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Acci—n deéstereum hirsutum(Wild)
Pers. en la degradaci—n de colorantes

Nora Mouso, Luis Diorio y Flavia Forchiassin

Laboratorio de Micolog’'a Experimental, Departameii® Biodiversidad y Biolog'a Experimental, Facultdel
Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buekiass, Argentina

Stereum hirsutum, un basidiomicete responsable de la pudrici—n blanca de la
madera, mostr— un buen desarrollo durante un proceso de fermentaci—n en
estado s—Ilido. Esta se realiz— en salvado de trigosalvado de soja o en una
mezcla de ambos. En salvado de soja present— la mayr actividad decolorante
sobre xilidina (Ponceau 2R ), 'ndigo-carm’n y verde de malaquita. Se
obtuvieron valores —ptimos de decoloraci—n y detoXicaci—n con una relaci—n
de 30 g de peso fresco (sustrato+hongo) en 500 ml d e soluci—n de verde de
malaquita, con una actividad lacasa de 42 U/l. El p roceso de decoloraci—n

se llev— a cabo sin el agregado de nutrientes ni demediadores. Los m$ximos
de decoloraci—n no fueron coincidentes con las mfximas actividades
enzimiticas, pero la acci—n oxidante de la lacasa poducida por S. hirsutum
sobre los colorantes qued— confirmada con el antligs electroforZtico, que
permiti— relacionar la actividad de dicha enzima ysu acci—n decolorante,
utilizando geles te—idos con 'ndigo-carm’'n y con ve rde de malaquita, con
ABTS (2,20-azino-bis-3-etil-benzotiazolin-6-fcido sulf—nico) como mediador.
La detoxificaci—n se estableci— en base al crecimieto de Phanerochaete
chrysosporium, un hongo sensible al verde de malaquita.
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Stereum hirsutum(Wild) Pers. action in dye
degradation

Stereum hirsutum, a white rot fungus, has a good growth in solid st ate
fermentation. This was carried on with wheat bran, soy bran and a mixture of
both. Mycelia grown on soy bran showed the highest decolorization activity on
Ponceau 2R (xylidine), indigo carmine and malachite green. Optimal
relationship between decolorization and detoxificat ion of malachite green was
30 g of fresh weight (mycelia plus substrate) in 500 ml malachite green
solution, 42 U/l of laccase was measured in this so lution. Decolorization was
carried on without the addition either of nutrients or mediators. Conditions for
maximal decolorization did not agree with those for maximal ligninolytic
enzyme production, but effectiveness of laccase act ivity on decolorization was
evidenced by electrophoretic analysis, that allowed laccase identification and
its decolorization activity in gels stained with in digo carmine and malachite
green, with ABTS as mediator. Detoxification was as sayed using the sensible
fungus Phanerochaete chrysosporium.
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Grandes cantidades de compuestos aromiticos rebre el ambiente. Los basidiomicetes de la pudriblaata

calcitrantes son volcados al medio ambiente a-éar®.
Los procesos de biorremediaci—n permiten redutikila
cidad de estos compuestos, disminuyendo su imfsacto
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sSon organismos promisorios para ser aplicadosanepos
de biorremediaci—n [18], ya que producen exoenzrias
dativas que pueden degradar dichos compuestos ixenob
ticos. Pertenecen a este grupo de enzimas lasigasas
ligninol'ticas con alto potencial redox (lignin perdasa,
manganeso peroxidasa y peroxidasa versttil) yXaao
sas como la lacasa [13].

La capacidad degradativa de estos hongos ha sido
ampliamente estudiada tanto actuando sobre hidvoecar
ros aromiticos [24], dibenzm-dioxina, dibenzofuran,
bifenilo y difenil Zter [14], verde de malaquita/Tly en
la reducci—n de contaminantes derivados de latriaddes|
papel [2,20]. Los derivados de la industria testih tam-
biZn una importante fuente de contaminaci—n gaezalc
voleemenes de alrededor de 800 kt/a—o0. La sim#ixist
tente entre la estructura qu’mica de los mon—rdertes
lignina y de los colorantes industriales hace ped@apli-
caci—n de las enzimas extracelulares de los hdeglas



pudrici—n blanca de la madera en la degradacidin de
chos colorantes [9,22,27]. Las investigacionesergeis
en biorremediaci—n utilizando estos organismostraoes
una clara tendencia al uso de mecanismos basadias en
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pico de flauta con medio de agar extracto de n{aljar

2%, extracto de malta 1,2% y glucosa 1%) a 4 iC.
Condiciones y medios de cultivBe utiliz— como

sustrato s—lido salvado de trigo, salvado de soja o una mez-

acci—n de las enzimas purificadas e inmovilizadas ecla de ambos en proporci—n 1:1. Todos los cultivos se desa-

columnas [1], la acci—n biol—gica del micelio plerst
contacto con los residuos contaminantes [7], osel del

micelio inmovilizado en soportes sintZticos o rags con

mecanismos de retroalimentaci—n [4,23].

Stereum hirsutunes un basidiomicete de la pudri-
ci—n blanca con una alta producci—n de lacasagg-man
neso peroxidasa en medio I'quido [15], y con unpum:
fuso crecimiento en fermentaci—n en sustrato s-Efido
este trabajo se analiza el poder de decoloraceetoyifi-
caci—n d&. hirsutumsin la aplicaci—n de co-sustratos,
mediadores o nutrientes en el sustrato s—lidepihab
como ocurre en otras especies [5,19], con el fierdm®n-
trar un sistema de decoloraci—n de colorantestriates
de aplicaci—n sencilla y econ—mica.

Material y mZtodos
Organismos.Se utilizaron las cepas de colecci—n

S. hirsutumBAFC 2234, yPhanerochaete chrysosporium
BAFC 232 y BAFC 246. Estas fueron mantenidas engub

rrollaron a 28 jC, en matraces tipo Erlenmeyer de 100 ml
con 4 g (peso seco) del sustrato s—lido hidratadagua
corriente hasta alcanzar un contenido final del 8Dés
in—culos se realizaron con cultivos de cinco diasezlio
agar extracto de malta.

Ensayos de decoloraci—Se utilizaron soluciones
de Ponceau 2R, 20 uM; 'ndigo-carm’n, 20 uM; y vedtde
malaquita, 10 pM. A 30 ml de cada soluci—n se Egagr
ron 2 g (peso fresco) de sustrato con el hongmniSie— la
absorbancia en tiempo cero (antes de la inclustagie-
gado sustrato-hongo) y a intervalos de 10 min darén
primera hora, y cada 30 min durante la segunda hasa
longitudes de onda utilizadas fueron de 505 nm jeara
xilidina (Ponceau 2R), 605 nm para el 'ndigo-carm’'n
615 nm para el verde de malaquita, correspondienses
miximos de absorci—n.

Ensayos de detoxificaci—ara estos ensayos se
utiliz— a P. chrysosporium como organismo tesiesida
la tZcnica propuesta por Papinutti y Forchiassifi.[be
realizaron sobre muestras originadas por la deacilern
de soluciones de verde de malaquita. Cada muastra f

Figura 1. Degradaci—n de los colorantes verde de mdaquita 10 uM ( ), 'ndigo-carm’n 20 uM ( ) y xilidina20 pM () por
S. hirsutum creciendo en tres sustratos s—Ilidos en dos momentos de su curva de crecimiento: d'a 13 (A,B,C) y d'a 17 (D,E,F)
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