la disolucién concentrada de PCF, pbhtaner concentraciones de 100, 250 y 350
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mg/kg. Posteriormente, el suelo fue agitado vigamente en los matraces y mantenidos bajo
campana de flujo laminar durante 24 horas paradpa@acion del solvente.

Para los ensayos donde se evalué el efecto declaffara autoctona del suelo, se realizé el
mismo procedimiento anteriormente descrito, perno saelo natural y contaminado a una

concentracion de PCF de 250 mg/kg.

5.2.5 Ensayos de biodegradacién de PCF en cultives suelo en fasdurry por Bjerkandera

adusta y Anthracophyllum discol or

Efecto de la concentracion de PCF en la capacidegradativa de Anthracophyllum discolor y
Bjerkandera adusta en cultivos con suelo en faseysl

Los ensayos fueron realizados en matraces Erlennaeyd25 mL en triplicado. Cada matraz
contenia 2 g de suelo contaminado con PCF (100,y2380 mg/kg) y 16 mL de medio Kirk
modificado, descrito en la seccién 3.2.3. El inddule agregado como micelio homogenizado de
B. adustao A. discolor (4 mL), segun lo descrito en la seccion 4.2.2. @ié@m se realizaron
controles abioticos sin hongos, los que fueronbadoes en paralelo. Todos los matraces fueron
incubados a 30°C y a 170 rpm por 4 semanas enitad@gorbital.

La toma de muestra se realizo retirando matracesuligso periodicamente para determinar la
concentracion residual de PCF y la actividad denlama MnP. En los ensayos realizados Aon

discolor se identificaron productos de degradacion de PCF.

Utilizacion de DDGS como substrato por Anthracophyldiscolor y Bjerkandera adusta

Para evaluar el posible uso de DDGS como subspata los hongos, se realizaron cuatro
ensayos en matraces Erlenmeyer de 125 mL que d¢antew) DDGS (1,5 g) y agua (16 mL)
inoculado con 4 mL de micelio homogenizado (descit la seccion 4.2.2), b) DDGS (1,5 g),
suelo no contaminado (2 g) y agua (16 mL) inoculeoi®o 4 mL de micelio homogenizado, c)
control abidtico con suelo no contaminado (2 ggyaa(20 mL) y d) medio Kirk modificado: 16
mL (como se describe en la seccién 3.2), sueloambaminado (2 g) inoculado con 4 mL de

micelio homogenizado.
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La toma de muestra se realizd retirando periédicéen@,5 mL de muestra de cada matraz para

determinar la actividad de la enzima MnP y pH.

Al inicio y al término del periodo de incubacién determiné el peso seco del material

lignocelulésico a 105°C, para obtener la degradgood accion de los hongos.

Efecto de la concentracion de PCF en la capacidegradativa de hongos de pudricion blanca

en cultivos con suelo en fase slurry con DDGS csahstrato

Los ensayos fueron realizados en matraces Erlenmdey&25 mL. Cada matraz contenia 2 g de
suelo contaminado con PCF (100, 250 y 350 mg/kg)1¢6 g de DDGS. El inéculo fue agregado
como micelio homogenizado d& adustad A. discolor(4 mL), segun lo descrito en la seccion
4.2.2. Se realizaron controles abidticos sin honlgssque fueron incubados en paralelo. Todos
los matraces fueron incubados en triplicado a 30%C170 rpm por 4 semanas en un agitador

orbital.

La toma de muestra se realiz0 tomando matracesiltieocperiodicamente para determinar la

concentracion residual de PCF y la actividad dsnlama MnP.

Efecto de la microflora autdctona del suelo sol@edmocion de PCF en cultivos con suelo en

fase slurry por Anthracophyllum discolor y Bjerkana adusta

El efecto de la microflora autéctona del suelo andégradacion de PCF fue evaluado en
experimentos con suelo no estéril y esteéril inabotaconB. adustay A. discolor,de la misma
forma como se realiz6 el ensayo anterior. La fudetearbono usada en estos cultivos fue DDGS

y el suelo fue contaminado con una concentracii@gralrde PCF de 250 mg/kg.

La toma de muestra se realizé tomando matracesilteocperiédicamente para determinar la

concentracion residual de PCF y la actividad denlama MnP.

Remocién de PCF por Anthracophyllum discolor enreiactor con suelo en fase slurry operado

en modo batch
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Se utilizé un reactor de vidrio de 5 L de capacitis#tdl y operado con un volumen de 4 L. El
reactor fue equipado con un motor y un impulsav tyrbina operado a 250 rpm. El cuerpo del
reactor era cilindrico y curvado en el fondo (Feg&:l). La tapa contenia cinco orificios de
entrada: para el eje del agitador, el electrodpHiela carga de materiales, toma de muestra y un
condensador por donde circulé agua a 5°C, connetldi evitar la eliminacion de PCF por
volatilizacion. Se inoculé con 20% (400 mL) Ae discolor proveniente del cultivo en frasco
Erlenmeyer, segun lo descrito en la seccion 4Rdateriormente, se agregé 200 g de suelo
previamente contaminado con PCF a una concentral@d250 mg/kg (carga de solido 5%) y
finalmente se agregdé medio Kirk modificado hastagietar el volumen de 4 litros en el reactor.
Después del consumo total de glucosa se agreg@spalsernados de glucosa/peptona en
concentraciones de 2 g/L y 0,4 g/L, respectivamertea el fin de mantener la viabilidad del
hongo en el reactor. El pH fue mantenido a un vahbre 4,5 y 5,5, mediante la adicion de NaOH
0,IN 6 HCL 0,IN. La temperatura al interior delatea fue mantenida a 30°C, mediante
recirculacién de agua alrededor del reactor, prieviea de un bafio termoregulado. El caudal de

aire fue de 2 L/min.

de

I H ******************* > Sistema
———————————————————— enfriamiento
—HHHE

Sistema
de
calentamiento

<4—— Aireacidn

Figura 5.1. Reactor de tanque agitado de 5 L
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Para la toma de muestra del reactor se aumentgitécian a 500 rpm. Posteriormente se purgd
aproximadamente 20 mL de muestra, para luego tBthail de muestra, de la cuél se extrajo 20
mL en triplicado, en la que se determiné concerirade PCF residual, actividad de la enzima

MnP, pH y concentracion de glucosa.

5.2.6 Metodologia analitica
Extraccion y analisis de PCF e identificacion degwuctos de degradacion

Para la extraccion de PCF de los matraces y latrauestraida del reactor, se agregoé 40 mL de
una solucion hexano-acetona (1:1 v/v) y se sigligrecedimiento descrito previamente en la
seccion 4.2.5.

El PCF residual y los productos de degradaciénofuedeterminados por medio de un
cromatografo de gases Variant-Statum GC/MS (CP B3%fuipado con un puerto de inyeccion
split-splitlessy un inyector automatico (CP-8400) conectado a&spectrometro de masas con
trampa de iones (Varian Saturn 2100). Se utilizé ewlumna capilar CP-Sil 8 CB low Bleed/MS
fused silica WCOT (30 m longitud y 0,25 mm ID).\®lumen de inyeccion fue de 1 pL via una
inyeccionsplit-lessa 280 °C. Se us6 gas helio como fase moévil a wjp fle 1 mL/min. La
deteccién y cuantificacion de metabolitos de deag#nh se realizO mediante el método descrito
por Quintercet al. (2005). El gradiente de temperaturas emplead@lfggguiente: 2 minutos de
tiempo de sostenimiento a 60 °C, incremento de deamypra a 20 °C/min hasta 180 °C,
incremento de temperatura a 5 °C/min hasta 200fi@lnente otro incremento de temperatura
a 10 °C/min hasta 300 °C.

Determinacion de actividad MnP y glucosa

La actividad MnP fue determinada desde el sobremadale una muestra previamente
centrifugada (10 min a 5000 rpm), mediante la iimla de 2,6-dimetoxifenol,
espectrofotométricamente a 30 °C (Cecil CE 7200), d&scrita previamente en la seccion 3.2.4.
La actividad MnP fue determinada para todos loayosanteriormente descritos.

La concentracion de glucosa fue determinada mediamtmétodo enzimatico comercial GOD-
POD (Spinreact S.A., Espafia).

Biorremediacion de suelos contaminados con pemtielool (PCF) por hongos de pudricion blanca 85



Capitulo 5. Biodegradacion de pentaclorofenol eltivos con suelo en fase slurry por Bjerkanderastely
Anthracophyllum discolor

5. 3 RESULTADOS Y DISCUSION

Se evalud la degradacion de PCF en un sistemauetm en fasslurry por Bjerkandera adusts
Anthracophyllum discolocon un medio sintético y con un residuo lignocaligdd proveniente
de una planta de bioetanol, ambos en matraces ggieacion. Posteriormente, se evalud la

degradacién en un reactor con suelo eng$agey inoculado corA. discolor.

5.3.1 Efecto de la concentracion de PCF en la cajpdad degradativa de Anthracophyllum

discolor y Bjerkandera adusta en cultivos con suelo en fasgurry

La degradacion de PCF p8: adustay A. discoloren cultivos con suelo en faséurry fue
evaluado en experimentos con diferentes conceatresiiniciales (100, 250 y 350 mg/kg). Los

resultados se presentan en la Figura 5.2.

Con ambas cepas se observo remocion de PCF. Siargmmbda velocidad y concentracion
residual de PCF fue diferente para las dos cepasa B2 adusta,se observd que de una
concentracion inicial de aproximadamente 100 mggkgremovio 56 mg/kg después de 14 dias
de cultivo, mientras que un total de 71 mg/kg famoevido al finalizar el ensayo (dia 28),
correspondiente a una remocion final de 82% deall tdé PCF adicionado. En cuanto a la
concentracion inicial de 250 y 350 mg/kg, se remawa total de 141 y 228 mg/kg al dia 28,
respectivamente, correspondiente a una remociéal it 57 y 70% del contaminante,

respectivamente (Figura 5.2 a).

Para el ensayo realizado cAndiscolor,de una concentracion inicial de 100 mg/kg, desplees
28 dias se obtuvo una remocién de 90%. Similaresles de degradacién fueron encontrados

para las concentraciones mas elevadas de 250 @%@ (Figura 5.2b).

En este tipo de tratamiento, al igual que el estadierior descrito en el Capitulo 4, Seccion 4.3
(en fase sdélida), se observaron dos etapas de i@mama con una rapida velocidad de
degradacion a los 14 dias de cultivo, seguida paretapa mas lenta, la que se incremento con el
aumento de la concentracion de PCF. Sin embargestensistema no se observé una adsorcién
del contaminante, ya que la extraccién en los otedr(suelo estéril sin hongo) fue superior al

95% durante todas las mediciones, a diferenciaegldio en el Capitulo anterior, donde la
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extraccion disminuy6 durante todas las mediciéegdhdo al 75% de extraccion al final del

ensayo.

400

350 A

300 A

250 A

200 A

150 H

100 +

50 A

Concentracion de PCP residual (mg/kg suelo)

0 7 14 21 28 0 7 14 21 28

Tiempo (d)
Figura 5.2. Concentracion residual de diferentegentraciones iniciales de PCF en suelo (100
(m), 250 @) y 350 (A) mg/kg) utilizando un sistema con suelo en fasery con medio de

cultivo Kirk por (a) Bjerkandera adustay (b) Anthracophyllum discolorL@ concentracion

residual de PCF de los controles se presentanictoks abiertos)

En sistema con suelo en faglarry la biodisponibilidad del contaminante se ve in@atada,
debido a la agitacién, la que minimiza la formacittnagregados y favorece la transferencia de
masa y por tanto la biodisponibilidad del contamieaa la accion de los microorganismos
empleados en dicho proceso (Dean-Ross, 2005, Quisteal, 2005, Mohanet al, 2006,
Quinteroet al, 2006). Efecto contrario se demuestra en sist@anamse soélida. Al respecto,
Lamaret al. (1990), evaluaron la degradacion de 80 mg/kg de &Csuelo esterilizado pé.
chrysosporiuny P. sordida con una degradacion del 96 y 82%, respectivamants 64 dias de
incubacién. Por otra parte, Okeke al. (1997), demostraron la degradacién de PCF en suelo

estéril porLentinula edodescon una concentracion inicial de 200 mg/kg (dosdle 61,2% del
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contaminante pudo ser extraido), del cual 66,3xfykg fue removido después de 4 semanas,
lo que implica un 54% de reduccion de la concer@ramicialmente extraida del contaminante.
En este trabajo, usando concentraciones simil2& rig/kg) la cantidad removida fue 3 veces
mas en el mismo periodo de tiempo pordiscolorcon suelo en fasslurry. Por lo tanto, se
demostro que en sistema con suelo en $agey hay una mayor eficiencia de remocion que en

procesos convencionales utilizando hongos de pgadridanca con suelos en fase solida.

En cuanto a la actividad de la enzima MnP, éstad@iectada en los cultivos con ambas cepas,
como se muestra en la Tabla 5.3. La méaxima activida detectada en cultivos cAndiscolor

con un valor maximo de 485,6 + 20,5 U/L al dia 7caltivos con una concentracion inicial de
PCF de 100 mg/kg. En este caso, se observo unudstda la actividad MnP con la adicion de
PCF, en relacion a la actividad del cultivo contfeih PCF). Sin embargo, al aumentar la
concentracion de PCF a 250 y 350 mg/kg la actividadla enzima fue considerablemente
afectada (en un disminucion de alrededor del 79¥W)embargo, la capacidad degradativa no fue

afectada por una disminucion de la actividad MnP.

En relacion a la actividad enzimaticaBleadustagen cultivos con PCF, s6lo se detect6 al inicio
del tratamiento, correspondiendo a la actividadim@&tulo adicionado al cultivo. Por lo tanto, la

remocion de PCF detectada f@oradustano se atribuye a la enzima MnP.

Tabla 5.3. Maxima actividad MnP obtenida duranteldgradacion de PCF p8&. adustay A.
discoloren cultivos en fasslurry usando medio Kirk modificado. También se muedtieempo

en el cual se obtuvo la maxima actividad enzimatica

PCF B. adusta A. discolor
(mg/kg) MnP (U/L) Tiempo (d) MnP (U/L) Tiempo (d)
0 (Control) 84,2+5/4 14 177,0+4,8 7
100 34,3+28 1 485,6 + 20,5 7
250 40,1+4,4 1 181,0 + 38,2 7
350 47,8 +0,8 1 125,3+22,0 14
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Diversos estudios (Hallbewg al, 2003, Montielet al, 2004) han demostrado que ademas de la
enzimas ligninoliticas, existe la participacionadias enzimas fungicas celulares y extracelulares,
tales como phenoloxidasas y celobiosa dehidrogengis@a en conjunto con las enzimas

ligninoliticas participarian en el proceso degriadat

5.3.2 Utilizacion de DDGS como substrato poAnthracophyllum discolor y Bjerkandera

adusta

La degradacion de material lignoceluldsico por lmende pudricion blanca ha tenido un gran
interés tanto cientifico como econdmico, sienddizatio principalmente para aumentar la
digestibilidad de la madera o paja para ser utibzan la alimentacion de animales (Jet@l,
1992), para reducir los costos de operacion dadasiria de pulpa y papel y actualmente esta
siendo objeto de gran interés en la aplicacion censtrato para hongos de pudricion blanca en

procesos de degradacion de contaminantes (Rods\daequezet al, 1999, Walteet al, 2004).

En este estudio se utiliz6 DDGS como fuente deorarty nitrogeno para hongos de pudricion
blanca en el proceso de degradacion de PCF com endaseslurry. Dadas las caracteristicas de
este material lignoceluldsico (Tabla 5.2), es pesifue sea utilizados como fuente de carbono y
nutrientes por hongos de pudricién blanca. Sin egthaes necesario evaluar la factibilidad de
ser aplicado en procesos de biorremediacion desuwantaminados con PCF. Waler al.
(2004), sefialan que la colonizacion de diferentdsstsatos lignocelulésicos por hongos de
pudricién blanca, no sé6lo depende de los hongasaie también depende del tipo de sustrato y
gue incluso en algunos casos, la colonizacion pwedestar relacionada con el potencial de
degradacién. Por lo que se estudid la utilizaciénDdDGS como substrato por los hongos de
pudricién blanca evaluados, como ensayo previodgdmadacion de PCF en suelo en fsay

con DDGS como fuente de carbono y nitrégeno.

Se evalud la actividad de la enzima MnP de cultivos A. discolory B. adustaen cuatro
diferentes medios con (a) DDGS, (b) mezcla de syddGS, (c) suelo con medio Kirk y (d)

suelo, como se muestra en la Figura 5.3.

Con ambos hongos, fue detectada una elevada actieizimatica, principalmente en el medio
compuesto solamente con DDGS. La mayor actividathdmzima MnP fue observada An

discolor, con valores maximos de aproximadamente 1600 y 700 éXxpresadas en el cultivo
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compuesto por DDGS y en mezcla de suelo-DDGS, ctspmente (Figura 5.3). Para.
discolorla actividad maxima de la enzima MnP en mediorsetge con DDGS aumenté 4 veces
mas que el medio Kirk, mientras que pBraadusta se observé un aumento de 6 veces (Figura
5.3).

Estos resultados son similares a los reportados Noredo et al. (2003), usandoP.
chrysosporiumy Trametes versicolopre-cultivados en semillas de uva y salvado dedab
donde mostro una actividad maxima de MnP de 1232 tdientras quédl. versicolorpresento
actividad lacasa de 250 U/L. Para ambos hongostilddad ligninolitica aument6 dos veces, en
relaciéon al cultivo control (sin residuo). Asi migmesultados similares obtuvieron Kapéthal.
(2004), en estudios cdh chrysosporiungultivados en paja de trigo.

2000
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0 7 14 21 280 7 14 21 28
Tiempo (d)

Figura 5.3. Actividad enzimatica de MnP. (B)erkandera adustay (b) Anthracophyllum

discolor, en medio con suelm), DDGS (a), mezcla suelo-DDGSW¥) y suelo con medio Kirk

(®)

Otro de los parametros evaluados en el ensayd fué, &l que durante el periodo de incubacién

aumento6 desde 5,9 a 7,2 en los cultivos con DD@Santhos hongos, mientras que en el ensayo
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con medio Kirk no fue superior a 6 (Figura 5.4).draduccion tipica de MnP en el cultivo con
medio Kirk se caracteriza por tener un peak devidetil después de los 5-7 dias, cuando la fuente
de carbono y nitrdgeno es consumida. Después de msito, los niveles de actividad
ligninolitica disminuyen, debido a un incremento ldeactividad proteolitica (Dosore&t al,
1990) 6 pH (Lu-Chawet al, 2004). En los cultivos con DDGS, la posible catisanactivacion

de la actividad de la enzima MnP es el incrememopti, el que puede ser atribuido a una
concentracion de amonio en el medio, producto dgiliaacion de aminoacidos y proteinas del
DDGS como substrato.

0 7 14 21 28 0 7 14 21 28

Tiempo (d)

Figura 5.4. Evolucién del pH. (&jerkandera adustg (b) Anthracophyllum discolgren medio
con suelok), DDGS (a), mezcla suelo-DDGSY() y suelo con medio Kirke()

A pesar de la inactivacion de la enzima MnP usd@d&S como substrato, la maxima actividad
expresada fue mayor comparado con los resultadesidbs con el medio Kirk. Por otra parte,
se observd que después de 35 dias de incubagiordiscolor y B. adusta degradaron
aproximadamente 33,7 y 30,0 %, respectivamenteDB&S inicial (medido como pérdida de
peso de solidos totales).
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Doradoet al. (1999) obtuvieron resultados similares al evalaategradacion y transformacion
de paja de trigo por accién de los hongos de madc&in blancaPleurotus eryngii, P.
chrysosporium, Phlebia radiata Ceriporiopsis subvermispordespués 30 dias de incubacién
observaron una pérdida de peso del material lidnldstco entre 10 y 25% por accion de las
cepas evaluadas. Esta pérdida se incrementd ahtamet periodo de incubacion y en el caso de

P. chrysosporiunieg6 a 45% después de 60 dias.

Por lo tanto, dado que el DDGS y la mezcla conosyaliede ser utilizado como fuente de
nutrientes para el crecimiento y activacion detesm ligninolitico de hongos de pudricion
blanca, se evalué el efecto de diferentes conaaatrale PCF sobre la capacidad degradativa de
B. adustay A. discolorutilizando DDGS como substrato.

5.3.3 Efecto de la concentracibn de PCF en la capdad degradativa de hongos de

pudricién blanca en cultivos con suelalurry con DDGS como substrato

La remocion de diferentes concentraciones inicialesPCF poB. adustay A. discolor en

cultivos con suelslurry con DDGS se muestra en la Figura 5.5.

Para una concentracion de 100, 250 y 350 md@@kgdusta degrado 93, 70 y 50% del total del
PCF adicionado, respectivamente. Por otra pArtdiscolordegradé 96, 94 y 76% de 100, 250 y
350 mg/kg del total adicionado, respectivamente.

El uso de DDGS como substrato aumento la remoc&®@F durante los primeros 14 dias,
comparado con el cultivo con medio Kirk a las misnsancentraciones de PCF (Figura 5.2 y
5.5). Este efecto fue méas evidente en los cultdes3. adusta,en donde la velocidad de

degradacién de PCF (calculada como mg/kg d) fueementada un 11, 100 y 28% en las

concentraciones inicialmente adicionadas de 100 yZ5%0 mg/kg.

La actividad MnP en cultivos con suelo en fakery con DDGS como substrato se presenta en
la Tabla 5.4. La actividad enzimatica detectadadtivos conB. adustano fue superior a 56
U/L a una concentracion inicial de 100 mg/kg, miastuna elevada actividad MnP (996,0 U/L)

fue detectada en el cultivo cén discolora la misma concentracion (Tabla 5.4).

En el cultivo conA. discolorla actividad MnP fue estimulada con la adicionRIgF a una

concentracion de 100 mg/kg, en comparacion coneeliorde cultivo control (sin PCF). Mismo
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efecto fue observado en el cultivo con medio Kirlogtrado en la Tabla 5.3). Sin embargo, con
un aumento de la concentracion de PCF a 250 mg/kactividad MnP disminuyé un 80%,
aproximadamente (Tabla 5.4). Este efecto fue mésreesn el caso dB. adustagen donde la
maxima actividad MnP fue afectada con la presetheiRCF en el medio, disminuyendo hasta 10
veces con la concentracion de PCF, cuando se cangpar el cultivo control (sin PCF). Asi
mismo, se detectd solo la actividad MnP del inbauloconcentraciones de PCF de 250 y 350

mg/kg, ya que la maxima actividad fue al dia 1rd®ibacion.

Por lo tanto, considerando la remocion de PCF iyidatl de la enzima MnP de ambas cepas de
hongos, se puede concluir que el incremento deecracion de PCF en el suelo ejerce un efecto
negativo importante en la actividad ligninolitica ldongos de pudricién blanca. De acuerdo con
estos resultados, puede ser hipotetizado queiladact de la enzima MnP no es el Gnico sistema

responsable de la degradacion de PCF por las gas estudiadas.
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Figura 5.5. Concentracion residual de diferentegeotraciones iniciales de PCF en suelo (100

(m), 250 @) y 350 (A) mg/kg) utilizando un sistema con suelo en fslsery con DDGS como

fuente de carbono por (Bjerkandera adusty (b) Anthracophyllum discolorla concentracion

residual de PCF de los controles se presentanictobs abiertos)

Biorremediacion de suelos contaminados con pemtielool (PCF) por hongos de pudricion blanca 93



Capitulo 5. Biodegradacion de pentaclorofenol eltivos con suelo en fase slurry por Bjerkanderastely
Anthracophyllum discolor

Tabla 5.4. Maxima actividad MnP obtenida duranteldgradacion de PCF p8 adustay A.
discolor en cultivos con suelo en faskirry usando DDGS como substrato. También se muestra

el tiempo en el cual se obtuvo la maxima actividagimatica

PCF B. adusta A. discolor
(mg/kg) MnP (U/L)  Tiempo (d) MnP (U/L)  Tiempo (d)
0 (Control) 567,6 +103,4 21 619,5 +165,8 14
100 56,2+8,3 7 996,0 +45,0 14
250 36,7+0,4 1 200,5 + 78,6 14
350 47,7+0,8 1 229,0 £16,2 14

5.3.4 Efecto de la microflora autdctona del suelmbre la remociéon de PCF en cultivos con

suelo en fasalurry por Anthracophyllum discolor y Bjerkandera adusta

Se evaluo el efecto de la microflora del suelo sdddegradacién de PCF y sobre la actividad de
la enzima MnP de los hongos de pudricion blancaddgradacién de 250 mg/kg en suelo estéril
y no estéril al dia 14 y 28, se presenta en larki§us. En ambos casos se utiliz6 DDGS como
sustrato, de modo de favorecer el crecimiento fimfiente a la actividad de microorganismos
autoctonos del suelo. A los 14 y 28 dias de inddbase observo una degradacion menor en el
suelo no estéril en relacion al suelo estéril (Fadge6). Para el suelo inoculado ddnadustaen
suelo estéril a los 14 dias de cultivo, se deguad63% de PCF, mientras que en suelo no estéril
un 18%, correspondiente a una diferencia de un 4%%ntras que al dia 28 la diferencia
disminuyd hasta un 21%. A si mismo, paradiscolor en suelo estéril, a los 28 dias se degrado
96% de PCF y en suelo no estéril un 53%, siendd336 mayor el efecto en sistema estéril, por
lo que la microflora autoctona del suelo ejercio efecto antagonico sobre la capacidad

degradativa de los hongos de pudricion blancaatlbs.

De mismo modo, se observo el efecto de la micrafeartoctona del suelo sobre la degradacion
de PCF, en la cual a los 14 dias se atribuyé un dd%egradaciéon de PCF y a los 28 dias un

47% del total de PCF adicionado al suelo no esténl hongo). Por lo que la microflora
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autoctona del suelo posee una accién degradativa eb PCF y una accidén inhibitoria sobre los

hongos de pudricion blanca (Figura 5.6).
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Figura 5.6. Concentracion residual de PCF en stersa con suelo de faskirry, con DDGS
como sustrato después de 14 dias (a) y 28 diae (oatamiento, empleandperkandera adusta
y Anthracophyllum discolorLas condiciones experimentales fueron las sigegenControl
abidtico (suelo estéril) (CTAL y CTA2); Suelo estgrB. adusta(A); Suelo estéril yA. discolor
(B); Suelo no estéril sin hongo (C); Suelo no estél wdustaD); Suelo no estéril A. discolor

(E)

La actividad de la enzima MnP, no fue detectadaelenultivo, para ambas cepas fungicas
evaluadas. La ausencia de la actividad puede sbuida por un aumento del pH (Figura 5.7),
corroborandose que la presencia de los microongesienddgenos ejerce un efecto inhibitorio

en el crecimiento y la capacidad degradativa dedsshongos de pudricion blanca estudiados.
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Figura 5.7. Evolucion del pH en cultivos con sueto faseslurry en suelo no estéril coA.

discolor(m), B. adusta A) y suelo control (sin hongo®)

En el suelo natural existe una gran cantidad yedad de microorganismos saprofitos. La
introduccion de hongos de putrefaccion blanca erquun efectivo crecimiento para competir
con estas poblaciones autdctonas, de esta formaoilegos pueden ser capaces de secretar
enzimas necesarias al medio y actuar directameiie £/ compuesto contaminante (Cagtet

al., 2001). Una estrategia para mantener los hongosud&cion blanca en el suelo para la
biorremediacién, es mediante el crecimiento sohrmaterial lignocelulésico, donde el substrato
es impregnado con el micelio y mezclado con eloss(ledstan y Lamar, 1996). Sin embargo, este
proceso ha sido estudiado en estado solido, dendgifacion no es un factor influyente en el

proceso de biorremediacion.

Asi mismo, se ha demostrado que el aumento delindeto fangico en un substrato
lignocelulésico, también puede ser afectado pafetto competitivo de los microorganismos
autoctonos del suelo, inhibiendo la descompositigmocelulésica fangica y reduciendo la
liberacion de enzimas (Langt al, 1998), ya que muchas poblaciones de bacteriasase
comprobado que tienen una influencia indirecta an descomposicion de materiales

lignocelulésico afectando la permeabilidad y atdoda estructura de la madera (Clausen, 1996).
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5.3.5 Identificacion de productos de degradacion

Los principales productos derivados de la degradade PCF en suelo estéril en fakary por

A. discolorfueron identificados como se muestra en el crommatog (Figura 5.8).
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Figura 5.8. Cromatograma de la degradacién de PZIFD (mg/kg) y la formacién de
subproductos pak. discoloren cultivos con suelo en faskirry
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En la Tabla 5.5 se presentan las principales seidi@dos metabolitos intermedios identificados
por GC/MS.

Tabla 5.5. Productos de degradacion de PCF en snataltivos con suelo en faskirry porA.
discolor identificados en GC/MS

Metabolito Principales sefales de iones m/z %
(abundancia) Ocurrencia
Pentacloroanisol 265(4721), 267(3243), 263(2950), 95
280(2734), 135(2329), 282(1796)
2,5-dicloro-1,4-dimetoxibenceno 191(946), 193(6883(346), 92
206(342), 208(283)
2-cloro-1,4-dimetoxibenceno 157(26852), 172(14566), 62
129(9709), 159(9450)
3,4-dimetoxibenzaldehido 165(168596), 166(151365), 67

167(40625), 95(27925)

La principal reaccion generada en el proceso degréd, es la metilacion del PCF, donde el
grupo hidroxilo (-OH) es reemplazados por gruposorig€-OCHg). Esta reaccion se ha sefalado

gue es un mecanismo de detoxificacion frente a cestps organicos recalcitrantes.

Con los productos de degradacion obtenidos se reudge siguiente via de degradacion,
presentada en la Figura 5.9. La via de degradasdimicia con una primera reaccion de
metilacion con la consecuente formacion de pentaaivsol. La segunda reaccion propuesta es
una hidroxilacién con la formacion de tetraclorobglina (TCHQ), la que posteriormente es
metilada para la generaciobn de tetracloro-1,4-dimébenceno, seguida por sucesivas
reacciones de decloracion hasta la formacion dali2léro-1,4-dimetoxibenceno y 2-cloro-1,4-
dimetoxibenceno, respectivamente. Finalmente, l@egona reaccion de decloracion se realizan
una serie de reacciones de demetoxilacion, cadmail, reduccion y metilacion para la

formacion de 3,4-dimetoxibenzaldehido (veratraldehhasta la completa degradacion de PCF
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con la generacion de G{Figura 5.9). Resultados similares obtuvo ReddyojdG2000) en la
degradacion de PCF en medio liquido Pochrysosporium
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Figura 5.9. Via propuesta para la degradacion gt en suelo en fasslurry por

Anthracophyllum discoloiCompuestos destacados corresponden a los idedtfigaor GC-MS

Uno de los productos mas ampliamente identificadcartte la degradacion de PCF, es el
pentacloroanisol (PCA), del cual se ha demostrag® &5 menos toxico que el PCF para los

hongos de pudricion blanca (Lamar y Dietrich, 19%2 embargo, la metilacion de compuestos
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fendlicos clorados incrementa su lipofilicidad ytendencia a bioacumularse (Valo y Salkinoja-
Salonen, 1986).

Por lo tanto, comparando los productos obtenidok dkegradacion de PCF pAr discoloren
cultivos con suelo en fasslurry y considerando la via de degradacion propuestal@on
previamente reportado por otros investigadoregqosgble concluir que tanto en medio liquido
como en cultivo con suelo en fasearry, los hongos de pudricion blanca, siguen una wiglasi
para la degradacion de PCF, sin ser afectadosapooricentracion de sélidos en cultivos con
suelo en fasslurry (100 g de suelo/L)

5.3.6 Remocion de PCF poAnthracophyllum discolor en reactor con suelo en fasdurry

operado en moddoatch

Se realiz6 la degradacion de PCF podiscolot en un reactor de tanque agitado a escala banco
de 5L con suelo en faséurry, de modo de escalar el ensayo anterior y demagieala agitacion
(250 rpm) junto con el efecto de solidos en sudpan®0 g de suelo/L) en este tipo de sistema,
no es un factor de estrés para la capacidad dewyadiz hongos de pudricién blanca. En este
contexto, Valentiret al. (2007), demostraron previamente ddleadustafue capaz de crecer y
degradar cuatro hidrocarburos policiclicos arono&tiPAHS) en un reactor con sueirry,
similar al utilizado en el presente trabajo y cas mismas condiciones de operaciéon (pH,

temperatura, velocidad de agitacion y aireacion).

El proceso de remocion fue realizado con suelaikgtéon una concentracion inicial de PCF de

aproximadamente 250 mg/kg. Los resultados son adisdren la Figura 5.11. Después de 14 y
28 dias se removi6 142 y 185 mg/kg, correspondiant@ 62 y 81%, respectivamente. Estos
resultados son similares a los observadosAcatiscolordurante los experimentos realizados en

matraces a la misma concentracion (Figura 5.2b).

Durante un cultivo tipico de hongos de pudriciéanibh en un reactor de tanque agitado para la
produccién de enzimas ligninoliticas, el tiempoesario para el consumo total de 10 g/L de
glucosa es de entre 5y 7 dias. En el caso deltivoceon suelo en fasgurry paraB. adustagl
periodo fue de 11 dias (Valent al, 2007), debido principalmente al estrés mecamgmiesto

por la mantencion de la faskirry. En el caso del cultivo con suelo en fakery conA. discolor
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el tiempo requerido para el consumo total de gladoe de 9 dias, lo que es cercano a lo

reportado poB. adusta.

Por otra parte, el pH en el medio aument6 de 45 al final de la incubacién (Figura 5.10). El
monitoreo de este parametro es importante, poragualores de pH superiores a 7,4 puede
inactivar la actividad MnP de hongos de pudricianba (Lu-Chatet al, 2004).

Para confirmar la viabilidad y capacidad ligniriokit del hongo en el reactor, se inocularon
muestras en placas de agar con Poly R-478 bajoiciones estériles. Se observo la tipica
actividad de hongos de pudricién blanca, con unbiarde color de rojo a amarillo, lo cual

indica que el sistema ligninolitico durante losi24s estuvo activo (Figura 5.11). Sin embargo, al

dia 28 se mostro una inactividad del sistema ligitico.
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Figura 5.10. Concentracion residual de P€}; €volucion del pHd) y concentracion de glucosa

(#) en reactor con suelo en faderry inoculado corAnthracophyllum discolor
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Figura 5.11. Decoloracion de Poly-478 pghamthracophyllum discolocultivado en reactor con

suelo en fasslurry con PCF

En la Figura 5.12 se muestra el crecimiento deidenéisa durante 11 dias de incubacion. Se
observé un rapido crecimiento de la biomasa fun@ideaelio) (dia 1), con la formacion de pellet
(dia 6). La principal diferencia entre el pellet@bdo en el reactor con suelo en fagary y
pellet de cultivos convencionales, es el color oscista diferencia sugiere que el hongo es
capaz de utilizar el suelo como soporte para coarete formaciéon de pellet. Resultados
similares son mostrados por Valenginal. (2007) corBjerkandera adustan reactoslurry para

la degradacion de PAHSs.

Por otra parte, se observo que los pellets commezaomperse (dia 11) para nuevamente
formarse micelio, similares a los presentados alld(Figura 5.12), debido probablemente a la
baja concentracion de glucosa y nitrogeno en elon&ih embargo, la capacidad degradativa se
mantiene por todo el transcurso del ensayo, pgu#las condiciones de agitacion (250 rpm) y

solidos (50 g suelo/L) en el interior del reactorimpidieron el crecimiento del hongo.
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Figura 5.12. Formacion de pellet Aathracophyllum discoloen reactor con suelo en fagderry

Finalmente, la mas importante diferencia obseneauda los cultivos realizados en matraces y en
el reactor fueron los niveles de la actividad Miua baja actividad MnP de 15 U/L fue
detectada solo al inicio del proceso en el reddliar 1). La baja produccion enzimatica puede ser
asociada a las condiciones de estrés que genexacgbr con suelo en faskirry sobre el hongo.
Diversos estudios (Bonnarme y Jeffries, 1990, Vaday Irvine, 1990) han demostrado que el
estrés por agitacion puede ser perjudicial panardaluccion de enzimas ligninoliticas. Por lo
tanto, los resultados de actividad MnP confirmémsaobtenidos en las fermentaciones realizadas
en matraces, en donde no se encontré una relantém la remocion de PCF y los niveles de
actividad MnP. Esto sugiere, que otro sistema efitzbm puede actuar durante la remociéon de

PCF en un sistema con suelo en fisery.
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5.5 CONCLUSIONES

La utilizaciéon de hongos de pudricién blanca eddgradacién de PCF en suelo en ey es
una buena alternativa para biorremediar sitios aroimados, principalmente por la rapida
degradacién del contaminante, producto de la aditado que permite una mayor
biodisponibilidad de éste a la accion de los hongs$ mismo, las especies fungicas utilizadas
varian en su capacidad de degradacion, sighddiscolorla cepa que presentdé un mayor

potencial para la biorremediacion de suelos comtadas con PCF.

La aplicacion de nutrientes fue importante paramdt una rapida degradacion, de lo cual el
DDGS como fuente de carbono y nitrdgeno increméatactividad enzimatica y la capacidad
degradativa de ambas cepas fangicas utilizadaser8irargo, no se encontré correlacion entre la
actividad MnP y la degradacion de PCF, tanto eretssyos realizados en matraces como en el
biorreactor. Esto sugiere que otras enzimas irtriaces o extracelulares diferentes del sistema
enzimatico ligninolitico de hongos de pudricionraa, pueden actuar en la degradacion de PCF
del suelo.

Se identificaron productos intermedios al procesgradativo, tipicos de la via degradativa de
PCF, por lo que el proceso no fue afectado pooteentracion de sélidos y la agitacion en un
sistema con suelo en faslarry.

Finalmente, de los resultados obtenidos de la dagidn de PCF con suelo en fadarry estéril
y no estéril, se concluye que la microflora autdatdel suelo ejerce un efecto competitivo sobre
los hongos de pudricion blanca, disminuyendo laatérion de PCF.
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CAPITULO 6

DISCUSIONES GENERALES

Actualmente, la contaminacion de suelos es unosiprincipales problemas ambientales, debido
principalmente a la persistencia de los contaméesaen este ambiente, por lo que existe una gran
necesidad de desarrollar nuevas tecnologias pasrsdiacion (Boopathy, 2000). La aplicacion
de tecnologia con hongos de pudricion blanca lawsids de las mas atractivas, ya que permite
la degradacion completa de los contaminantes (LamBretrich, 1990, Lamaet al, 1990,
Tuomelaet al, 1999, Maloney, 2001, Bollagt al, 2003, Valentiret al, 2007). En este sentido,

el hongo mas estudiado ha si@lochrysosporiumdebido a su elevada produccién de enzimas
ligninolitica y alta capacidad de degradar commgestganicos persistentes (Mileskial, 1988,
Choiet al, 2000, Chagas y Durrant, 2001).

En elscreeningrealizado a hongos de pudricion blanca proveniesigelsosques de la region de
La Araucania de Chile, se obtuvo g8éereum hirsutum, Inonotusp. y Anthracophyllum
discolor, demostraron tener un mayor potencial ligninaditique P. chrysosporium Este
potencial estd dado por la producciéon enzimatigaidilitica, que para todas las cepas fue
dependiente de las condiciones de cultivo, sienagomcuando se utilizé glucosa (10 g/L) como
fuente de carbono y una baja concentracion de geitd (0,2 g/L), con una relacién
carbono/nitrogeno igual a 120. El efecto que pravaca alta relacién C/N sobre la produccion
enzimatica ligninolitica de estos hongos, concuerda el obtenido por diversos estudios
(Dhawaleet al, 1992, Reddet al, 1998, Wuet al, 2005), debido a que se asemeja a los bajos

niveles de nitrégeno y altos contenidos de carlspr@posee la madera (Leatham y Kirk, 1983).

La maxima produccion de enzimas, principalment&d@ y LiP, fue obtenida con el hongh.
discolor, para todos los medios de cultivo evaluad@sactividad enzimatica ligninolitica se ha
demostrado que es el principal mecanismo que arilestos hongos para degradar compuestos
organicos persistentes (Reddy y Gold, 2000, Pant2001, Bollaget al, 2003). En esta
contexto,A. discolorfue la cepa seleccionada y utilizada para evdluaegradacion de PCF,
adicionado a un medio de cultivo, en aplicacioresiva de 50 y 100 mg/L. La remocion de PCF
por A. discolorfue de 90 y 40% en la primera y segunda etappgecéigsamente, correspondiente

a una concentracion total removida de aproximad&n®@ mg/L. Diversos estudios han
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demostrado elevados porcentajes de remocién deeAGRedio liquido por diferentes hongos
(Mileski et al, 1988, Chokt al, 2002, Walteet al, 2004), con valores similares a los detectados
por A. discolor.Por lo tanto, es posible considerarlo como un hocmo elevada capacidad
degradativa, incluso mayor a la obtenidapochrysosporium.

Asi mismo, se determin6 que el PCF, ademas delsgradado o transformado por las enzimas
ligninoliticas, puede ser también removido o degdad por otros sistemas enzimaticos
intracelulares o bien por procesos fisico-quimi@i®eddy et al, 1998, Hammelkt al, 2002,
Matsuzaki y Wariishi, 2004, Cea, 2006), debido @ ga se encontrd una relacion directa entre la
remocion de PCF y la produccién de enzimas, praigipnte cuando se adiciondé 100 mg/L de
PCF. Lo anterior sugiere que las enzimas ligniicals tienen una participacion fundamental en
la primera etapa de la degradacion del contaminsateual es seguida por la accién de otros
mecanismos que intervienen en conjunto en la reénaté PCF.

Considerando la elevada capacidad degradativa gseep. discolor para degradar PCF en
medio liquido, es posible que éste sea utilizadopetesos de biorremediacion de suelos
contaminados. Sin embargo, en el suelo existersemna de variables las cuales pueden afectar el
metabolismo y actividad degradativa de los hongespddricion blanca y que por lo tanto
requieren ser evaluadas. Entre estas variablesssacd principalmente: la adsorcion del PCF a la
fraccion orgénica e inorganica del suelo, lo queavaondicionar la biodisponibilidad del
contaminante (Lamar y Dietrich, 1990, Bengtssbral, 1993, Diezet al, 1999, McGrath y
Singleton, 2000, Cea, 2006), la microflora autoatatel suelo que puede ejercer un efecto
antagonico o sinérgico sobre el hongo de pudriblanca (Radtket al, 1994, Kottermaret al,
1998, Reddy y Mathew, 2001) y las caracteristiésisd-quimicas del suelo, tales como pH,
contenido de materia organica del suelo, entresptpae también puede afectar el metabolismo y
la capacidad degradativa del hongo (Okekal, 1996).

La biorremediacion de suelos contaminados conatifes concentraciones de PCF, se realizé
mediante la aplicacion de dos tecnolodiagch con suelo en estado sélido y con suelo en fase
slurry. En el proceso de biorremediacion de suelo en @sélitlo, se utiliz6 como cepa control
para efectos comparativd® chrysosporiumya que ha sido ampliamente estudiada en este
sistema (Lamar y Dietrich, 1990, Lametral, 1990, McGrath y Singleton, 2000), mientras que

para el proceso de biorremediaciéon con suelo em dlasry se utiliz6 como control la cepa
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Bjerkandera adustaya que previamente fue evaluada por Valeminal. (2007), en la
degradacién de hidrocarburos policiclicos aromateo un biorreactor con suelo en fakary,

obteniendo una elevada remocion del contaminaatesfectivo crecimiento en el sistema.

En el sistema con suelo en estado sélido a log@8de incubacion, la remocién por adsorcion
del contaminante fue del 75%, mientras que enrs&ton suelo en fasdurry, la remocion por
adsorcion de PCF fue superior al 90% en todasdasentraciones de PCF evaluadas (100, 250
y 350 mg/kg). En este ultimo caso, la biodispordaidl del contaminante fue favorecida por la
agitacion y mezcla del suelo en fase liquida, le parmite una mayor transferencia de masa
(Dean-Ross, 2005, Quinteeb al, 2005, Moharet al, 2006, Quinteret al, 2006).

Por otra parte, se evalud el efecto de la aplicad@un material lignocelulésico como fuente de
carbono y nitrdgeno, de modo de favorecer el crecitn de los hongos en el suelo. Se han
utilizado diversos materiales lignocelulésicos cosabstrato para hongos de pudricion blanca,
entre ellos el mas utilizado es la paja de trigoréido et al, 1999, Hofrichteret al, 1999,
Lechner y Papinutti, 2006). En este estudio seuével crecimiento dé. discolorsobre: paja de
trigo, grano de trigo y viruta de madera. El mayr@cimiento del hongo fue obtenido en el grano
de trigo, principalmente por que este material edsératos de carbono y almidon, los que
estimularian el crecimiento del hongo, por lo que ditilizado en el proceso de biorremediacion
de PCF en estado sélido. En el tratamiento conoseel faseslurry se utiliz6 un residuo
lignocelulésico, generado como subproducto de larag de etanol conocido como granos secos
de destileria con solubles (DDGS), el cual se obtmediante secado de los residuos del proceso
de obtencién de etanol como biocombustible, ampdetidiversos ingredientes ricos en almidon.
Este Ultimo material, posee un importante aspectm@nico, el cual es un co-producto de un
proceso productivo, el que generalmente se ufiiaza la alimentacion de animales y es de bajo

costo, en comparacion con la preparacion de unarseakiético (glucosa/tartrato de amonio).

En la biorremediaciéon de suelo en fase solida, B&ero6 un efecto sinérgico entre los
microorganismos del suelo y los honglsdiscolory P. chrysosporiumobteniéndoselevados
valores de remocion de PCF (70-85%). Por otro l&tigroceso con suelo en faslkrry, se
observé un efecto antagonico entre la microflored@ana del suelo y los hongos inoculados,

disminuyendo la capacidad degradativaAdeliscolory B. adusta.En este casage obtuvo un
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50% de remocion, atribuido a los microorganismdssdelo, en comparacion al suelo estéril

inoculado con los hongos, donde se obtuvieron dtegalores de remocion (>90%).

Las diferencias obtenidas entre los dos sistemésodeemediacion se deben fundamentalmente
a que en el suelo en fasturry la agitaciéon, que aunque favorece la biodispowiadi del
contaminante, impide la colonizacion de los horggosl material lignocelulésico. Por lo tanto, el
crecimiento de los hongos en un material lignoésiab puede favorecer el crecimiento de los
hongos y en cierto modo disminuir el efecto contpvetique puede provocar la microflora
autoctona del suelo y asi aumentar la degrada@dosdcontaminantes. A pesar del efecto de la
agitacion en el sistensurry, se verificd la degradacion del PCF a través dedatificacion por
GC-MS de los productos tipicos de la via metabdlica

Finalmente, se evalud la capacidad degradativaC#edeA. discoloren dos suelos (Umbrisol y
Andisol) con caracteristicas fisico-quimicas difées, principalmente pH y contenido de materia
organica. El pH fue uno de los factores mas impeeteen la biodisponibilidad de PCEF,
disminuyendo en suelos acidos, asociado principgkna efecto de adsorcion. Asi mismo, en
suelos con pH &cidos la capacidad degradativa discolorfue afectada negativamente, debido
probablemente a la microflora autéctona de este®osyUmbrisol), la que provocd un efecto
competitivo con los hongos de pudriciéon blanca @Mgr1992). Por otro lado, la mayor
degradacién del PCF por efecto deldiscolorfue obtenida en el Andisol, en el cual se observé

una menor remocion por adsorcion de este contameinan
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CAPITULO 7

CONCLUSIONES GENERALES

Los resultados obtenidos en este estudio entregarcicnientos sobre la capacidad degradativa
de hongos de pudricion blanca aislados de bosquisregion de La Araucania, entre los cuales
Anthracophyllum discolodemostré ser el mas adecuado para ser utilizadpreresos de
biorremediacién de suelos y aguas contaminadap@utaclorofenol.

En base a los resultados obtenidos se planteaiglaentes conclusiones generales:

- En elscreeningrealizado a hongos de pudricion blanca proversetdebosques de la region
de La Araucania de Chile, se obtuvo @iereum hirsutum, Inonotsp. yAnthracophyllum

discolor, tenian un elevado potencial ligninolitico, baje tondiciones de cultivo evaluadas.

- La produccion de las enzimas ligninoliticas por dasde pudricion blanca seleccionados,
fue dependiente de la concentracién de nitrogeands mayor la produccion enzimética en
el medio liquido con menor concentracion de nitndg€0,2 g/L). La fuente de carbono
también afect6 la produccién de las enzimas, siemalgor en el medio que contenia glucosa
como fuente de carbono. De los 3 hongos estudiadlodiscolorfue la cepa con mayor
produccion ligninolitica, incluso mayor que la dehgo controP. chrysosporium.

- La cepa con mayor capacidad para remover PCF enorigdido fue A. discolor. Sin
embargo, su actividad ligninolitica fue fuertemeaftectada cuando se duplicé la adicion del
contaminante, evidenciandose la presencia de sistamas enzimaticos actuando sobre el
PCF.

- En reactor con suelo en faslerry inoculado corA. discolorse obtuvo elevados porcentajes
de remocion de PCF (90%), producto de una elevadaferencia de masa, por efecto de la
agitacion y mezcla del suelo en este tipo de reabtw asi en el suelo en fase sélida, donde
se obtuvo una baja disponibilidad del contaminapteducto de la elevada adsorcién del
PCF en el suelo.

- Durante la remocién de PCF en suelo en $asey porA. discolorse identificaron productos
intermedios tipicos del proceso degradativo de R@&Fque pueden ser susceptibles de ser
mineralizados completamente hasta,@®1,0.
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En el tratamiento de degradacion de PCF con suelfaseslurry, la agitacion y mezcla
impide la colonizacion del hongo en el materiahdigelulésico y la microflora del suelo
ejerce un efecto inhibitorio sobfe discolor,mientras que en el tratamiento con suelo en fase
soélida porA. discolor la colonizacion del hongo en material lignocedidd generera un
efecto sinérgico entre la microflora autoctonagimdlo y el hongo, favoreciendo la remocion
de PCF.
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8. PROYECCIONES

Si bien se logré seleccionar un hongo de pudribl@nca con elevada capacidad para remover y
degradar PCF de suelos contaminados, el procesad#diyo solo fue estudiado en laboratorio a
pequefia escala, bajo condiciones controladas. Esiactones de campo los resultados obtenidos
en esta investigacion podrian ser diferentes, ya episte la presencia de diversos factores
ambientales, tales como, bajas temperaturas, sedligias excesivas, entre otras, las que
podrian afectar negativamente la degradacion deontaminante por la accion de hongos de
pudricion blanca. Por otra parte, la exposicionadeitaminante en condiciones de campo, puede
afectar el proceso de biorremediacion, debido aequel suelo los quimicos no son distribuidos
uniformemente, afectando su biodisponibilidad wadsorcion del contaminante en el suelo. Al
respecto, existen muy pocos estudios que abordsfieab de estos factores en su conjunto sobre
la capacidad degradativa de estos hongos. Es pmrase se hace necesario investigaciones
adicionales para determinar la viabilidad de wilizstos hongos a una mayor escala que incluya

el efecto de condiciones ambientales reales y postente realizar el experimentositu.

Otro aspecto interesante a estudiar, son las pobk&x microbianas del suelo, ya que en esta
investigacion se determind que los microorganisgelssuelo poseian capacidad para degradar
PCF, las cuales fueron estimulados con la aplicadé granos de trigo como material

lignocelulésico y que ademas ejercian un efectérgioo con los hongos de pudricion blanca

evaluados. Por lo que se hace necesario evaluafeeto de estos tratamientos sobre las
poblaciones microbianas del suelo utilizando té&simoleculares para aislar e identificar las
principales poblaciones involucradas en el prodesggadativo, las que podrian ser aplicadas en

conjunto con hongos para biorremediar sitios coimados.
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Figura A.1. Cinética enzimatica &tereum hirsuturen cultivo con glucosa con bajo (a) y alto
contenido de nitrdgeno (b) y celulosa con bajoy(a)to contenido de nitrégeno (d). Simbologia:
e MnP,o LiP, A Lacasa y x VP
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contenido de nitrogeno (b) y celulosa con bajoy(e)to contenido de nitrogeno (d). Simbologia:

e MnP,o LiP, A Lacasa y x VP
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contenido de nitrogeno (b) y celulosa con bajoy(e}to contenido de nitrégeno (d). Simbologia:

e MnP,o LiP, A Lacasa y x VP
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