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Resumen

Los biofiltros fungicos han mostrado altas capacidades de eliminacion (CE) de
compuestos organicos volatiles (COV) hidrofébicos. Se ha hipotetizado que lo
anterior es debido a la formacion de hifas aéreas, las cuales aumentan el area de
transferencia y las superficies hidrofobicas que favorecen la particion de estos
compuestos. Ambas caracteristicas fisioldgicas, micelio aéreo y superficies
hidrofobicas, estan relacionadas con las hidrofobinas, pequefias proteinas (~100
aminoacidos) con actividad biosurfactante, implicadas en los primeros pasos de la
patogénesis fungica que permiten la adhesion de esporas e hifas al huésped.

En este trabajo se investigd la respuesta fisiolégica de los hongos
filamentosos durante la biodegradacion de sustratos hidrofébicos ademas se
analizé la posibilidad de recuperar hidrofobinas a partir de la biomasa formada.
Los primeros resultados mostraron que Rhinocladiella similis es capaz de
biodegradar COV de polaridades opuestas en biofiltros de fase gas. Se obtuvieron
CE de 74 g hexano m™ h™ con eficiencias de remocién (ER) del 70%, y 230 g
etanol m® h™" (ER 74%). Se observé una mayor hidrofobicidad superficial al crecer
en n-hexano comparado con etanol, con angulos de contacto de 105° y 84°,
respectivamente. Ademas la expresion de proteinas tipo hidrofobinas del micelio
producido con n-hexano (15 kDa) fueron diferentes a las obtenidas en el biofiltro
de etanol (8.5 kDa y 7 kDa).

Posteriormente se mostré que el nematéfago Paecilomyces lilacinus es
capaz de consumir tolueno como unica fuente de carbono en un biofiltro de fase
gas obteniendo una CE promedio de 50 g m™ h™' (ER 53%). Apartir del micelio
producido en el biofiltro se purificé por electroburbujeo una hidrofobina (PLHYD)
de 10.6 + 0.3 kDa, y se identifico mediante huella peptidica (PMF). El rendimiento
fue 1.1 mg PLHYD g biomasa™. La produccién de PLHYD fue evaluada también
cuando crecio en cultivo liquido (FML) y sdlido (FMS) con n-hexadecano (HXD). El
rendimiento en FMS, 0.8 mg PLHYD g biomasa”, fue menor al obtenido en el
biofiltro con tolueno, pero en FML la PLHYD no fue detectada. La actividad
respiratoria en FML (Vmax 1.16 g CO, m™ h™") fue dos veces mayor que en FMS
(Vmax 0.57 g CO, m™® h™"). La PLHYD mostré actividad superficial al modificar la
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hidrofobicidad del teflon disminuyendo su angulo de contacto de 130.1 (x2)° a 57.0
(£5)° soportando lavados con dodecil sulfato de sodio (SDS) caliente.

Siendo este un primer reporte sobre la biodegradacion de sustratos
hidrofobicos con hongos filamentosos y recuperacion de productos de valor
agregado tal como son la hidrofobinas. El estudio ademas contribuye a entender
mas sobre la respuesta fisiolégica que tienen los hongos filamentosos al crecer en
ambientes hidrofébicos. Mostrando que tanto la polaridad de los sustratos, asi
como el tipo de cultivo, tienen un efecto en la expresidon de las proteinas del tipo
hidrofobinas. También la actividad biosurfactante de las hidrofobinas puede tener
un papel importante en la solubilidad y transferencia de COV, pero se necesita

mas trabajo al respecto.
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Abstract

Fungal biofilters have shown high elimination capacities (ECs) for hydrophobic
volatile organic compounds (VOCs). It has been hypothesized that the above is
due to the formation of aerial hyphae, which increase the area of transfer and
hydrophobic surfaces that favor the partition of these compounds. Both
physiological characteristics, aerial mycelium and hydrophobic surfaces, are
related to hydrophobins, small proteins (~100 amino acids) with biosurfactant
activity, which are involved in the initial stages of fungal pathogenesis allowing
adherence of spores and hyphae to the host.

This study investigated the physiological response of filamentous fungi for
the biodegradation of hydrophobic substrates also was analyzed the possibility of
recovering hydrophobins from the formed biomass. The first results showed that
Rhinocladiella similis was able to biodegrade VOCs of opposite polarities in gas
phase biofilters. EC of 74 g hexane m™ h™" with removal efficiencies (RE) of 70%,
and 230 g ethanol m®h™ (ER 74%) were obtained. The surface hydrophobicity was
higher when grown on n-hexane than ethanol, with contact angles of 105° and 84°
respectively. Furthermore the expression of hydrophobin-like proteins from the
mycelium produced with n-hexane (15 kDa) were different from those obtained in
the ethanol biofilter (8.5 kDa and 7 kDa).

Subsequently we showed that nematophagous fungus Paecilomyces
lilacinus was able to consume toluene as the sole carbon source in a gas phase
biofilter found an EC of around 50 g m® h™' (ER 53%). From the mycelium
produced in the biofilter were purified by electrobubbling a hydrophobin (PLHYD)
of 10.6 + 0.3 kDa , and identified by peptide mass fingerprinting (PMF). Also,
PLHYD production was also evaluated when grown in liquid (SmF) and solid-state
fermentations (SSF) with n-hexadecane (HXD). The yield in SSF, 0.8 mg PLHYD g
biomass™', was lower than the obtained in the toluene biofilters but in SmF the
PLHYD was not detected. The respiratory activity in SmF (Vmax 1.16 g CO, m™> h’
') was two times higher than the SSF (Vmax 0.57 g CO, m™ h™). The PLHYD
showed surface activity to modify the hydrophobicity of Teflon from 130.1 (x2)° to
57.0 (£5)° and tolerated hot SDS washing.
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This is a first report on the biodegradation of hydrophobic sustrates by filamentous
fungi and recovery of added value products such as hydrophobins proteins. The
study also contributes to understand more about the fungal physiological response
to grow in hydrophobic environments. Finding that both sustrates polarity and type
of culture, has an effect on expression of hydrophobins proteins. Also the
biosurfactant activity of hydrophobins may have an important role in the solubility

and transfer of VOC, but more work is needed in this respect.
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Introduccion

Introduccion

1.1 Biotecnologia ambiental

La contaminacidon ambiental ha alterado el equilibrio del medio ambiente
provocando uno de los problemas mas criticos en la actualidad, lo que ha
motivado que las regulaciones medioambientales sean cada vez mas estrictas.
Actualmente existen diferentes tecnologias para el control y tratamiento de los
contaminantes. Los procesos biotecnolégicos han sido aplicados
satisfactoriamente para tratar contaminantes en agua, suelo y aire. Como
ejemplos podemos mencionar el tratamiento de aguas residuales para degradar la
materia organica (coloidal y disuelta en el agua), la biorremediacion de suelos
contaminados con hidrocarburos producto de los derrames de petréleo crudo y
residuos de refineria, asi como la eliminaciéon de malos olores mediante la
biofiltracion. Estos procesos aprovechan la capacidad que tienen algunos
microorganismos o plantas para degradar moléculas contaminantes con el fin de
obtener energia para crecer. Una ventaja de estos procesos es que los
contaminantes son transformados a CO,, H,O, biomasa y/o compuestos inocuos,
y no so6lo son transferidos a otra fase (Bolivar-Zapata, 2004; Quintero, 1981; Lema
y Roca, 1998).
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Los contaminantes del aire emitidos continuamente a la atmdsfera por la
actividad humana tienen efectos regionales y globales. Los principales
contaminantes regionales de las ciudades industrializadas son las particulas
suspendidas (PS), los compuestos organicos e inorganicos volatiles (COV y CIVs)
(Lizuka y Nicod, 2000). La contaminaciéon atmosférica puede ser originada en
fuentes naturales y antropogénicas, como ejemplo de las primeras estan las
erupciones de volcanes emitiendo: cenizas, particulas, compuestos volatiles,
diéxido de azufre, NOy, CH4. En cuanto a las fuentes antropogénicas se dividen en
dos tipos: a) Fuentes mdviles: originadas por el transporte de material o personas:
automoviles, aviones, embarcaciones, camiones, ferrocarril, entre otros b) Fuentes
fijas: industria: quimica, maderera, textil, alimentaria, procesadora de productos
vegetales y animales, metalurgica; curtidurias, tintorerias, imprentas, plantas de
tratamiento de agua residual, plantas de composteo, rellenos sanitarios, entre
otros (Vesilind et al. 1990). Sin embargo, muy pocas empresas se preocupan por
tratar sus corrientes que emiten al aire, algunas lo hacen por la presion social, al
generar malos olores, como ejemplo estan las plantas de tratamiento, basureros,
depdsitos, plantas de alimentos, o industrias que manejan solventes. Existen
tecnologias fisicas o quimicas para el control de emisiones gaseosas, tales como:
incineracion, oxidacion catalitica, adsorcion con carbén activo, condensacion,
membranas, entre otras. Generalmente, estos procesos son aplicados en
corrientes con altas concentraciones del contaminante o en condiciones de
presion o temperatura extremas. Sin embargo, cuando los contaminantes se
encuentran en bajas concentraciones las tecnologias fisicoquimicas presentan
altos costos de operaciéon. De ahi que la biofiltracidn es una alternativa interesante
de tratamiento por su bajo requerimiento energético, bajo impacto ambiental al no
requerir condiciones extremas de operacion, ademas los contaminantes son
biodegradados y no sol¢ transferidos a otra fase (Revah y Morgan-Sagastume,
2005).

Hasta ahora la biotecnologia ambiental ha sido descrita como una
tecnologia para la remediacion del medio ambiente aplicada en el tratamiento

terminal al "final del tubo" donde las corrientes contaminadas son tratadas hasta
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que puedan ser reincorporadas a la naturaleza. Sin embargo uno de los retos mas
interesantes de la biotecnologia ambiental esta en el desarrollo de tecnologias
limpias para la prevencion de la contaminacion ambiental, aprovechando las
capacidades de algunos microorganismos que biotransforman sustancias poco
peligrosas en productos de diversas aplicaciones con la caracteristica de ser
compatibles con el medio ambiente al ser facilmente reincorporados a los ciclos
naturales. Como ejemplos podemos citar: a) los biopolimeros y biosurfactantes
obtenidos de microorganismos, y que comienzan a remplazar a algunos productos
sintéticos existentes. b) La utilizacion de enzimas que han permitido reducir el uso
y emisidn de sustancias toxicas en procesos muy contaminantes. c) El control
biolégico de plagas donde se utilizan microorganismos ¢ sus enzimas, reduciendo
o sustituyendo el uso de plaguicidas sintéticos, algunos de los cuales han

resultado ser poco compatibles con el medio ambiente.

1.2 Hongos filamentosos en la biotecnologia ambiental

Los hongos filamentosos tienen potencial para ser aplicados en procesos de
prevencion y tratamiento de la contaminacién. Los hongos filamentosos son
microorganismos eucariotas de nutricion heterotréfica. Sus habitats son diversos,
tipicamente terrestres y saprofitos, pero también hay formas de agua dulce y
marinas, forman un micelio ramificado para integrar redes complejas que se
extienden en todas direcciones. Han sido ampliamente utilizados en procesos
clasicos de produccion de alimentos orientales fermentados hasta la obtencion de
productos de alto valor agregado, como son las enzimas y metabolitos
secundarios. Son capaces de excretar grandes cantidades de enzimas a sus
alrededores para degradar sustratos poliméricos (p. €j. celulosa, quitina, almidén,
proteina) que sirven como nutrientes, caracteristica que es conveniente para la
produccion industrial de enzimas ya que se facilitan los procesos de extraccion y
purificacion, reduciendo tiempo y costos (Goller et al. 1998; Viniegra-Gonzalez et
al. 2003).

Por otro lado, se han encontrado hongos filamentosos colonizando la superficie de

liquidos y sodlidos contaminados. Algunos estudios han mostrado que estos
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microorganismos son capaces de utilizar hidrocarburos alifaticos y aromaticos,
como unica fuente de carbono, lo cual puede ser aprovechado en procesos
biotecnolégicos para biodegradar moléculas contaminantes. La diversidad
metabdlica de los hongos y su capacidad para excretar enzimas les perimite
degradar una gran variedad de sustratos poliméricos, hidrocarburos y algunos
compuestos xenobioticos. Algunos de los géneros de hongos mas reportados por
su capacidad para degradar hidrocarburos son: Aspergillus spp., Paecilomyces
spp., Penicillium spp., Cladosporium spp., Cladophialophora spp., Exophiala spp.,
Rhinocladiella spp. y Fusarium spp. (Prenafeta-Boldu et al. 2005).

Los hongos filamentosos se caracterizan por su capacidad para formar
micelio aéreo, tolerar bajos valores de pH y actividad de agua, condiciones
frecuentes en sistemas de FMS. Volke-Sepulveda et al. (2003) reportaron que
Aspergillus niger cultivado sobre un soporte solido mostr6 mayores tasas de
degradacion de HXD respecto a las obtenidas en cultivos sumergidos. Sugiriendo
que la alta actividad catabdlica del hongo en FMS podria estar relacionada con la
presencia de las hidrofobinas, proteinas secretadas que contribuyen al desarrollo
aereo de hongos y las cuales confieren hidrofobicidad al micelio. Resultados
similares fueron encontrados en biofiltros fungicos, un sistema semejante a la FMS
donde se tiene: a) un soporte solido, al cual se adhiere el hongo, b) una fase
liquida donde ocurren fendmenos de transferencia de masa y c¢) una fase gaseosa
que en la FMS aporta solamente oxigeno, y en el caso de la biofiltracion
proporciona, ademas la fuente de carbono para los microorganismos (Garcia-
Pena, 2002).

Aunque los hongos filamentosos muestran capacidad metabdlica para
degradar hidrocarburos (ver tabla 1.1), el conocimiento y literatura sobre bacterias
excede al de los hongos filamentosos, debido probablemente a que
tradicionalmente se han empleado cultivos liquidos para llevar a cabo el
aislamiento de microorganismos especializados, ademas de la tendencia a
seleccionar bacterias por su mayor velocidad de crecimiento (Prenafeta-Boldu et
al. 2005).
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Por otro lado, los hongos filamentosos también pueden ser patégenos o
simbiontes de diversos organismos vivos, lo cual ha sido aprovechado para
controlar plagas de insectos, nematodos y hongos en cultivos vegetales. Los
productores de cultivos organicos estan a favor de este tipo de biopesticidas,
debido a que representan una tecnologia limpia y amigable con el medio
ambiente. Los siguientes hongos destacan por ser ampliamente utilizados en
formulaciones comerciales: Beauveria bassiana, Metarhizium anisopliae,
Paecilomyces lilacinus, Paecilomyces fumosoroseus, Paecilomyces farinosus,
Lecanicillium lecanii, Trichoderma harzianum, Trichoderma asperellum (Lopez y
Bdrje, 2001).

La infeccion del hongo se inicia con la adhesion de los conidios a la
superficie hidrofébica del huésped, proceso en el cual estan implicadas unas
proteinas con actividad biosurfactante llamadas hidrofobinas. Seguido a esto, se
lleva a cabo la germinacion del conidio y posterior degradacion enzimatica de la
cuticula, permitiendo la penetracion de las hifas al interior del huésped. Napolitano
y Juarez (1997) reportan que la degradacion de los hidrocarburos cuticulares de
insecto, es una ruta metabdlica importante para la produccién de energia. Estudios
posteriores con hongos entomopatogenos, utilizando medios sintéticos
enriquecidos con hidrocarburos de similar longitud a los presentes en la cuticula
de los insectos (n-hexadecano, n-octacosano y n-tetracosano), muestran que
estos hongos, son capaces de transformar algunas estructuras de hidrocarburos
en diversos productos lipidicos (acidos grasos libres, fosfolipidos y acilgliceroles),
parte de los cuales pueden ser utilizados posteriormente para la produccion de
energia y para la biosintesis de componentes celulares (Napolitano y Juarez
1997). Crespo et al. (2002) reportaron que al crecer a B. bassiana con n-

hexadecano se incremento su virulencia contra el huésped.
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Tabla 1.1 Compuestos contaminantes biodegradados por hongos filamentosos.

Compuesto Hongo Referencia

C,-C4 Acremonium spp. Davies et al. (1973)

Ce-Cqg Cladosporium resinae ATCC 22711 Cofone et al. (1973); Lindley
y Heydeman (1983)

n-hexano* Aspergillus niger Spigno et al. (2003) Spigno
y De Faveri (2005)

n-hexano Fusarium solani CBS 117476 Arriaga y Revah (20052)

n-butano Graphium sp. ATCC 58400 Hardison et al. (1997)

Cq-Co Scedosporium spp. Onodera et al. (1989)

n-hexadecano
n-hexadecano

n-hexadecano,

n-tetracosano y n-octacosano
n-hexadecano,

tetradecano y undecano
Fenol

Fenol

Fenol

Fenol, m-Cresol
Fenol, m-Cresol
p-cresol
o-cresol

0, m, y p- Cresol
Bifenil y dibenzofurano
Estireno*
Estireno*
Tolueno*
Tolueno*
Tolueno*

Tolueno*

Tolueno*

Tolueno*

Etilbenceno*

Benceno, tolueno, etil-
benceno y xilenos
(separados y mezcla)*
Formaldehido, metanol
Formaldehido, metanol
Dietil éter
Metil-terbutil-eter

Mezcla de n-butil acetato,
metil etil cetona, metil etil
propil cetona y tolueno
n-hexano, tolueno, fenol y
etanol (separados)*

Sulfuro de hidrégeno,
Dimetil disulfuro

Trichosporon veenhuisii CBS 7136
Apergillus niger

Beaveria bassiana
Fusarium solani CBS 117476

Aspergillus japonicus
Penicillium spp.

Trichosporon cutaneum
Trichosporon guehoae CBS 8521
Trichosporon veenhuisii CBS 7136
Aspergillus fumigatus ATCC 28282
Penicillium frequentans ATCC 96048
Trichosporon cutaneum KUY-6A
Paecilomyces lilacinus

Exophiala jeanselmei CBS 814.95
Clonostachys rosea CBS 102.94
Cladosporium sphaerospermum
Exophiala lecanii-corni CBS 102400
Exophiala oligosperma CBS 113408

Cladophialophora spp.
Paecilomyces variotii CBS 113409
Paecilomyces lilacinus CBS 284.36
Exophiala lecanii-corni
Paecilomyces variotii CBS115145
(originalmente reportado como
Scedosporium apiospermun)
Gliocladium deliquesecens
Paecilomyces variotii

Graphium sp. ATCC 58400
Graphium sp. ATCC 58400
Cladosporium sphaerospermun,
Exophilia jenselmei, Fusarium
oxysporum y Fusarium nygamai
Rhinocladiella similis CBS 120259
(originalmente reportado como
Cladosporium spp.)
Cephalosporium spp.

Middelhoven et al. (2000)
Volkpe-Sepulveda et al.
(2003)

Crespo et al. (2002); Pedrini
(2006)

Arriaga et al. (2006)

Milstein et al. (1983)
Scow et al. (1990);
Hofrichter et al. (1993)
Neujahr y Varga (1970)
Middelhoven et al. (1999)
Middelhoven et al. (2000)
Jones et al. (1993)
Hofrichter et al. (1995)
Hasegawa et al. (1990)
Gesell et al. (2001, 2004)
Cox et al. (1993,1996, 1997)
Cox et al. (1993,1996)
Weber et al. (1995)
Woertz et al. (2001)
Woertz et al. (2001);
Estévez et al. (2005)
Woertz et al. (2002)
Estévez et al. (2005)
Vigueras et al. (2008)
Gunsch et al. (2007)
Garcia-Pefa et al. (2001,
2005, 2008)

Sakaguchi et al. (1975)
Sakaguchi et al. (1975)
Hardison et al. (1997)
Hardison et al. (1997)
Moe y Qi (2004)

Arriaga et al. (2005b)
Vigueras et al. (2009)

Ishikawa et al. (1980)

* Compuestos biodegradados en biofiltros de fase gas
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1.3 Biofiltros fungicos.

La biofiltracidn es un proceso bioldgico utilizado para tratar aire contaminado que
aprovecha la capacidad que tienen algunos microorganismos para transformar
contaminantes organicos e inorganicos a compuestos menos toxicos e incorporar
una fraccion a nuevo material celular. El proceso consiste en hacer pasar aire o
gases contaminados a través de un reactor, donde hay microorganismos
(bacterias, levaduras u hongos filamentosos) que degradan los compuestos
contaminantes transformandolos en compuestos mas simples (CO,, HO, O,
S0,7, S% NOs, Ny) y biomasa.

Esta tecnologia fue utilizada esporadicamente entre los 20’s y 40’s para tratar
malos olores de aguas residuales. Entre los 60’s y 70’s aparecieron las primeras
aplicaciones comerciales en los Paises Bajos, Alemania y Estados Unidos. A
finales de los 80’s se acentud su aplicacién, ademas se incrementaron las
investigaciones, permitiendo entender los fundamentos de los procesos (Ottengraf,
1983; van Lith, 1986; Revah y Morgan-Sagastume, 2005).

La biofiltracion, es una alternativa importante para el tratamiento de aire
contaminado por su bajo costo, amplio rango de aplicacién y minimo impacto
ambiental, ademas con la ventaja de biodegradar los contaminantes y no sol6
transferirlos a otra fase, como sucede con algunas tecnologias fisicoquimicas
(Ottengraf, 1983; Revah y Morgan-Sagastume, 2005). Otra ventaja importante de
la biofiltracién respecto a las tecnologias fisicoquimicas, es el bajo costo
energético, ya que los procesos biologicos se llevan a cabo a temperaturas
cercanas a la ambiente y operan a presion atmosférica (Devinny et al. 1999).

Existen diferentes configuraciones de reactores para el tratamiento de aire
contaminado. Entre los principales se encuentran: a) biofiltros de lecho fijo, el
aire contaminado pasa a través del lecho empacado (organico o sintético), en el
cual se desarrollan los microorganismos. El contaminante se transfiere a una
biopelicula adherida al soporte, en donde es biodegradado por los
microorganismos. La ausencia de una fase acuosa movil lo hace el principal
sistema para el tratamiento de contaminantes poco solubles en agua; b) biofiltros

de lecho escurrido, consisten en una columna llena de un empaque inerte, sobre
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el cual se desarrolla una biopelicula, con una fase liquida continua en
recirculacion. La actividad de la biopelicula se mantiene haciendo circular una
solucion rica en nutrientes sobre el soporte donde se encuentra la biopelicula
adherida. El gas contaminante se absorbe en el liquido y luego es biodegradado
por los microorganismos; c) Biolavadores, en este tipo de reactor el contaminante
se transfiere a la fase acuosa en una columna empacada con un soporte inerte.
Posteriormente, el liquido que contiene al contaminante es alimentado a un
biorreactor de tanque agitado donde los microorganismos degradan al
contaminante. Los biolavadores son adecuados para el tratamiento de
compuestos muy solubles en agua. Adicionalmente se han propuestos reactores
con otras configuraciones como son discos rotatorios, reactores de dos fases vy
biorreactores de membrana (Ottengraf, 1983, Devinny et al. 1999).

Los biofiltros son sistemas abiertos donde es frecuente la proliferacion de
hongos filamentosos, en consecuencia el numero de cepas fungicas aisladas de
estos sistemas se ha incrementado. Algunos de los géneros aislados de biofiltros
incluyen a Cladophialophora spp., Cladosporium spp., Exophialia spp., Fonsecaea
spp., Paecilomyces spp., Rhinocladiella spp. (Prenafeta-Boldu et al. 2001; Kennes
y Veiga 2004). La capacidad de los hongos filamentosos de tolerar condiciones
acidas, baja actividad de agua y limitacion de nutrientes, les da ventaja (tabla 1.2),
respecto a las bacterias, para desarrollarse en los biofiltros, ya que estas
condiciones son frecuentemente encontradas en tales sistemas (Arriaga y Revah,
2005b). Ademas el crecimiento micelial de los hongos les permite extenderse en
todas direcciones, colonizar espacios vacios del soporte solido y alcanzar los

nutrientes disponibles.

Tabla 1.2 Principales ventajas y desventajas de los hongos filamentosos en biofiltros.

Ventajas Desventajas

Diversidad metabdlica Crecimiento lento

Excrecion de enzimas Produccién de esporas
Colonizacién de soportes sélidos Taponamiento y caida de presion
Tolerancia a baja Aw y pH Algunas cepas presentan riesgo

Altas CE de compuestos hidrofébicos biolégico
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En nuestro grupo de trabajo, Morales et al. (1998) observaron el crecimiento
de una cepa fungica en un biofiltro operado con vapores de tolueno. La
colonizacion del biofiltro con dicha poblacion predominante llevé al aislamiento y
posterior identificacion del hongo Paecilomyces variotii (Auria et al. 2000), el cual
fue probado en biofiltros de 2.9 L y 8.5 L con tolueno obteniendo CE de 200 g m™
h™" y ER=98% (Garcia-Pefia et al. 2001; Aizpuru et al. 2005). Estudios posteriores
mostraron que P. variotii lleva a cabo la hidroxilacion inicial del tolueno sobre el
grupo metilo y a través del p-cresol (Garcia-Pena et al. 2005). Existen un par de
reportes sobre el posible uso de este hongo como agente de biocontrol. Sadek et
al. (2003) reportaron que este hongo es capaz de inhibir la eclosion de huevos de
nematodos del genero Meloidogyne spp. Mientras Abdelzaher (2006) reporto el
antagonismo sobre el fitopatogeno Pythium spinosum. Recientemente Nguyen et
al. (2009) purificaron y caracterizaron dos quitinasas de P. variotii parasitando
huevos de Meloidogyne incognita. De modo similar Arriaga y Revah, (2005b)
aislaron a Fusarium solani y Rhinoclaidella similis de un biofiltro que eliminaba
vapores de gasolina. Posteriormente con R. similis realizaron experimentos sobre
la biodegradacion de COV de diferente polaridad (n-hexano, tolueno o fenol) en
biofiltros empacados con una mezcla de perlita y salvado de trigo, el cual permitié
un rapido arranque de los biofiltros y mostrando que las CE estuvieron
correlacionadas con la solubilidad de los COV (resultados publicados en
colaboracion, ver capitulo 3).

Los procesos de tratamiento biolégico de aire se basan en la transferencia
de los contaminantes a una fase acuosa para su posterior biodegradacion. Sin
embargo, la biodegradacion de compuestos hidrofébicos esta limitada, debido a su
baja solubilidad lo que provoca que se encuentren poco biodisponibles para los
microorganismos. Estudios en biofiltros inoculados con hongos filamentosos han
mostrado altas CE de compuestos hidrofobicos comparadas a las obtenidas con
consorcios bacterianos. Garcia-Pefa et al. (2001) encontraron CE de tolueno seis
veces superiores a las reportadas para bacterias usando a P. variotii. Con n-

hexano se reportan CE entre 100 y 150 g m™ h™" utilizando a A. niger (Spigno et al.
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2003) y de 90 g m™ h™" con Fusarium solani mientras que las reportadas con
bacterias estan entre 10y 60 g m>h™ (Arriaga y Revah 2005 a, b).

La fisiologia fungica relacionada a fenomenos de superficie tales como la
formacion de micelio aéreo, el cual esta en contacto directo con el gas, y la
hidrofobicidad superficial, favorecen la biodisponibilidad de los compuestos
hidrofébicos, en comparacién a una pelicula plana acuosa caracteristica de las
bacterias (van Groenestijn y Liu 2002; Vergara-Fernandez et al. 2006, 2008). Lo
cual explica en parte, las mayores CE de COV hidrofébicos obtenidas en biofiltros
fungicos. La formacion de micelio aéreo y las superficies hidrofébicas de los
hongos filamentosos son caracteristicas fisiolégicas que estan relacionadas con
unas proteinas de bajo peso molecular con actividad biosurfactante llamadas
hidrofobinas.

Por otro lado, un problema que presentan los biofiltros fungicos es el
taponamiento por altas concentraciones de biomasa. Una solucion ha sido limitar
el suministro de nitrégeno 6 potasio (Wubker et al. 1997, Aizpuru et al. 2005).

Alternativamente se ha propuesto obtener productos con valor agregado de
la biomasa formada. Meza et al. (2005) reportaron un estudio interesante basado
en la influencia de la adicion de vapores de etanol como inductor de lacasas
producidas por Pycnoporus cinnabarinus ss3 en un biofiltro empacado con bagazo
de cafia. Marin (2006), evalud la actividad quitinolitica y expresion de hidrofobinas
de cepas de Lecanicillium lecanii en medios hidréfobos utilizando compuestos
organicos volatiles. Arriaga et al. (2009) realizaron un estudio sobre el
acoplamiendo de la biodegradacion aerobia de metanol con la expresion de una
proteina heterdloga endoquitinasa Ech42 de Trichoderma atroviride en Pichia
pastoris.

Es importante mencionar que algunos hongos aislados de biofiltros han
resultado ser cepas que tienen riesgo Dbiolégico, para personas
inmunocomprometidas. Por lo cual es importante que la investigacién se lleve a
cabo con cepas de hongos que tengan un riesgo biolégico minimo é nulo (ver
tabla 1.3).

10
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Tabla 1.3 Niveles de bioseguridad de los hongos filamentosos (de Hoog y Guarro, 2000)

Nivel Efectos

HO No patégenos.
H1 Infecciones esporadicas, superficial y no invasiva o leves.

H2 Micosis cutdneas y subcutaneas, pueden causar micosis.

profundas en pacientes inmunocomprometidos.

H3 Patdégenos capaces de causar micosis profundas en

personas sanas

1.4 Hidrofobinas

Como se menciond anteriormente las altas CE de COV hidrofdbicos obtenidos en
biofiltros fungicos estan relacionadas con los fendmenos de superficie de los
hongos, donde estan implicadas las hidrofobinas, proteinas biosurfactantes,
producidas exclusivamente por hongos filamentosos. Los biosurfactantes son
moléculas anfipaticas producidas por microorganismos, plantas y animales. Tienen
la capacidad de auto-ensamblarse en la interfase hidrofébica-hidrofilica
disminuyendo la tension superficial, pueden dispersar burbujas de gas y/o gotas
de aceite en agua (Noordman et al. 2002). La funcién fisiolégica de los
biosurfactantes microbianos aun no es totalmente conocida, pero éstos han sido
encontrados en microorganismos creciendo con sustratos hidrofobicos (Desai y
Banat, 1997). Koch et al. (1991) mostraron que una mutante de Pseudomonas
aeruginosa fue incapaz de crecer en un medio con n-hexadecano, pero el
crecimiento fue restaurado al adicionar pequenas cantidades de rhamnolipidos. De
ahi, que se ha sugerido que la produccion de biosurfactantes puede incrementar la
biodisponibilidad y degradacion de este tipo de compuestos (Bai et al. 1997;
Salanitro, 2001). Los biosurfactantes se dividen en dos clases, los de alto peso
molecular, que generalmente son glicolipidos y los de bajo peso molecular, que
pueden ser polisacaridos, lipopolisacaridos, lipoproteinas o proteinas (Ron vy
Rosenberg, 2002). Los biosurfactantes mas conocidos y producidos
comercialmente son los rhamnolipidos (tabla 1.4), glicolipidos extraidos de P.

aeruginosa, que por sus caracteristicas y biodegradabilidad pueden usarse en
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cosméticos, detergentes, shampoo, jabones, biorremediacion de suelos
contaminados con hidrocarburos y plaguicidas, remocidn de metales pesados
entre otras aplicaciones (Desai y Banat, 1997). Algunos biosurfactantes tienen
actividad antimicrobiana al solubilizar componentes de la membrana celular, por lo
que podrian ser aplicados como antibidticos 6 fungicidas (Ron y Rosenberg,
2002).

Tabla 1.4 Diferentes moléculas biosurfactantes de origen bacteriano (Ron y Rosenberg, 2002)

Biosurfactantes Microorganismos
Glicolipidos

rhamnolipidos R2 C10 C10 Pseudomonas aeruginosa
lipido pentasacarido PL Nocardia corynebacteriodes
rubiwettin RG1 Serratia rubidaea

Lipopéptidos y lipoproteinas

lichensyn A Bacillus licheniformis
lipopéptidos W2 y W3 Serratia marcescens
surfactin Bacillus subtilis

viscosin Pseudomonas fluorescens

Acidos grasos
acido graso (mezcla) Nocardia erythropolis

Otros
complejo-proteina-carbohidrato AP-6 Pseudomonas fluorescens

Un importante biosurfactante de origen fungico son las hidrofobinas,
pequefas proteinas (~100 aminoacidos), anfipaticas, producidas exclusivamente
por hongos filamentosos (ascomicetos y basidiomicetos), que presentan una
distribuciéon conservada de ocho residuos de cisteina. Las hidrofobinas tienen la
capacidad de autoensamblarse en una interfase hidrofobica e hidrofilica. Cumplen
diferentes funciones durante el desarrollo de los hongos, se encuentran implicadas
en el crecimiento aéreo de hongos (figura 1.1), formacion canales de intercambio
gaseosos, adhesion de esporas a superficies hidrofébicas y proporcionan

resistencia contra la desecacion. Ademas tiene una funcidn importante en los
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primeros pasos de la patogénesis fungica, permitiendo la adhesién de esporas e
hifas al huésped (Wessels 1997, Wdsten 2001, Scholtmeijer et al. 2001, Linder et
al. 2005).

© Monomero de hidratobina gHidrofobina enzamblads

Cubierta de hifas aereas - o
Supetficie amiloide
[#] estructura p-plegada
o o]
M )
[5] 0 0 o
[5) [5 0 50 o ,
o ° o Martijn et al. 2005

Figura 1.1 Representacion esquematica de la funcion de las hidrofobinas en la formacion de
micelio aéreo de los hongos filamentosos. Los mondmeros de hidrofobinas excretados por el
hongo se autoensamblan en la interfase, disminuyendo la tensién superficial del agua, lo que
permite emerger al micelio el cual queda recubierto de las proteinas que le dan hidrofobicidad

superficial y lo protegen contra la desecacion.

Las hidrofobinas han sido localizadas principalmente sobre la superficie de
estructuras aéreas (hifas, cuerpos fructiferos y esporas), sin embargo en
ambientes acuosos son liberadas al medio, ensamblandose en la interfase agua-
aire, disminuyendo la tension superficial y permitiendo que el hongo salga del
liquido (Wessels, 1997; Wdosten, 2001). Askolin et al . (2001) reportaron que el 80
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% de la hidrofobina HFBI estaba unida a la pared celular del micelio y el resto se

encontrd en el medio de cultivo.

1.4.1 Caracteristicas bioquimicas
Originalmente se dié el nombre de hidrofobinas a estas proteinas debido su alto
contenido de aminoacidos hidrofobicos (Wessels et al., 1991b). El peso molecular
de la mayoria de las hidrofobinas es bajo (~10 kDa), sin embargo el rango
reportado varia desde los 6.8 hasta 85 kDa determinado para una
pentahidrofobina (Mey et al. 2003).

Con base en su patron de hidropatia y solubilidad se han dividido en dos
grupos, las de clase | que forman agregados insolubles en agua, requiriendo de
agentes tales como acido férmico (AF) o acido trifluoroacético (TFA) concentrado
para extraerlas. En contraste, las hidrofobinas clase Il son poco estables, y
pueden ser facilmente extraidas utilizando soluciones diluidas de SDS ¢ etanol
(Wessels, 1997; Wosten, 2001). Ambas clases también se distinguen por sus
secuencias debido a que cada clase presenta un patrén caracteristico en el
numero de aminoacidos que hay entre los residuos de cisteina (ver figura 1.2). Las
hidrofobinas de clase | presentan una mayor variacibn en el numero de
aminoacidos que hay entre las cisteinas en comparacion a las de clase Il. Ademas
el numero de aminoacidos que hay entre la tercera y cuarta cisteina es mayor en
las hidrofobinas clase |. Con pocas excepciones, ambas clases de hidrofobinas
tienen un patron caracteristico que contiene ocho residuos de cisteina,
encontrando siempre de manera contigua a la segunda y tercera cisteina, asi
como a la sexta y séptima. Sin embargo la homologia en los otros aminoacidos es
baja (Wessels, 1997; Wosten y Wessels,1997; Linder et al. 2005). Las principales

diferencias entre las hidrofobinas clase | y || se muestran en la tabla 1.5.
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Hidrofobinas Clase |

X25.158-C-Xs.9 -C-C-X4.44-C- X723 -C-X5.7-C-C-Xg.15 -C-X5.13
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Figura 1.2 Longitud de las secuencias de aminoacidos entre los residuos de cisteina en
hidrofobinas clase | y Il. Las X son aminoacidos diferentes de cisteina y los subindices
representan el numero de aminoacidos (Wessels, 1997; Linder et al. 2005)
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Tabla 1.5 Principales diferencias entre las hidrofobinas de clase | y II.

Hidrofobinas clase | Hidrofobinas clase Il
e Ascomicetos y Basidiomicetos e Ascomicetos
e Solubles en acido férmico y acido e Solubles en SDS y etanol
trifluoroacético e Espaciamiento entre cisteinas conservado
e Espaciamiento entre cisteinas variable e Secuencia de aminoacidos conservada
e Secuencia de aminoacidos con baja e No forman Rodlets
homologia

e Formacion de Rodlets

1.4.2 Rodlets

Las hidrofobinas clase | se caracterizan por formar estructuras de rodlets,
pequefos granulos cilindricos y alargados (~10 nm ancho y 0.1- 0.25 um largo),
que al unirse forman una pelicula polimérica muy estable, capaz de resistir
lavados de detergente hirviendo y soluciones de alcali. Algunos estudios muestran
que los rodlets son positivos a la tincion de rojo Congo, presentando una
birrefringencia (doble refraccion) verde manzana, indicando que contienen una
estructura terciaria en disposicion B-plegada, por lo cual se ha sugerido que los
rodlets y las fibrillas amiloides tienen estructuras similares.

La pelicula de rodlets que se encuentra cubriendo las estructuras aéreas de
los hongos, es permeable a moléculas < 200 Da lo que permite mantener canales
de intercambio gaseoso, les confiere caracteristicas hidrofébicas y los protege
contra la desecacion (Wang et al. 2005). La eliminaciéon de genes que codifican
hidrofobinas clase | ha dado lugar a mutantes con fenotipo “facilmente mojable”, al
no formar la capa hidrofébica de rodlets que recubren la superficie del hongo. Sin
embargo no se sabe si la capa de rodlets se compone de mas de un tipo de
hidrofobina y/o proteina (Wessels, 1997; Wdésten, 2001; Lugones et al. 1998).

Las hidrofobinas calse Il también pueden autoensamblarse en la interfase
hidrofilica—hidrofébica, sin embargo no forman rodlets (Askolin et al. 2006). Sus
peliculas son poco estables y su funcion en el crecimiento aéreo aun es
desconocida. Se ha observado que las hidrofobinas clase Il (CU CRP, HFBI y

HFBII) pueden estabilizar burbujas de aire en soluciones acuosas (Carpenter et
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al. 1992; Wosten y de Vocht, 2000). Se ha sugerido que la diferencia en la
formacion de fibrillas amiloides, entre las hidrofobinas clase | y Il, se debe a que el
numero de aminoacidos entre la tercera y cuarta cisteina es mayor en las
hidrofobinas clase |. Las hidrofobinas clase Il tienen 11 residuos de aminoacidos
entre estas cisteinas mientras que las clase | tienen entre 17 y 39. Sin embargo
recientemente Kwan et al. (2008) mostraron que el bucle entre estas cisteinas, no
es necesario para formar rodlets con la hidrofobina clase | EAS.

Aire
Ambiente O .. e Autoensamblaje
acuoso ) o (@) e
MEORRE °o
© o o
Hidrofobina soluble en agua Hidrofobina estado B-plegada Martijn et al 2005

Figura 1.3 Pelicula polimérica muy estable, formada por pequefos granulos cilindricos y alargados
llamados rodlets, producto de la estructura terciaria en disposicion 3-plegada de hidrofobinas clase
I

1.4.3 Purificacion de hidrofobinas

Existen diferentes métodos para purificar hidrofobinas. Con base en las
propiedades de solubilidad de las hidrofobinas, la mayoria de los protocolos
comienzan con una extraccion, utilizando soluciones diluidas de SDS o etanol para
liberar las hidrofobinas clase Il adheridas al micelio, y/o TFA o FA concentrado
para solubilizar las de clase | (Wessels et al. 1997; Wosten et al. 1994). La
purificacion final se realiza mediante métodos cromatograficos.

Aprovechando la capacidad que tienen las hidrofobinas para
autoensamblarse en las interfases hidrofilica-hidrofébica, se han separado
hidrofobinas solubles en un medio de cultivo liquido, por la formacion de espuma
al aplicar vacio 6 mezclar el medio con aire (Takai y Richards, 1978; Nakari-Setala
et al. 1997). De forma similar Lugones et al. (1998) y Sarlin et al. (2005) aplicaron
el electroburbujeo para precipitar y aislar hidrofobinas producidas en cultivo

sumergido. También se ha utilizado la cromatografia liquida de alta resolucion
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(HPLC-SEC y HPLC-RP) para purificar estas proteinas entre la que destaca la de
fase reversa, la cual permite separar proteinas hidrofobicas (Carpenter et al. 1992;
Nakari-Setala et al. 1996; Tagu et al. 2000).

1.4.4 Secuencias y genes

Los primeros genes de hidrofobinas fueron descubiertos en Schizophyllum
commune. A la fecha, mas de 70 secuencias de hidrofobinas han sido reportadas.
La SC3 de S. commune, y las HFBI y HFBIlI de Trichoderma reesei son las
hidrofobinas mas estudiadas (Linder et al. 2005). La expresion de los genes que
codifican hidrofobinas puede ser muy fuerte. Por ejemplo, el gen que codifica
ABH1 (HYPA) produce el 60% del ARNm total (de Groot et al. 1996), y el gen de
CRP produce el 25% del ARNm total de Cryphonectria parasitica durante la fase
de crecimiento (Zhang et al. 1994). Una misma especie de hongo puede tener
multiples genes codificando para diferentes tipos de hidrofobinas.

Las hidrofobinas clase | han sido encontradas en ascomicetos vy
basidiomicetos, mientras las clase Il solo han sido observadas en ascomicetos. S.
commune expresa al menos cuatro diferentes hidrofobinas de clase |. En T. reesei
se han encontrado tres hidrofobinas de clase Il. Algunos de los hongos que
contienen ambas clases de hidrofobinas son: el patégeno de tomate Cladosporium
fulvum que tiene cuatro hidrofobinas clase | y dos clase Il. El patégeno de maiz
Fusarium verticillioides tiene tres genes codificando para hidrofobinas clase | y dos
para clase Il. Y el patégeno de arroz Magnaporthe grisea contiene al menos una

hidrofobina clase | y una de clase Il (Askolin et al. 2006).

1.4.5 Actividad superficial

La propiedad caracteristica de las hidrofobinas es el autoensamble interfacial. En
liquidos, ambas clases de hidrofobinas son capaces de disminuir la tension
superficial del agua, y estabilizar gotas de aceite en agua, lo cual indica que estas
proteinas migran a la interfase hidrofilica-hidrofobica (Wosten et al. 1999; Waosten
y de Vocht, 2000; Wang et al. 2005). Sobre soélidos, una pelicula de hidrofobinas

permite cambiar la hidrofobicidad de la superficie, convirtiéndola de hidrofilica a
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hidrofdbica, y viceversa (ver figura 1.4) (Wosten et al. 1994; Wosten y Wessels,
1997; Scholtmeijer et al. 2001).

o © A
o @ e @
© 0
@ L )
O o ©
®© @
e® o o o
@]
0o © ° o © B
o °o®
© . DCJ » Superficie hidrofili
OO D O ﬁ, Upemrcie niarathca
@ 0 o9 © |
Superficie hidrofabica Superficie hidrofdbica
[ ]
o % o o %0 c
* © 9o 0y
o O Superficie hidrofdbica
© 0% 0 %o o7 smmsisasasersasssene
Supetficie hidrofilica Superficie hidrofilica
@ Monomeros de hidrofohina ﬁ Hidrofobina ensamblada

Scholtmeijer et al. 2001.
Figura 1.4 Representacion esquematica del autoensamble interfacial de las hidrofobinas. A,
Sistema liquido de dos fases (aceite y agua). B, Superficie hidrofébica (teflén). C, Superficie
hidrofilica (Vidrio).

La humectabilidad es la interaccion intermolecular entre un liquido y una
superficie solida, y se determina mediante la medicidon del angulo de contacto (6)
de una gota de agua colocada sobre la superficie de un sdlido. Un angulo de
contacto de 90° o mayor, caracteriza a una superficie como hidrofébica, y un —

angulo menor de 90°, como hidrofilica. Un angulo de contacto de 0° indica
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completa humectabilidad. Existen superficies llamadas superhidrofébicas que
tienen angulos de contactos mayores a 150°, casi no muestran contacto entre la

gota de liquido y la superficie solida (de Gennes 1985).

6 > 90° 0 =90° 0<90° 0=0°

PN

Mas hidrofilico

Figura 1.5 Angulo de contacto (0) de una gota de agua sobre una superficie sélida. Un valor de 6
de 90° o mayor, caracteriza a una superficie como hidrofébica, y una menor de 90° como hidrofilica
(de Gennes 1985).

Algunos estudios con hidrofobinas clase | purificadas, muestran la
formacion de peliculas de rodlets sobre soportes sélidos. El mosaico de rodlets
puede ser observado por microscopia electronica y microscopia de fuerza
atomica. (Wosten et al. 1994; Wessels, 1997; de Vocht et al. 1998, 2000; Lugones
et al. 1998). Algunas hidrofobinas como POH2 y Vmh3 de Pleurotus ostreatus se
encuentran glicosiladas (Asgeirsdéttir et al. 1998; Pefias et al. 2002). de Vocht et
al. (1998) mostraron que la glicosilacion de la hidrofobina SC3, incrementa la
capacidad de hacer hidrofilico al teflon. Las hidrofobinas clase Il también muestran
la formacion de estructuras cristalinas altamente ordenadas en la interfase agua-
aire, y alrededor de burbujas de aire en soluciones acuosas (Serimaa et al. 2003;
Paananen et al. 2003).

1.4.6 Aplicaciones de las hidrofobinas

La capacidad que tienen las hidrofobinas para autoensamblarse en las interfases
hidrofilica-hidrofébica, da lugar a varias aplicaciones potenciales. Las hidrofobinas
tienen la ventaja de ser biodegradables ademas de no mostrar toxicidad,
citotoxicidad o inmunogenicidad, ya que normalmente son ingeridas por humanos
en las setas o alimentos que provienen de las fermentaciones donde se emplean
hongos (Scholtmeijer y Wessels, 2001; Askolin et al. 2001; Woésten 2001). La
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actividad superficial de las hidrofobinas en sistemas liquidos puede compararse
con los surfactantes sintéticos y otros biosurfactantes comerciales. Por lo que
pueden emplearse como agentes emulsificantes para suspender soluciones
oleosas para la administracion de farmacos 6 como espumantes en diferentes
ramas de la industria (Lumsdon et al. 2005). Aprovechando la caracteristica de las
hidrofobinas para cambiar las propiedades biofisicas de una superficie, han sido
empleadas en la adhesién de moléculas a superficies por las que normalmente no
tienen afinidad, p. ej. inmovilizacion de células, moléculas, proteinas, anticuerpos
a superficies por las cuales no tienen afinidad, lo cual puede ser aplicado en
biosensores o en nanotecnologia. Utilizando la hidrofobina SC3 se han recubierto
las superficies de electrodos para inmovilizar enzimas redox (Corvis et al. 2005).
De manera similar se han inmovilizado compuestos electroactivos sobre
electrodos cubiertos con la hidrofobina HYDPt-1 de Pisolithus tinctorius (Bilewicz
et al. 2001). La hidrofobina HFBI de T. reesei ha sido utilizada para inmovilizar
endoglucanasas sobre vidrio silanizado y teflon (Linder et al. 2002). Utilizando esta
misma hidrofobina, Nakari-Setala et al. (2002) unieron células de Saccharomyces
cerevisiae a un material hidrofébico de silicon. Palomo et al. (2003) inmovilizaron
lipasas sobre agarosa hidrofilica utilizando hidrofobinas de P. ostreatus como un
absorbente. La biocompatibilidad de las hidrofobinas permite su uso en
aplicaciones médicas. Estudios muestran el incrementé del crecimiento de
fibroplastos sobre teflén recubierto con hidrofobinas SC3 6 SC4 (Janssen et al.
2004; Scholtmeijer et al. 2001). La hidrofobina HFBI se ha utilizado en la
purificacion de proteinas, tal como la separacién de endoglucanasa EGI en un
sistema de dos fases en escala piloto (Selber et al. 2004). Asi como en la
purificacion de proteinas recombinantes de células de insectos en un solo paso
(Lahtinen et al. 2008). El efecto gushing en la cerveza, se produce cuando la
cebada esta contaminada con hongos, encontrando que las hidrofobinas son un
factor importante lo que ha llevado a la elaboraciéon de un inmunoensayo, donde
las hidrofobinas sirven como un indicador (Kleemola et al. 2001; Linder et al.
2005). Desde el primer reporte donde se utiliza el término hidrofobina, hasta el

momento se han encontrado diversas aplicaciones para estas proteinas, lo que se
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ve reflejado en el numero de patentes (176 registradas en freepatentsonline.com)

donde se utilizan estas proteinas, por lo que es importante continuar su estudio.

1.4.7 Produccion de hidrofobinas

Aunque algunas hidrofobinas han sido ampliamente estudiadas, las
investigaciones se han centrado en los aspectos biologicos de las proteinas y no
en su produccidén. En lo que respecta a la produccion de estas proteinas, los
hongos filamentosos son los microorganismos que las producen naturalmente y
las cantidades producidas estan en el orden de mg L™, obtenidas con cepas
fungicas silvestres lo cual es adecuado para aplicaciones a pequefia escala, como
dispositivos médicos, biosensores, entre otros, ya que 1 mg de hidrofobina clase |
es suficiente para cubrir 1 m? de teflon (Askolin et al. 2001). Sin embargo, algunas
aplicaciones a mayor escala pueden requerir mayores cantidades de hidrofobina
(g L™). Por lo cual se han realizado intentos para producir hidrofobinas en las
bacterias Escherichia coli y Hansenula polymorpha obteniendo resultados poco
satisfactorios al producirlas en muy bajas cantidades (ug L) (Scholtmeijer et al.
2001; Askolin et al. 2001). Sin embargo, recientemente la empresa BASF ha
logrado incrementar la produccién, al transferir el gen de una hidrofobina del
hongo Aspergillus nidulans (Emericella nidulans) a E. coli produciendo kilogramos
a escala planta piloto en reactores de tanque agitado. Lo cual fue logrado a través
de la modulaciéon de la expresidon de genes y generando proteinas de fusion,
proteinas quiméricas, que son creadas uniendo dos 0 mas genes, en este caso
fusionaron la hidrofobina clase | DewA y parte de la proteina yaaD de Bacillus
subtilis, siendo la primera empresa en producir hidrofobinas a escala industrial
(Wohlleben et al. 2009). Actualmente la hidrofobina SC3 de S. commune se

encuentra disponible en Sigma Aldrich (No. producto 68795).
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Justificacion e hipotesis

2.1 Justificacion

Como pudo verse en el desarrollo de la seccién anterior, diversas investigaciones
muestran el potencial de los hongos filamentosos para biodegradar hidrocarburos
(tabla 1.1). Algunos trabajos han obtenido altas tasas en la eliminacion de
sustratos hidrofébicos utilizando hongos filamentosos en medio sdlido 6 biofiltros,
mencionando que las hidrofobinas, proteinas con actividad biosurfactante, podrian
estar implicadas en estos procesos. Sin embargo hasta el momento el uso de
hongos filamentosos en biofiltros solo ha sido a escala laboratorio y no hay
estudios sobre hidrofobinas aisladas del micelio de hongos producidos en estos
sistemas. Las precauciones en el uso extensivo de los biofiltros fungicos se debe,
en parte, a que algunas cepas tienen cierto grado de riesgo biologico ya sea para
plantas, animales o humanos.

A pesar de lo anterior existen en la naturaleza existen hongos filamentosos
que han sido utilizados satisfactoriamente en procesos para la prevencion de la
contaminacién, p. ej. biocontrol de plagas, produccion de enzimas, moléculas
biosurfactantes, entre otros. Los cuales tienen la principal ventaja de ser
amigables con el medio ambiente durante su uso o produccion. De esta manera,
resulta importante realizar estudios sobre la biodegradacion de contaminantes,

utilizando cepas fungicas de las cuales se pueda recuperar algun subproducto de
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interés, p. ej. biomasa, esporas o biomoléculas dando un valor agregado a un
proceso de tratamiento para la eliminacién de contaminantes.

De ahi que este trabajo se enfoque en la investigacion de la biodegradacion
de sustratos hidrofébicos utilizando hongos filamentosos, y explora la posibilidad
de obtener simultaneamente proteinas de alto valor, como son las hidrofobinas.
Por otro lado, se ha mencionado la posible importancia de estas proteinas en la
biodegradacion de sustratos hidrofobicos, sin embargo hasta el momento no hay
estudios sobre hidrofobinas aisladas del micelio de hongos producidos en estos

sistemas, por lo que este estudio es un primer paso en ese sentido.

2.2 Hipotesis

La respuesta fisiologica de los hongos filamentosos al crecer en un ambiente
hidrofébico puede diferir respecto a un ambiente hidrofilico, por lo tanto la
polaridad de los sustratos y el tipo de cultivo, tendran un efecto en la
hidrofobicidad superficial del hongo y las proteinas del tipo hidrofobinas

producidas.
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2.3 Objetivos

2.3.1 Objetivo general

Contribuir al entendimiento de la respuesta fisioldgica de los hongos filamentosos
al crecer en ambientes hidrofobicos. Asi como evaluar la posible recuperacion de
productos de valor agregado, como son las hidrofobinas, a partir de la biomasa

producida durante la biodegradacién de sustratos hidrofébicos.

2.3.2 Objetivos particulares

Determinar la expresidén de las proteinas tipo hidrofobinas extraidas del micelio

producido en biofiltros con COV de diferente polaridad.

Medir el crecimiento del hongo nematéfago P. lilacinus con un sustrato gaseoso

hidrofébico en un biofiltro, asi como caracterizar una hidrofobina clase |.

Estudiar el efecto del ambiente y tipo de cultivo, sélido y liquido, sobre la expresion

de hidrofobinas utilizando n-hexadecano como sustrato hidrofébico

2.4 Estructura de la presentacion de resultados

Los resultados obtenidos se presentan en tres capitulos, cada uno de los
cuales esta directamente relacionados con los objetivos planteados anteriormente.

El capitulo 3 muestra la investigacion realizada sobre la respuesta
hidrofébica del hongo R. similis en la biofiltracién de COV de polaridades extremas
(n-hexano o etanol). Esta cepa fue originalmente aislada de un biofiltro que
eliminaba vapores de gasolina y reportada inicialmente como Cladosporium sp.
(Arriaga y Revah, 2005b). Existen reportes de un C. fulvum que tiene cuatro
hidrofobinas clase | y dos clase Il por lo cual se consideré a la cepa Cladosporium

sp. un interesante candidato de estudio. Sin embargo posteriormente fue
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identificada como R. similis, especie clasificada con un nivel de bioseguridad H2,
por lo que a pesar de haber obtenido resultados satisfactorios en cuanto a la
biodegradacion de los COV, se decidi6 cambiar de cepa para continuar los
estudios.

En el capitulo 4 se determind la biodegradacion de tolueno en un biofiltro
utilizando a P. lilacinus y se caracterizé una hidrofobina clase I. Este hongo fue
observado por primera vez en asociacion con huevos de nematodos por Lysek en
1976 (Stirling, 1991), y ha sido ampliamente estudiado y utilizado en el control
biolégico de nematodos fitopatégenos, presentando un nivel de bioseguridad H1
(Atkins et al. 2005; de Hoog y Guarro, 2000). Por otro lado hay reportes sobre la
metabolizacion de los hidrocarburos aromaticos bifenil y dibenzofurano utilizando a
P. lilacinus (Gesell et al. 2001, 2004). Sin embargo no existen reportes en biofiltros
de fase gas por lo cual decidimos trabajar con este hongo.

Finalmente en el capitulo 5 se evalué la produccién de la hidrofobina de P.
lilacinus al crecer con HXD en medio sdlido y liquido. Este hidrocarburo permite
una rapida produccién de biomasa en comparacién con tolueno, y se encuentra
presente en la cuticula de nematodos. Ademas es comunmente utilizado como
compuesto modelo en estudios de biorremediacion de suelos contaminados con
hidrocarburos alifaticos. Por otro lado las hidrofobinas estan implicadas en los
primeros pasos de la patogénesis fungica, al permitir la adhesiéon de esporas e
hifas a la cuticula cerosa del huésped (Wessels 1997, Wdsten 2001, Scholtmeijer
et al. 2001, Linder et al. 2005).
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Respuesta hidrofobica del hongo Rhinocladiella similis
en la biofiltracion de compuestos organicos volatiles de

diferente polaridad
Capitulo publicado en Biotechnology Letters (2009) 31:1203-1209

Gabriel Vigueras, Sonia Arriaga, Keiko Shirai, Marcia Morales, Sergio Revah
Nota de colaboracion: Los resultados de las CE, efecto de la carga y constante
dieléctrica obtenidos en los biofiltros empacados con perlita-salvado de trigo

fueron realizados por Sonia Arriaga

3.1 Resumen

Rhinocladiella similis fue capaz de biodegradar COV de diferente polaridad en
biofiltros fase gas. Obteniendo CE de 74 g hexano m™ h™', 230 g etanol m™ h™, 85
g tolueno m> h' y 30 g fenol m® h'. Los valores de las CE estuvieron
correlacionadas con la solubilidad de los COV. El crecimiento de R. similis con n-
hexano o etanol en biofiltros empacados con perlita mostré una mayor
hidrofobicidad superficial en n-hexano comparado con etanol. Las proteinas tipo
hidrofobinas extraidas del micelio producido con n-hexano (15 kDa) fueron

diferentes de las obtenidas en el biofiltro de etanol (8.5 kDa y 7 kDa).

3.2 Introduccidén

La biofiltracion es una tecnologia efectiva para el tratamiento de malos olores y
COV. Los biofiltros son sistemas abiertos donde el crecimiento de hongos

filamentosos se ha encontrado consistentemente. Cepas fungicas de diferentes
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géneros, incluyendo Paecilomyces spp., Exophialia spp., Cladosporium spp., entre
otros han sido aisladas y probadas satisfactoriamente en biofiltros (Prenafeta-
Boldu et al. 2001; Kennes y Veiga 2004). Los hongos son conocidos por su
diversidad genética y enzimatica asi como por su capacidad para crecer bajo
condiciones ambientales de estrés tales como baja disponibilidad de nutrientes,
baja Aw y bajos valores de pH, donde el crecimiento bacteriano puede estar
limitado (Arriaga y Revah, 2005b), muchas de estas condiciones son encontradas
frecuentemente en los biofiltros. En trabajos previos sobre la remocion de n-
hexano, se aislaron dos hongos, los cuales fueron posteriormente clasificados
como F. solani y R. similis. Después F. solani fue inoculado solo en un biofiltro,
obteniendo altas CE, (CE> 150 g hexano m™ h™), (Arriaga y Revah 2005a;
Vergara-Fernandez et al. 2008). Los biofiltros fungicos muestran altas CE de COV
hidrofébicos debido a que los hongos forman hifas aéreas, lo cual favorece la
transferencia, y la hidrofobicidad superficial que incrementa la particion de estos
compuestos (van Groenestijn y Liu 2002; Vergara-Fernandez et al. 2006).

El crecimiento aéreo y la hidrofobicidad superficial esta estrechamente
relacionada con las hidrofobinas, pequenas proteinas (~10 kDa) con actividad
biosurfactante, capaces de autoensamblarse en una interfase hidrofilica-
hidrofdbica, las cuales tienen como funcién proteger de la humedad y evitar una
excesiva evaporacion de agua citoplasmatica de las estructuras aéreas del hongo.
En base a su patron de hidropatia se han dividido en dos grupos, las de clase |
son mas hidrofdbicas, y sb6lo pueden ser solubilizadas en acidos fuertes tales
como FA o TFA, mientras las clase Il pueden ser extraidas con soluciones diluidas
de SDS etanol (Wessels, 1997; Wdosten, 2001). Hasta ahora, estas proteinas se
han encontrado en todos los hongos filamentosos, y algunos contienen mas de un
gen codificando para hidrofobinas (Wdsten, 2001). Las mas estudiadas son la SC3
de S. commune, y las HFBI y HFBII de T. reesei (Linder et al. 2005). Vigueras et
al. (2008) aislaron la hidrofobina PLHYD de P. lilacinus producido en un biofiltro
fase gas utilizando tolueno como unica fuente de carbono.

El objetivo de este estudio fue investigar la degradaciéon de COV de

diferente polaridad en biofiltros con R. similis, evaluando los cambios en su
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hidrofobicidad superficial y la presencia de proteinas tipo hidrofobinas cuando

crece sobre perlita en biofiltros con vapores de n-hexano 6 etanol.

3.3 Materiales y métodos
Cepa fungica

R. similis CBS 120259, originalmente reportado como Cladosporium sp., fue
aislado de un biofiltro que eliminaba vapores de gasolina (Arriaga y Revah,
2005b). Esta cepa fue propagada sobre agar papa dextrosa a 28°C y mantenida a
4°C.

Sistemas de biofiltracion

Todos los experimentos fueron a 30°C usando tubos cilindricos de vidrio de 0.230
L. Para los experimentos de degradacion, los biofiltros fueron empacados con una
mezcla de 20.6 g de perlita y 4.1 g de salvado de trigo (Nutrisa México, DF), estéril
e impregnada con medio mineral, reportado previamente por Arriaga y Revah
(2005a), conteniendo 2x10” esporas mL™. Una corriente de fenol, tolueno o n-
hexano fue mezclada con aire humedo y pasada a través del biofiltro a una
velocidad de flujo de 200 mL min™, correspondiente a un tiempo de residencia del
lecho vacio, EBRT, de 1.1 min. Las concentraciones de tolueno y n-hexano fueron
3 £0.5 g m™. El fenol fue mantenido en un bafio de agua a 45°C y la concentracion
a la entrada fue 0.5 g m=. Se llevaron a cabo una serie final de experimentos para
evaluar la influencia de la carga sobre la CE en los biorreactores variando la

concentracion de gas a la entrada entre 0.2-10 g m™ con un EBRT constante.

Experimentos de biofiltracion con vapores de n-hexano (hidrofébico) o
etanol (hidrofilico) pero sin salvado de trigo fueron también realizados para evaluar
la biomasa final y aislar las hidrofobinas. Una corriente de vapores de n-hexano o
etanol fueron pasados a través del biofiltro a una velocidad de flujo de 100 mL min”
' (EBRT = 1.7 min). Las concentraciones de n-hexano y etanol a la entrada fueron

5+ 0.5 g m>, correspondiendo a una carga de 168 g m> h™" y 274 g m> h”
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respectivamente. Todos los experimentos fueron independientemente probados
para cada hidrocarburo por duplicado. Los hidrocarburos fueron monitoreados por
cromatografia de gases (CG) en las corrientes de entrada y salida del biofiltro. Los
datos obtenidos en los experimentos de biofiltracién fueron expresados como
carga a la entrada (g m™ h™"), CE del biofiltro (g m™ h™) y ER (%) (Arriaga y Revah
2005a).

Hidrofobicidad superficial sobre micelio

La hidrofobicidad superficial de R. similis crecida con vapores de n-hexano o
etanol fue determinada por la medicion del angulo de contacto de una gota de
agua (1 uL) sobre el micelio con un microscopio de luz horizontal Intel Qx3 (Intel
Corporation) como reportaron Vergara-Fernandez et al. 2006. Membranas
hidrofilicas (MF, Millipore, 0.45 ym, 47 mm didametro) fueron utilizadas y todas las
muestras fueron incubadas bajo condiciones estaticas a 30°C por 20 dias. El
angulo de contacto fue medido en las fotos digitales con el programa ImageJ1.37v
(National Institutes of Health, USA) para analisis de imagenes. Los experimentos
fueron llevados a cabo por duplicado. Las mediciones fueron realizadas por
cuadriplicado en seis diferentes puntos de cada muestra. Los datos
experimentales fueron analizados con una ANOVA de una via seguido por la
prueba de Tukey Kramer para la comparacion multiple de medias con el programa
NCSS 2001.

Extraccion de proteinas tipo hidrofobinas

Apartir del micelio producido en los biofiltros de n-hexano y etanol se extrajeron las
proteinas relacionadas con hidrofobinas basandose en la disolucion de los
ensambles de hidrofobinas clase Il utilizando SDS diluido de acuerdo al
procedimiento reportado por Askolin et al. 2001. Las proteinas fueron extraidas
con una solucién de SDS al 2% en buffer 100mM Tris-HCI, pH 9.0, durante 2 h a
temperatura ambiente; seguido por una centrifugacién a 7,740 x g y 4°C por 10
min. Los sobrenadantes fueron dializados vy liofilizados. La proteina total fue

determinada por el método de Bradford (1976).
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Analisis de proteina por electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Los perfiles de las proteinas fueron analizados en base a la masa molecular por
SDS-PAGE utilizando la técnica de Laemmli (1970) sobre un gel de estancamiento
del 4% y un gel de resolvimiento al 15% a 150V. Los geles fueron visualizados con
tincion de plata (Bio-Rad). Las bandas de las proteinas fueron adquiridas con un
Gel-Doc 100 (Bio-Rad) y analizado con un programa para el procesamiento de
imagenes (PQQuest Basic 8.0.1, Bio-Rad), utilizando un estandar de proteinas de

amplio rango (Bio-Rad).

Métodos analiticos

Las concentraciones de COV fueron determinadas en las muestras de gas de los
biofiltros por cromatografia de gases con detector de ionizaciéon de flama, de
acuerdo a Arriaga y Revah (2005a). La biomasa fue medida como solidos volatiles
con un analizador termogravimétrico de acuerdo a Arriaga y Revah (2005b). Las

mediciones se llevaron a cabo por duplicado.

3.4 Resultados y discusiones

Biofiltracion de COV de diferente polaridad con Rhinocladiella similis

La figura 3.1 muestra la evolucion del consumo de hidrocarburos gaseosos en
biofiltros empacados con una mezcla de perlita y salvado de trigo, el cual permitid

un rapido crecimiento y consumo de hidrocarburos durante los primeros dias de

operacion de los biofiltros.

Las CE se incrementaron gradualmente hasta alcanzar valores de 85 g tolueno m’
*h" (ER 50%), 30 g fenol m>h™" (ER 70%) y 30 g hexanom™h™" (ER 15%),
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100 T T T T

Capacidad de eliminacion (g m= h™)

0 5 10 15 20 25 30 35
Tiempo (dias)

Figura 3.1 Evolucion de la CE de R. similis en biofiltros adicionados con salvado

de trigo alimentados con fenol (¢ ), tolueno (A) y n-hexano (e).

Efecto de la carga de hidrocarburo sobre el desemperio del biorreactor.

Diferentes cargas fueron aplicadas a los biofiltros para obtener la maxima CE de
fenol, tolueno y n-hexano. Los perfiles son mostrados en la figura 3.2 donde para
la biodegradacién de fenol, fue obtenida una CE de 250 g m™ h™ (ER ~90%) para
una carga de 325 g m™ h™'. La CE fue similar al valor de 250 g m™ h™' reportado
por Zilli et al. (1993) en fase gas por Pseudomonas putida asi como al valor de
270 g m™ h™" reportado por Ryabkin et al. (2001) para la misma carga aplicada
(~300 g m™® h™"). En este trabajo, no fue posible obtener la maxima CE de fenol

para las cargas aplicadas por la dificultad para alcanzar elevadas concentraciones
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de fenol a 45°C para el flujo aplicado. La maxima CE de tolueno fue 150 g m™> h™
para cargas mayores que 350 g m™ h™, este valor de CE es menor que el
reportado por Aizpuru et al. (2005) de 245 g m™ h™" con una carga ~300 g m™ h”
con P. variotii CBS 115145.

La maxima CE de n-hexano en el biofiltro empacado con perlita-salvado de
trigo fue 35 g m™ h™' para cargas mayores que 350 g m™ h™'. Este valor fue mas
bajo que el valor obtenido por Arriaga y Revah (2005a) de 110 g m™ h™ con F.
solani y 150 g m™ h™ reportado por Spigno et al. (2003) con A. niger usando

extracto de malta como soporte (aplicando cargas ~300 g m™ h™).
390
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Figura 3.2 Efecto de la carga de fenol (¢ ), tolueno (A) y n-hexano (e) sobre la CE

de R. similis.
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La figura 3.3 muestra la CE obtenida para cada hidrocarburo con cargas
aproximadamente 350 g m™ h™' como una funcién de la solubilidad y polaridad de
cada compuesto. Esta ultima esta definida por la constante dieléctrica;
compuestos polares como agua o etanol tienen una constante dieléctrica relativa
alta (80 y 24.3 respectivamente) mientras compuestos no polares tal como
oxigeno o n-hexano (1 y 1.89 respectivamente) tienen valores bajos. Esta
propiedad esta relacionada a la solubilidad de los compuestos. La CE muestra
una correlacion lineal con la polaridad. La CE de fenol fue 40% y 75% mayor que
tolueno y n-hexano, respectivamente. La biodegradacion de un contaminante no
solo depende de su biodisponibilidad, la cual esta relacionada a su solubilidad,
también es importante considerar las capacidades metabdlicas del
microorganismo involucrado y las condiciones ambientales (Aw, temperatura, pH,
etc). Mohseni y Allen (2000) aplicaron la biofiltracion para degradar metanol y a-
pineno como sustratos separados y en mezcla y encontraron altas CE para el
compuesto hidrofilico y la supresién del crecimiento de la comunidad microbiana
degradadora de a-pineno cuando la mezcla fue alimentada. Los resultados son
consistentes a los datos reportados por Deshusses y Johnson (2000) quienes

relacionaron la biodegradacién de COV en biofiltros a su disponibilidad.
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Figura 3.3 Efecto de la constante dieléctrica (&), (---simbolos abiertos) y
solubilidad (—simbolos rellenos) sobre las maximas CE de fenol (¢9¢), tolueno

(AA)y n-hexano (e0) de los biofiltros empacados con perlita-salvado de trigo.

Biofiltros con COV de polaridades extremas como Unica fuente de carbono

La figura 3.4 muestra la evolucion del consumo de hidrocarburos gaseosos en
biofiltros empacados con perlita. La CE de etanol se incrementé durante los
primeros dias de operacion del biofiltro, alcanzando valores de 230 g etanol m=h"
(ER 74%). La velocidad especifica de consumo con etanol fue 29.3 mg etanol g
biomasa™ h™'. Después de 16 dias, la CE disminuy6 drasticamente lo cual puede

ser atribuido a condiciones inhibitorias por la alta concentracion de etanol en la
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fase acuosa, limitacién por oxigeno o acumulaciéon de productos toxicos. Christen
et al. (2001) reportaron que el estado estacionario en la biofiltracion de etanol por
Candida utilis fue mantenida por 300h con una carga de etanol de 93.7 g m™ h™",
Sin embargo, a una carga de 511.9 g m> h™, no fue observado el estado
estacionario debido a la acumulacidn de compuestos toxicos tales como
acetaldehido, acido acético, y acetato de etilo, los cuales son producidos por la
oxidacion parcial de etanol. La biofiltracion de n-hexano mostré un incrementd en
la CE después del dia 10, alcanzando, 74 g hexano m™>h" (ER 70%). La velocidad
especifica de consumo fue 17.7 mg hexano g biomasa™ h™' 17.7 mg hexano g
biomasa” h™ el cual esta cercano al valor de 16.8 mg hexano g biomasa h’

reportado previamente por Arriaga y Revah (2005b).
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Figura 3.4 Evolucion de la CE de R. similis en biofiltros con: etanol (o) y n-hexano

(o).
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Hidrofobicidad superficial sobre el micelio

La hidrofobicidad superficial o grado de humectabilidad fue expresada como el
angulo de contacto (0) de una gota de agua sobre el micelio. La hidrofobicidad
superficial de R. similis fue mayor cuando crece en n-hexano comparado a etanol
con angulos de contacto de 105° y 84°, respectivamente. El analisis estadistico
(ver anexo A7) muestra que el micelio de R. similis crecido con n-hexano fue tan
hidrofébico como el control abidtico parafiim (Fig. 3.5). Algunos autores han
reportado que las variaciones en la hidrofobicidad superficial del micelio dependen
del medio en que crece, el estado fisiologico y la exposicion al agua. Smits et al.
(2003) reportaron angulos de contacto entre 107 y 100° + 3 para Cladosporium sp.
cuando crecio por 18 dias en tres diferentes medios de cultivo. Vergara-Fernandez
et al. (2006) reportaron un increment6 en la hidrofobicidad superficial del micelio
de F. solani cuando crecié en medio solido con sustratos hidrofébicos. El angulo
de contacto sobre el micelio fue 113° cuando crecié con n-hexano comparado a
75° con glucosa y estos cambios fueron parcialmente explicados por un aumento
en el contenido de lipidos pero también sugieren la presencia de diferentes

moléculas de superficie incluyendo hidrofobinas.
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Figura 3.5 Hidrofobicidad superficial del micelio de R. similis obtenido por el
crecimiento con etanol o n-hexano y controles abidticos (parafilm, teflén y vidrio).
Las barras de error representan el error estandar. Las mismas letras significa que
no existe diferencias significativas (después de ANOVA, comparacién de medias

por Tukey, P<0.05)

Perfiles de las proteinas tipo hidrofobinas por SDS-PAGE

Como se ha reportado que las hidrofobinas confieren la hidrofobicidad a la
superficies fungicas en contacto con el aire (Wosten, 2001), se investigo la
presencia de proteinas tipo hidrofobinas en el micelio de R. similis.

Diferentes perfiles de las proteinas tipo hidrofobinas fueron producidos en
los biofiltros alimentados con n-hexano y etanol (figura 3.6). Del micelio producido
en el biofiltro de etanol fueron extraidas proteinas de 8.5 kDa y 7 kDa las cuales
no estuvieron presentes con n-hexano las cuales tuvieron alrededor de 15 kDa.
Los perfiles proteicos obtenidos aqui sugieren que R. similis produce diferentes
proteinas tipo hidrofobinas en respuesta a las propiedades fisicoquimicas de los
sustratos y pueden estar relacionadas a la hidrofobicidad superficial del micelio
(figures 3.5 y 3.6). Las proteinas de bajo peso molécular (7 y 8.5 kDa) producidas

con etanol y extraidas con SDS son probablemente hidrofobinas clase IlI, las
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cuales han sido reportadas por estar asociadas con el crecimiento de hongos en
medios acuosos (Wosten, 2001). Algunos reportes muestran la presencia de
multiple genes de hidrofobina en el mismo hongo, S. commune expresa al menos
cuatro diferentes hidrofobinas clase |. T. reesei presenta al menos tres
hidrofobinas clase Il y algunos hongos contienen genes que pertenecen a ambas
clases de hidrofobinas, como en C. fulvum, F. verticillioides y M. grisea (Askolin et
al. 2006).

kDa

116.5
66.2

45.0
31.0

215

14 .4

6.5

M 1 1 2 2
Figura 3.6 SDS-PAGE con gel de resolucion de 15% y tefiido con plata. Lineas:

M, estandar de peso molecular; 1, proteinas extraidas con SDS del micelio
producido en el biofiltro con vapores de etanol; 2, proteinas extraidas con SDS del

micelio producido en el biofiltro con vapores de n-hexano.

3.5 Conclusioén

Este es un primer reporte sobre la biodegradacion de etanol, fenol, tolueno y n-
hexano como sustratos individuales en biofiltro de fase gas usando a R. similis. La

mezcla de perlita y salvado de trigo como soporte y fuente adicional de carbono
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permite el crecimiento del hongo, manteniendo la biodegradacién de los
hidrocarburos y un rapido arranque. El desempefio de los reactores depende de la
polaridad de los hidrocarburos; etanol y fenol fueron mas facilmente
biodegradados que el tolueno y n-hexano. R. similis se adapta modificando su
hidrofobicidad superficial y expresion de moléculas tipo hidrofobinas cuando crece
con compuestos de polaridades opuestas, tal como etanol o n-hexano.
Investigaciones relacionadas al tratamiento en biofiltros fungicos de contaminantes
gaseosos hidrofébicos han sugerido que la actividad biosurfactante de las
hidrofobinas puede tener un papel importante en la solubilidad y transferencia de
COV, pero se necesita mas trabajo al respecto. Basandose en los resultados de
este estudio, la diversidad metabdlica de R. similis podria ser interesante para mas

estudios sobre biofiltracidon de mezclas de COV.
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Biofiltracion de tolueno en fase gas por Paecilomyces
lilacinus y aislamiento e identificacion de una proteina

hidrofobina producida en el mismo

Capitulo publicado en Applied Microbiology and Biotechnology (2008) 80:147-154

Gabriel Vigueras, Keiko Shirai, Daniel Martins de Souza, Telma Teixeira Franco,
Luciana Francisco Fleuri, Sergio Revah

4.1 Resumen

Paecilomyces lilacinus consumié tolueno como unica fuente de carbono en un
biofiltro de fase gas empacado con perlita, obteniendo una CE promedio de 50 g
m~ h™', una ER de 53%, y una biomasa final de 31.6 mg biomasa g suporte
seco”". Del micelio producido en el biofiltro se purifico una proteina hidrofobina
mediante la extraccion con &acido férmico concentrado y precipitacion por
electroburbujeo, con un peso molecular de 10.6+0.3 kDa. El analisis de la
hidrofobina purificada mediante la huella peptidica determinada por MALDI-TOF
resulté en la identificacion de dos péptidos que mostraron alta homologia con
secuencias de hidrofobinas clase | de otros hongos ascomicetos cuando fue
comparada en la base de datos de la NCBI. El rendimiento de la hidrofobia
(PLHYD) de P. lilacinus fue 1.1 mg PLHYD g biomasa™'. Estas proteinas
modificaron la hidrofobicidad del teflon disminuyendo su angulo de contacto de
130.1 (£2)° a 57.0 (£5)° soportando lavados con SDS caliente. Este trabajo es el
primer reporte sobre la biodegradacién de tolueno por el hongo nematéfago P.

lilacinus en un biofiltro de fase gas y la identificacion de su hidrofobina.
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4.2 Introduccion

La biofiltracion es un proceso bioldgico utilizado para tratar aire contaminado que
aprovecha la capacidad de algunos microorganismos para transformar
contaminantes organicos e inorganicos a compuestos menos téxicos (Revah vy
Morgan-Sagastume 2005). La proliferacion de hongos en biofiltros es frecuente
debido a su capacidad para tolerar condiciones acidas y de baja humedad en
consecuencia el numero de cepas fungicas aisladas de estos sistemas se ha
incrementado (Prenafeta-Boldu et al. 2001; Kennes y Veiga 2004). Los biofiltros
fungicos han mostrado mayores CE para algunos compuestos hidrofobicos en
comparacién a sus contrapartes bacterianos. Garcia-Pena et al. (2001)
encontraron una CE de tolueno de alrededor de 250 g m~ h™" usando a P. variotii,
la cual es aproximadamente cinco veces mayor que los valores reportados
usualmente en biofiltros bacterianos. Con el hongo A. niger se han reportado CE
de hexano entre 100 y 150 g m™ h™" (Spigno et al. 2003) y mayores que 90 g m=h"
' con F. solani mientras que las obtenidas con consorcios bacterianos estan en el
rango de entre 10 y 60 g m>h™ (Arriaga y Revah 2005 a, b). van Groenestijn y Liu
(2002) sugieren que la fisiologia fungica relacionada a fenémenos de superficie, tal
como la formacion de micelio aéreo e hidrofobicidad superficial, incrementan el
transporte de estos compuestos. Vergara-Fernandez et al. (2006) reportaron la
disminucién del coeficiente de particion de hexano gaseoso y el incrementé en la
hidrofobicidad superficial del micelio de F. solani cuando crece en medio sélido
con n-hexano comparado al crecimiento con compuestos menos hidrofébicos en
cultivo liquido. Por otro lado, el crecimiento de los hongos es lento, y un
crecimiento excesivo puede inducir el taponamiento y formacién de canales,
ademas sus esporas pueden producir riesgos a la salud si el reactor no es
operado apropiadamente (Prenafeta-Boldu et al. 2001; Aizpuru et al. 2005; Arriaga
y Revah 2005b).

La hidrofobicidad superficial de los hongos esta estrechamente relacionada
con las hidrofobinas (Mufoz et al. 1997), pequeinas proteinas anfipaticas (~100
aminoacidos) con actividad superficial, las cuales son exclusivamente producidas

por hongos filamentosos (ascomicetos y basidiomicetos). Las hidrofobinas
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conservan una distribucion de ocho residuos de cisteina, tienen la capacidad de
autoensamblarse en la interfase hidrofilica—hidrofébica, participan en el
crecimiento aéreo, en la formacion de canales aéreos para el intercambio
gaseoso, en la adhesion a superficies hidrofébicas e incrementan la resistencia a
la desecacion (Wessels 1997; Wdsten 2001; Scholtmeijer et al. 2001; Linder et al.
2005).

Ademas de utilizar hongos en biofiltros para eliminar contaminantes del aire,
se ha propuesto que el método de cultivo puede ser adaptado para obtener de la
biomasa formada productos de valor agregado tal como la excrecion de lacasa de
P. cinnabarinus ss3 en un biofiltro empacado con bagazo de cafia y alimentado
con etanol gaseoso como inductor (Meza et al. 2005).

Hongos filamentosos usados en biocontrol son capaces de crecer utilizando
compuestos hidrofébicos. Napolitano y Juarez (1997) reportaron que hongos
entomopatdgenos fueron capaces de transformar hidrocarburos similares a los
presentes en su insecto huésped en diferentes productos lipidicos, los cuales
posteriormente fueron usados en la produccidon de energia y biosintesis de
componentes celulares. Crespo et al. (2002) mostraron que la virulencia de B.
bassiana se incrementé cuando fue cultivado en un medio suplementado con
hidrocarburos. El hongo P. lilacinus ha sido utilizado ampliamente en el control de
nematodos, y es capaz de metabolizar los hidrocarburos aromaticos bifenil y
dibenzofurano (Gesell et al. 2001, 2004). La hidrofobicidad superficial de los
hongos facilita la adhesién a la cuticula del huésped por interacciones hidrofobicas
no especificas entre la pared celular y la cuticula cerosa (Hegedus et al. 1992;
Doss et al. 1993; Sosa-Gomez et al. 1997).

De ahi, este es un estudio original donde un hongo con una potencial
aplicacion como agente de control biolégico se crecidé sobre un sustrato gaseoso
hidrofébico y se estidio la produccion de hidrofobinas. La presencia e identificacion
de hidrofobinas ha sido reportada en cultivo liquido en otros hongos, pero las
hidrofobinas clase |, relacionadas con el micelio aéreo, en P. lilacinus en un

sistema gas-sdélido nunca ha sido descrita, al menos hasta donde conocemos.
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4.3 Materiales y métodos
Cepa fungica

P. lilacinus CBS 284.36, un ascomiceto, descrito como parasito de nematodos
fitopatogenos usado en control biolégico. La cepa fue propagada sobre placas de

agar papa dextrosa a 28°C y conservada a 4°C.

Medio mineral

El medio mineral contiene: (g L™") NaNO; 6, KH.PO4 1.3, MgSO47H,0 0.38,
CaS042H,0 0.25, CaCl, 0.055, y 4 mL L' de solucién de elementos traza
conteniendo FeSO47H,O 0.015, MnSO47H,O 0.012, ZnSO4+7H,O 0.013,
CuS04-7H,0 0.0023, y CoCl,-6H,0 0.0015. El pH del medio fue 5.3.

Experimentos en microcosmos

El consumo de tolueno fue evaluado en frascos de 125-mL inoculados con 2x10’
esporas por mililitro. Los frascos fueron sellados con valvulas de teflon (VICI
Precision Sampling) y 5 yL de tolueno liquido fueron adicionados con una
microjeringa para obtener una concentracion en el espacio de cabeza de 35 g m™.
Muestras control fueron preparadas sin tolueno. Todas las muestras fueron
incubadas a 28°C y 180 rpm. Las concentraciones de tolueno y CO, fueron
monitoreadas por cromatografia de gases (CG) de muestras del espacio de
cabeza. Los experimentos fueron realizados por duplicado. La biomasa fue
determinada midiendo la proteina total (Bradford 1976). EI modelo integrado de
Gompertz fue usado para obtener la maxima velocidad de consumo de tolueno
como reportaron Acuia et al. (1999). Los parametros del modelo fueron

calculados utilizando Origin (Origin-Lab Corporation version 7.0).

Biofiltros escala laboratorio

La figura 4.1 representa el sistema de biofiltracion escala laboratorio utilizado para
la biodegradacion de tolueno gaseoso por P. lilacinus. Todos los experimentos
fueron llevados a cabo a 28°C usando un biofiltro de vidrio de 0.230-L empacado

con perlita impregnada con medio conteniendo 2x107 esporas por mililitro. Una
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corriente de vapores de tolueno fueron mezclados con aire humedo y entonces
pasados a través del biofiltro con un flujo de 100 mL min™", el tiempo de residencia
del lecho vacio fue 1.7 min. La concentracion de tolueno a la entrada fue 5 +1 g
m~3. Después del dia 10, fue adicionado al reactor cada 48 h medio mineral con
antibidticos (0.05 mg mL™" sulfato de gentamicina y 0.02 mg mL™" cloramfenicol).
Las concentraciones de tolueno y CO; en la corriente de entrada y salida del
biofiltro fueron monitoreadas a intervalos de 24 h. La biomasa fue determinada
midiendo la proteina total como reportaron Garcia-Pefna et al. (2001). Un gramo
del soporte fue mezclado con 5 mL de acido fosférico (0.5 M) y calentado en un
bano de agua en ebullicién por 7 min. después centrifugando a 1,380xg por 15
min. La proteina en solucion fue determinada por Bradford (1976). La biomasa de

P. lilacinus crecido en cultivo liquido fue usada como control.
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Figura 4.1 Esquema del sistema experimental, 1 aire, 2 humidificador, 3 tolueno
evaporador, 4 camara de mezclado, 5 rotametro, 6 entrada de aire, 7 biofiltro, 8

salida de aire, 9 puertos de muestreo

Analisis por cromatografia de gases

La concentracion de tolueno fue determinada inyectando 100 pl de muestra con
una jeringa de precision (VICI Precision Sampling) en un CG (Agilent
Technologies) equipado con detector de ionizacion de flama y columna AT-WAX.
Las condiciones de temperatura fueron las siguientes: inyector 200°C, horno 65°C,
detector 250°C, v flujo de gas acarreador (helio) 0.6 ml min™". La concentracion de

CO, fue determinada en un detector de conductividad térmica con una columna
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Poropack. Las condiciones de operacion fueron: inyector 110°C; horno 65°C; y
detector 110°C, flujo de gas acarreador 4.4 ml min™. Las mediciones fueron

realizadas por duplicado.

Extraccion y purificacién de hidrofobinas

Las hidrofobinas fueron extraidas del micelio previamente producido en el biofiltro
de acuerdo a una version modificada del procedimiento descrito por Ying y Feng
(2004). Una extraccion con SDS 2% en amortiguador de Tris-HCI 100mM pH 9.0,
fue realizada durante 2 h a temperatura ambiente seguido por centrifugacion a
7,500%g y 4°C por 10 min. El pellet se resuspendié en acido férmico concentrado y
sonicando 3 veces durante 30 s en agua helada. Las proteinas solubles en FA
fueron separadas por centrifugacion a 7,500xg y 4°C por 10 min. El sobrenadante
fue neutralizado con una solucion de NaOH al 45% (p/v) a pH 7.0 y conservado a
4°C toda la noche. La solucién neutralizada fue centrifugada a 1,500xg y 4°C por
10 min, y el pellet fue resuspendido en amortiguador Tris HClI 100mM pH 8.0. Las
hidrofobinas fueron precipitadas por electroburbujeo en una columna de vidrio con
un filamento de platino en el fondo; 300mA fueron aplicados durante 1h, y la
espuma fue colectada y liofilizada (Lugones et al. 1998). La hidrofobina fue
purificada por ultrafiltracion con un concentrador Centricon-10 (Amicon). El método

de Bradford fue utilizado para determinar el contenido total de proteina.

Andlisis por cromatografia liquida de alta resolucién de exclusién molecular

El HPLC-SEC fue utilizado con una columna de filtracién en gel de 5 ym Bio-Silect
250 SEC (30cm x 7.8mm ID; Bio-Rad). El volumen de inyeccion fue 20 pL y la fase
movil consistio en NaH,PO4 0.05M, Na;HPO40.05M y NaCl 0.15M, pH 6.8. El flujo
fue 1.0 ml min™ y la deteccién se realizé a 280 nm. Un estandar de peso

molecular (Bio-Rad) fue utilizado para calibrar el sistema.
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Anadlisis de proteinas por electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS

Los perfiles de proteinas fueron analizados en base al peso molecular por SDS-
PAGE usando la técnica de Laemmli (1970). Los geles fueron tefiidos con azul de
Coomassie R-250 o tincidén de plata. Las bandas de proteina fueron analizados
con un programa para el procesamiento de imagenes (PQQuest Basic 8.0.1, Bio-

Rad), usando un estandar de proteinas de amplio rango (Invitrogen).

Analisis por cromatografia liquida de alta resolucion fase reversa

Las muestras de proteina fueron analizadas por HPLC-RP de acuerdo a Tagu et
al. (2000) usando una columna de 5 ym Supelcosil LC 304 (25cm x 4.6mm ID)
protegida por un guarda columna de 5 pm Supelguard LC 304 (2cm x 4.6mm ID;
Supelco). El volumen de inyeccion fue 20 L y la fase movil consistié de TFA 0.1%
(p/v) y acetonitrilo 50% (v/v) con un pH de 3.0. El flujo fue 0.8 ml min” y la

deteccioén fue realizada a 280 nm.

Identificacidén de hidrofobinas por huella peptidica usando MALDI-TOF

Los péptidos de hidrofobina fueron extraidos del gel SDS-PAGE seguido por una
digestion triptica en gel de acuerdo a Schevchenko et al. (1996) usando tripsina
porcina modificada grado secuenciamiento (Promega-adison). Los péptidos fueron
purificados usando puntas ZipC18 (Millipore), y eluyendo directamente con una
solucién matriz de acido alfa-ciano-4-hidroxicinnamico (Sigma) al 2% plv,
acetonitrilo 60% y TFA 0.1% v/v en la placa muestra. Los péptidos fueron
analizados sobre un Voyager DE-PRO MALDI-TOF (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA). Se realizdé una calibraciéon interna usando productos de tripsina
autodigeridos (842.509, 1,045.563, y 2,211.104 Da). Las masas de picos
monoisotopicos fueron usados para la busqueda en la base de datos NCBI usando
el programa MS-Fit de la Universidad de California, San Francisco
(http://169.230.19.26:8080/prospector/4.27.1/cgi-bin/msform.cgi?form=msfitstandard).
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Actividad superficial sobre sdélido hidrofébico

La actividad superficial de la hidrofobina fue evaluada sobre una superficie
hidrofébica de 0.25-cm? de politetrafluoroetileno (6 teflén). La superficie hidrofébica
fue previamente lavada tres veces con etanol, enjuagada tres veces con agua y
secadas al aire por 12h. Entonces 200 uL de una solucion de hidrofobina (52.5 ug
proteina ml™") fueron colocados en la superficie de teflén y secada por 16h. Se
realizé un lavado con SDS 2% a 90°C por 1 minuto, y enjuagando tres veces
secando después por 16h de acuerdo a Wosten et al. (1994). Muestras controles
fueron preparados sin solucién de hidrofobina. La hidrofobicidad superficial se
determino midiendo el angulo de contacto de una gota de agua (1 uL) con un
gonidmetro (CAM-Micro 600, Tantec). El analisis se realizo por sextuplicado en

tres diferentes puntos de cada superficie.

4.4 Resultados

Experimentos en microcosmos

El crecimiento de biomasa en los microcosmos adicionados con tolueno inicié en
el dia 4; una abundante formacién de biomasa fue observada, cuando se comparo6
con los experimentos control (sin fuente de carbono), el cual no mostré un
crecimiento significativo aun después de 20 dias de exposicién. Los datos
experimentales de consumo de tolueno fueron ajustados con el modelo de
Gompertz estimando una Vmax of 5.15 mg tolueno g biomasa™ h™', con un
consumo total de 53% y mineralizando 44.3% del tolueno consumido a CO;

correspondiendo a 1.44 mg CO, mg tolueno™".

Experimentos de biofiltracion

Desde el dia 8, el crecimiento fue visible sobre el soporte sdlido, formandose
algunos pellets en el lixiviado. La carga de tolueno promedio a la entrada de la
columna fue 91 g m™ h™ con fluctuaciones en el flujo de aire (80+10 mL min™"). La
evolucion del consumo de tolueno en el biofiltro se muestra en la figura 4.2. La CE
y produccion de CO; se incrementd desde el dia 10, alcanzando valores de 50 y

120 g m™ h™', respectivamente. La disminucién en la CE y produccién de CO,
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entre los dias 22 y 28 fue debida a baja carga a la entrada del reactor. La maxima

ER de 53% fue alcanzada al dia 34. La biomasa final fue 31.6 mg biomasa g

soporte seco ™.
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Figura 4.2 Evolucién de la carga (---), CE de tolueno (e) y produccién de CO, (A)

en el biofiltro inoculado con P. lilacinus

Purificacion e identificacion de hidrofobinas

La figura 4.3 muestra el cromatograma del HPLC-SEC del material precipitado por
electroburbujeo después de la extraccion del micelio obtenido en el biofiltro. El
mayor pico detectado corresponde a péptidos menores que 1.35 kDa, seguidos

por proteinas de bajo peso molecular, de entre 17 y 1.35 kDa.
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Figura 4.3 HPLC-SEC de las proteinas precipitadas por electroburbujeo y
extraidas del micelio de P. lilacinus obtenido en el biofiltro con vapores de tolueno.

En la parte superior del cromatograma se indica el peso molecular del estandar.

El SDS-PAGE y HPLC-RP (Fig. 4.4) mostraron una banda densa asignada
a proteinas de bajo peso molecular (10.3 kDa), el cual fue determinado en un gel
al 17% teinido con plata. El cromatograma muestra 10 picos; el mas intenso (70%
de area) fue detectado en 5.3 min en un sistema isocratico de acetonitrilo-agua

50:50.
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Figura 4.4 HPLC-RP y SDS-PAGE (gel 17% tefido con plata). Linea M, estandar
de peso molecular. Linea 1, hidrofobina precipitada por electroburbujeo del micelio

de P. lilacinus producido en el biofiltro con vapores de tolueno.

La figura 4.5 muestra el analisis de la hidrofobina purificada. El peso
molecular aparente fue 11 kDa determinado en un gel al 15% tefiido con azul de
Coomassie. El cromatograma del HPLC-RP muestra solamente tres picos; el mas
intenso (60% de &rea) fue detectado en 5.3 min, el cual probablemente
corresponde a la hidrofobina. Los otros dos picos no fueron identificados. El
rendimiento final de hidrofobina calculado en relacion a la biomasa (Yp Hypix) fue
1.1 mg PLHYD g biomasa™".
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Figura 4.5 HPLC-RP y SDS-PAGE (gel 15% tefiido con azul de Coomassie).
Linea M, estandar de peso molecular. Linea 1, hidrofobina PLHYD purificada del

micelio de P. lilacinus crecido en el biofiltro con vapores de tolueno.

La figura 4.6 muestra la huella peptidica de la hidrofobina obtenida por MALDI-
TOF de la proteinas de 11 kDa separada por SDS-PAGE. Las masas de los
péptidos de hidrofobina, resultantes de la digestion triptica, fueron buscados en la
base de datos de la NCBI. De ahi, dos secuencias peptidicas fueron identificadas;
el pico mas intenso corresponde a un péptido de diez aminoacidos (1,060.0418
Da) y el otro a un péptido de 52 aminoacidos (5,583.5043 Da). Ambos mostraron
un 100 % de homologia con una porcidon de una secuencia de hidrofobina del

ascomiceto Aspergillus clavatus.
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Figura 4.6 Huella peptidica obtenida por MALDI-TOF de la hidrofobina PLHYD de
P. lilacinus. Encima de cada pico se muestran la masa y secuencia de

aminoacidos.

El ensayo de actividad superficial de la hidrofobina PLHYD mostré su
capacidad para modificar la hidrofobicidad del teflon disminuyendo el angulo de
contacto de 130.1 (x2)° a 57.0 (£5)° aun después de algunos lavados con SDS al

2% caliente.

4.5 Discusion

Los experimentos en microcosmos mostraron que el nematéfago P. lilacinus fue
capaz de crecer utilizando tolueno como la unica fuente de carbono y energia.
Estos experimentos fueron conducidos en frascos sellados, donde el consumo de
sustrato, la acumulacion de CO,, y la formacion de biomasa fueron monitoreados.
Reportes previos muestran que algunos hongos filamentosos son capaces de
biodegradar tolueno en fase gas (Prenafeta-Boldu et al. 2001; Garcia-Pena et al.
2001; Spigno et al. 2003; Kennes y Veiga 2004; Arriaga y Revah 2005a, b).

Como este es el primer reporte sobre |la biodegradacion de tolueno por P.
lilacinus, se decidié continuar los estudios en un biofiltro de fase gas, un sistema

similar a la fermentacion en estado sdlido pero usando tolueno gaseoso como
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sustrato. Obteniendo CE maximas de alrededor de 50 g m™ h™" (ER 53%) con P.
lilacinus. Estos valores fueron similares a las CE volumétricas de 55 g m™ h™’
(ER=99%) reportada para P. variotii CBS 113409 por Estévez et al. (2005) pero
menores a las obtenidas con Exophiala oligosperma (CE=77 g m™ h™' y ER=99%),
por Exophiala lecanii-corni (CE=80 g m™>h™' y ER= 95%; Woertz et al. 2001), y P.
variotii CBS 115145 (CE=200 g m™ h™' y ER=98%; Garcia-Pefia et al. 2005;
Aizpuru et al. 2005). Por otro lado, el valor de la CE especifica de 13.5 mg tolueno
g biomasa™ h™" obtenida con P. lilacinus fue similar al valor de 10 mg tolueno g
biomasa~' h™! reportado por Aizpuru et al. (2005) con P. variotii. La diferencia en el
desempeino puede ser explicada parcialmente por el incrementé en la biomasa
alcanzado con P. variotii, el cual fue favorecido por la inclusién de glucosa al inicio,
la adicion de medio mineral con altas concentraciones de nitrégeno, y por los
periodos mas largos de crecimiento. Ademas, a pesar de ser del mismo género, P.
variotii esta probablemente mejor adaptado a las condiciones encontradas en
biofiltros ya que fue originalmente aislado de un biofiltro alimentado con tolueno
(Auria et al. 2000) y ha sido aislado en otros lugares bajo condiciones similares
(Estévez et al. 2005), mientras P. lilacinus es una cepa de coleccion.

A partir del micelio producido en el bicfiltro, fue purificada una hidrofobina
clase | por extraccion con FA y precipitaciéon por electroburbujeo. La mayoria de
los protocolos reportados para purificar hidrofobinas se basan esencialmente en
extracciones con SDS al 2% (removiendo hidrofobinas clase Il e impurezas) y TFA
o FA (solubilizacién de hidrofobinas clase I), utilizando en el paso final de
purificacion algun método cromatografico. El electroburbujeo fue un método
utilizado para precipitar y aislar hidrofobinas producidas en cultivo liquido por
Lugones et al. (1998) y Sarlin et al. (2005). El HPLC-SEC fue usado en el presente
trabajo como una herramienta analitica para identificar proteinas de bajo peso
molécular entre 1.35 y 17 kDa. El SDS-PAGE de esta fraccion mostro
posteriormente una proteina de bajo peso molecular entre 10.3 y 11 kDa, el cual
corresponde al peso molecular de hidrofobinas reportadas, alrededor de 12 kDa

(Wessels 1997). La variacion observada en la movilidad en gel puede ser debida a
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pequenas diferencias de las regiones hidrofébicas de las hidrofobinas y a la
formacion entre cisteinas de puentes disulfuro intramoleculares (Tagu et al. 2000).

El HPLC-RP mostré un pico correspondiente a una proteina hidrofobina.
Tagu et al. (2000) reportaron la purificacion y analisis de una hidrofobina clase |
HYDPt-1 por HPLC-RP que eluyé en 43% (v/v) a través de un gradiente de
acetonitrilo en una columna con caracteristicas similares.

El analisis de la huella peptidica por MALDITOF de la hidrofobina purificada
de 11 kDa, buscados en la base de datos NCBI resultd en la identificacion de dos
péptidos que presentaron alta homologia con secuencias de hidrofobinas en otras
especies de hongos. El pico de masa 5,583.5043 Da (Fig. 4.6) es idéntico a una
masa peptidica generada de una digestion triptica de una hidrofobina de 14.6 kDa
designada ACLA-048810 aislada del ascomiceto A. clavatus. También fue
encontrada una similitud mayor a 50% con otras 76 secuencias de hidrofobinas
clase | presentes en diferentes hongos ascomicetos (ver anexo A13).

Las hidrofobinas clase | tienen una patrén consenso Xys_g5-C-X5_g-C-C-X47-
39-C-Xg_23-C-X5_6-C-C-Xp_15-C-X2_13, Y se autoensamblan para formar agregados
muy estables que solo pueden ser disociados con TFA y FA concentrado; este
tipo de hidrofobinas forman rodlets, los cuales estan relacionados con la cubierta
hidrofobica de la superficie del micelio de hongos filamentosos (Wessels 1997;
Woasten 2001; Linder et al. 2005). Wosten et al. (1999) reportaron un rendimiento
de 60 mg L™" de la hidrofobina clase | SC3 de S. commune en un medio acuoso,
por otro lado Askolin et al. (2001) con T. reesei reportaron 600 mg L™ en un
sistema similar correspondiendo al 20% del total de hidrofobina clase Il HFB
producida; sin embargo, la mayor parte de la hidrofobina interfasesba unida a la
pared celular (4.9 mg g biomasa™"). Nuestro rendimiento final de 1.1 mg PLHYD g
biomasa™' fue cuatro veces menor que el reportado con la HFBI; sin embargo,
esta cepa de T. reesei fue genéticamente modificada para tener un mayor numero
de copias del gen hfbl.

La propiedad caracteristica de las hidrofobinas es la adsorcién a una
interfase hidrofébica-hidrofilica, en la cual forman una pelicula anfipatica (Wessels
1997; Wosten 2001; Scholtmeijer et al. 2001; Linder et al. 2005). La hidrofobicidad
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(o humectabilidad) de una superficie sélida puede ser estimada por la medicion del
angulo de contacto de una gota de agua sobre el sdlido. En nuestro estudio, la
hidrofobina PLHYD fue capaz de modificar la hidrofobicidad de teflén
disminuyendo el angulo de contacto de 130.1 (¥2)° a 57.0 (£5)° y tolerando
lavados con SDS caliente. Estos resultados coinciden con el trabajo reportado
Wosten et al. (1994) donde una cubierta de la hidrofobina SC3 sobre teflon
disminuyo el angulo de contacto de 108+2° a 62+8° después de extracciones con
SDS caliente. La reduccion efectiva de la hidrofobicidad por las hidrofobinas puede
ser importante en el contacto inicial de P. lilacinus a la capa superficial de los
nematodos y su posterior infeccion.

Este es el primer estudio sobre la biodegradacion de tolueno gaseoso
utilizando a P. lilacinus, un hongo nematdéfago, y la preliminar caracterizacion de
su hidrofobina. Actualmente la investigacidon esta orientada a incrementar ambas,
concentracion de biomasa y produccion de proteina, y evaluar la virulencia de P.

lilacinus contra sus hospederos.
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Determinacion de la hidrofobina PLHYD

Determinacion de la hidrofobina PLHYD de Paecilomyces
lilacinus al crecer con n-hexadecano en medio solido y

liquido

Parte de este capitulo fue publicado en Proceedings of the 3rd International
Congress Biotechniques for Air Pollution Control (2009) 112-117

Gabriel Vigueras, Keiko Shirai, Marcia Morales, Sergio Revah

5.1 Resumen

Paecilomyces lilacinus un hongo con potencial aplicacion para el control
biolégico de nematodos fitopatégenos fue capaz de crecer en medio sdlido y
liquido utilizando HXD como unica fuente de carbono. La actividad respiratoria en
cultivo liquido con HXD (Vmax 1.16 g CO, m™ h™") fue dos veces mayor que en
medio sélido con HXD (Vmax 0.57 g CO, m™ h™"). El HPLC-RP fue utilizado como
herramienta analitica para la cuantificacion de hidrofobinas. Del micelio producido
en medio sélido se purificé la hidrofobina PLHYD de 10 kDa, la cual mostré
actividad superficial sobre teflon al disminuir su hidrofobicidad de 130.1 (x2)° a
60.0 (£5)° y soportar lavados con SDS caliente. El rendimiento final obtenido fue
de 0.8 mg PLHYD g biomasa™". En el micelio producido en medio liquido no se
logré encontrar la hidrofobina PLHYD. Este es el primer estudio sobre la
biodegradacion de HXD por P. lilacinus en cultivo sdlido y recuperacion de su
hidrofobina PLHYD.
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5.2 Introduccidén

La capacidad de algunos hongos filamentosos para infectar insectos, nematodos,
plantas u otros hongos, los convierte en un importante grupo para el control
biolégico de diversas plagas. Los hongos filamentosos son capaces de
desarrollarse sobre superficies hidrofébicas como son la cuticula de insectos y
plantas, las cuales se encuentran cubiertas con ceras, compuestas por una
mezcla compleja de hidrocarburos alifaticos, cetonas, alcoholes secundarios,
monoeésteres, poliésteres, alcoholes primarios, aldehidos, acidos carboxilicos,
terpenos y esteroides. Se ha reportado que la degradaciéon de hidrocarburos
cuticulares es una ruta metabdlica utilizada por hongos para obtener energia. Por
degradacion enzimatica el hongo penetra la cuticula de su huésped, la cual
contiene ceras, entre ellas hexadecano (Napolitano y Juarez, 1997, Crespo et al.
2002). Crespo et al. (2002) reportaron que al adicionar el medio con n-hexadecano
se incremento la virulencia de B. bassiana contra su huésped. En estudios sobre
el tratamiento de contaminantes se han encontrado hongos capaces de utilizar
hidrocarburos (alifaticos y aromaticos) como unica fuente de carbono (Prenafeta-
Boldu et al. 2005, Garcia-Pena et al. 2005). P. lilacinus es un hongo filamentoso
utilizado para el biocontrol de nematodos fitopatdégenos, capaz de metabolizar los
hidrocarburos aromaticos bifenil y dibenzofurano (Gesell et al. 2001, 2004), asi
como tolueno en un biofiltro de fase gas (Vigueras et al. 2008). El HXD es un
compuesto que ha sido utilizado como modelo para el estudio de la
biodegradacion de hidrocarburos alifaticos (Volke-Sepulveda et al. 2003, Graham
et al. 1999), la tasa de consumo de HXD es hasta 6 veces mayor que la de
naftaleno y 3 veces mayor que la de fenantreno, lo que permite una relativamente
rapida produccion de biomasa (Inakollu et al. 2004). También se ha observado que
la adicion de HXD promueve la sintesis de biosurfactantes en géneros bacterianos
como Pseudomonas, Alcaligenes, Micrococcus, Staphylococcus, Rhodococcus y
Corynebacterium (Bouchez-Naitali et al. 1999). Los hongos filamentosos producen
unas proteinas anfipaticas de bajo peso molecular (~10 kDa) con actividad
biosurfactante llamadas hidrofobinas. Las cuales tienen una distribucion

conservada de ocho residuos de cisteina, pueden adsorberse a superficies
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hidrofdbicas y entre las interfases hidrofébica (aire, aceite y ceras) e hidrofilica
(agua y pared celular). Estas proteinas forman una cubierta protectora hidrofébica
sobre la superficie de hifas aéreas 6 esporas, permitiendo la adhesion de estas
estructuras a la superficie hidrofébica del huésped (cuticula) (Wessels 1994;
Linder et al. 2005). Se ha sugerido que el micelio aéreo hidrofébico de los hongos
podria favorecer la particion de contaminantes hidrofobicos a la biomasa fungica
(Arriaga y Revah, 2005a; Vergara-Fernandez et al. 2006). La actividad superficial
de estas proteinas es de interés para aplicaciones biotecnoldgicas tal como la
inmovilizacidbn de biosensores en superficies solidas y como surfactante en
sistemas liquidos de dos fases (Linder et al. 2005).

De ahi resulta importante realizar experimentos sobre el crecimiento de P.
lilacinus con HXD en cultivo sélido y liquido, e investigar la expresién de su
hidrofobina PLHYD.

5.3 Materiales y métodos
Cepa fungica
P. lilacinus CBS 284.36 un hongo ascomiceto parasito de nematodos

fitopatogenos. La cepa fue propagada sobre agar papa dextrosa a 28°C y

conservada a 4°C.

Medio mineral

El medio mineral contiene: (g L") NaNOs 6; KH,PO, 1.3; MgS0O47H,0 0.38;
CaS042H,0 0.25; CaCl, 0.055; y 4 ml L' soluciéon de elementos traza,
conteniendo (g L'1) FeSO47H,0 0.015; MnSO4-7H-0 0.012; ZnS0O4-7H,0 0.013;
CuS04-7H,0 0.0023; CoCl2-:6H,0 0.0015. El pH del medio fue 5.3.

Experimentos en microcosmos

P. lilacinus fue cultivado dentro de botellas de 125 ml en medio liquido y
solido (perlita) con medio mineral y n-hexadecano (36.5 g L™) emulsionado con

0.1% de Tween 80 e inoculado con 2x10’esporas mL™". Las botellas fueron
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selladas con valvulas de teflén Mininert (VICI Precision Sampling). Se prepararon
controles sin HXD. La incubaciéon se realiz6 a 28°C y 180rpm. Del espacio de
cabeza se tomaron muestras para medir la concentracion de CO, por
cromatografia de gases y los datos fueron ajustados al modelo de Gompertz para
obtener la Vmax de produccion de CO, como medida indirecta del crecimiento.
Los parametros del modelo fueron calculados con el programa Origin version 7.0
(OriginLab Corporation, 1991-2002). Los experimentos fueron realizados por
duplicado. La biomasa se determind midiendo la proteina total por el método de
Bradford (1976). La biomasa de P. lilacinus crecido en cultivo liquido fue usada

como control. En el modelo matematico Pc es la produccién de CO, y esta en
funcion del tiempo t de acuerdo a la siguiente ecuacion: P, = Pmaxe“Befm’donde
Pmax €S la maxima concentracion de CO, producida (cuando t—x), B es un
parametro relacionado a las condiciones iniciales (cuando t=0, entonces
P. = Pmaxe(‘B) y k es la constante de velocidad de produccion de CO,. La maxima

velocidad de produccion de CO, (Vmax) fue calculada del modelo de Gompertz
como V,,, = 0.368kP,,,

Analisis por cromatografia de gases

La concentracion de CO; fue determinada inyectando 100 uL de muestra con una
jeringa de precision (VICI Precision Sampling) dentro de un CG (Agilent
Technologies) equipado con un detector de conductividad térmica y una columna
Poropack. Las condiciones de operacion fueron: inyector 110°C, horno 65°C,
detector 110°C, y la velocidad de flujo del gas acarreador (helio) fue 4.4 mL min™".

Todas las mediciones fueron realizadas por duplicado.

Extraccion y purificacion de hidrofobinas

Para eliminar el HXD residual de la biomasa producida en los cultivos, se
realizaron dos lavados con n-hexano. Posteriormente se siguidé el protocolo
reportado previamente para extraer con acido formico concentrado y purificar por

electroburbujeo la hidrofobina de clase | PLHYD (Vigueras et al. 2008).
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Andlisis de proteinas por cromatografia liquida de alta resoluciéon de
exclusion molecular (HPLC-SEC) vy electroforesis SDS en gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE)

Las muestras de las proteinas obtenidas del micelio producido en medio liquido o
sélido fueron analizadas por HPLC-SEC y SDS-PAGE para determinar su perfiles
y peso molecular, siguiendo las condiciones reportadas previamente (Vigueras et
al. 2008).

Cuantificacion de hidrofobina por cromatografia liquida de alta resolucion
fase reversa (HPLC-RP)

Las muestras de proteina fueron analizadas por HPLC-RP usando una columna
de 5 um Supelcosil LC 304 (25cm x 4.6mm ID) protegida con una guarda columna
de 5 pym Supelguard LC 304 (2cm x 4.6mm ID) (Supelco). El volumen de inyeccion
fue 100 pL. La fase movil consistié de acido trifluoracetico 0.1% (p/v) (fase A) y
acido trifluoracetico 0.1% (p/v) en acetonitrilo (fase B) con un pH de 3.0. Las
proteinas fueron eluidas mediante el siguiente gradiente de acetonitrilo: 20—-40%
en 15 min, 40-80% en 20 min, 80-90% en 2 min y 90% en 3 min. El gradiente fue
retornado a 20% en 5 min. El flujo fue 1.0 ml min™ y la deteccién se realizo a 280
nm. Se construyé una curva estandar desde 0 hasta 120 pg de BSA. Ademas se
inyectaron 3 diferentes niveles de concentracion de la hidrofobina PLHYD. EI

contenido de proteina se determiné por Bradford (1976) (ver anexo AB6).

Actividad superficial sobre un sélido hidrofébico

La actividad superficial de la hidrofobina fue evaluada sobre una superficie
hidrofobica de politetrafluoroetileno (teflon) (Wosten et al. 1994). Se determind la
hidrofobicidad de las superficies midiendo el angulo de contacto de una gota de
agua (1 uyL) determinado de fotografias digitales capturadas con un microscopio
horizontal Intel Qx3 (Intel Corporation) y analizadas el programa ImageJ1.37v
(National Institutes of Health, USA). Los experimentos se realizaron por duplicado,

con tres mediciones en diferentes puntos de cada muestra.
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5.4 Resultados y discusion

Consumo de n-hexadecano en microcosmos.

P. lilacinus fue capaz de crecer utilizando el hidrocarburo alifatico n-hexadecano
(36.5 g L") como Unica fuente de carbono y energia. La figura 5.1 muestra los
datos de la cinética de produccion de CO; ajustados al modelo de Gompertz, la
Vmax obtenida en medio liquido con HXD 1.16 g CO, m™ h™' (0.086 mmol CO; dia”
") fue dos veces mayor que la obtenida en medio sélido 0.57 g CO, m™ h™" (0.038
mmol CO;). La biomasa final fue de 5.34 mg biomasa ml™ (12.3 mg biomasa g
soporte seco™’) en FMS y de 8.73 mg biomasa ml" en FML. Mostrando un

crecimiento mas lento en medio sélido que en medio liquido.
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Figura 5.1 Cinética de CO; producido por P. lilacinus al crecer con n-hexadecano

en medio liquido y sdlido
Este resultado contrasta con el reportado por Volke-Sepulveda et al. (2003)

quienes mostraron que el consumo de HXD por Aspergillus niger fue tres veces

mayor y el crecimiento fungico 30 veces mas rapido en FMS respecto al FML. Esta
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gran diferencia pudo deberse a que la concentracién del medio mineral en FMS
fue tres veces mayor que la utilizada en FML. Posteriormente Volke-Sepulveda et
al. (2006) mostraron la influencia de la relacion C/N en la biodegradacién de HXD,
mostrando que bajo condiciones nutricionales balanceadas, altas concentraciones
pueden ser completamente degradadas en FMS, mencionando que las
hidrofobinas podrian estar involucradas por su propiedad de adherir hifas a
superficies hidrofobicas tal como la matriz formada por el soporte inerte y el HXD.
Sin embargo es dificil una comparacion respecto a nuestro estudio ya que existen

diferencias en el tipo de soporte, duracién de las cinéticas y hongos utilizados.

Expresion de la hidrofobina PLHYD en FML y FMS con n-hexadecano

La figura 5.2 muestra el gel de SDS-PAGE donde se observa que solo en la
muestra de micelio producido con HXD en FMS hay una banda que corresponde a
la hidrofobina PLHYD de P. lilacinus, previamente identificada en el micelio
producido en un biofiltro fase gas utilizando tolueno como unica fuente de carbono
(Vigueras et al. 2008). ElI no encontrar la PLHYD en la muestra del micelio
producido en FML sugiere que estan en baja concentracidon o el hongo no la

produce bajo esta condicion.

Figura 5.2 Analisis de proteinas por HPLC-SEC y SDS-PAGE. Linea M estandar.
Linea 1 medio liquido. Linea 2 medio sélido.

Penas et al. (2002) mencionaron que la expresién de hidrofobinas en FML

puede diferir respecto al FMS, y que el metabolismo en ambas condiciones es

diferente. Vergara-Fernandez et al. (2006) reportaron un incrementé en la
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hidrofobicidad superficial del micelio de F. solani cuando crecié en medio sélido
con sustratos hidrofébicos, encontrando un aumento de lipidos que explica
parcialmente las diferencias, sin embargo mencionan que posiblemente se
favorece la produccion de las hidrofobinas. Reciente Vigueras et al. (2009)
mostraron que la hidrofobicidad superficial de R. similis y expresién de proteinas
tipo hidrofobinas se modific6 cuando creci® con compuestos de polaridades
opuestas, tal como el etanol 6 n-hexano.

La figura 5.3 muestra el cromatograma del analisis por HPLC-RP de las proteinas

extraidas del micelio producido en FMS con n-hexadecano.
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Figura 5.3. Separacion por gradiente en HPLC-RP de proteinas extraidas del

micelio producido en FMS con n-hexadecano, inyectadas por triplicado.
Dos picos intensos y bien definidos fueron detectados después de una elusion por
gradiente con acetonitrilo, ambos picos (P1y P2) fueron colectados separadamente
y liofilizados para su posterior analisis por HPLC-SEC y determinacion de su

actividad superficial sobre teflén. La hidrofobicidades de las proteinas de P4y P>
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son completamente diferentes, mientras las primeras eluyen con una baja
concentracion de acetonitrilo (29.8%), las segundas son mas hidrofobicas y
requieren de un 62.7% de la fase organica para eluir en el gradiente del HPLC-RP.
Tagu et al. (2000) reportaron que la hidrofobina HYDPt-1 de clase | eluyé con un
43% de acetonitrilo en el analisis de HPLC-RP, sin embargo la columna que
utilizaron fue mas corta (5 cm x 4.6 mm ID) y el gradiente ligeramente diferente.
Comparando el area del pico P, respecto a la curva estandar de BSA se logré
cuantificar la hidrofobina PLHYD por HPLC-RP (ver anexo AG).

En la figura 5.4 se muestra el cromatograma del analisis por HPLC-SEC del
pico P,, donde se detectd la presencia de proteinas entre 17 y 1.35 kDa, que
corresponde al peso molecular de la hidrofobina PLHYD. En la figura 5.5 se
muestra el analisis del pico P4, donde se obtuvo una senal después de los 14
minutos, correspondientes a péptidos menores a 1.35 kDa, los cuales podrian ser
producto de degradacion, sin embargo es necesario realizar mas estudios al
respecto, ya que no existen reportes sobre la resistencia de las hidrofobinas al

ataque proteolitico.
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Figura 5.4 HPLC-SEC de la fraccion del pico P, separado por HPLC-RP. Se

muestra el estandar de peso molecular y BSA utilizados para calibrar el sistema.
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Figura 5.5 HPLC-SEC de la fraccion del pico P4 separado por HPLC-RP.

La prueba de actividad superficial determinada como la capacidad de las
proteinas para modificar el grado de hidrofobicidad (o humectabilidad) de una
superficie hidrofébica, mostré que la proteina del pico P, colectada del HPLC-RP
fue capaz de modificar la hidrofobicidad superficial del teflon de 130.1 (£2)° a 60.0
(£5)° aun después de realizar lavados con SDS caliente. Este resultado es similar
al reportado previamente por Vigueras et al. (2008) donde una cubierta de la
hidrofobina PLHYD de P. lilacinus sobre teflén disminuyd el angulo de contacto de
una gota de agua de 130.1 (£2)° a 57.0 (¥5)°. La prueba con la proteina del pico
P, fue negativa al no modificar la hidrofobicidad del teflén, mostrando que la
proteina del pico P, es la que corresponde a la hidrofobina PLHYD. La presencia
de esta hidrofobina clase | puede ser importante para la biodegradacion fungica de
hidrocarburos sin embargo falta profundizar en estudios al respecto.

El rendimiento final de hidrofobina, 0.8 mg PLHYD g biomasa™’,
recuperada del cultivo sélido con HXD fue menor al obtenido previamente en un
biofiltro con tolueno, 1.1 mg PLHYD g biomasa™" (Vigueras et al. 2008). Ambos
compuestos, HXD vy tolueno, son no-polares con una constante dieléctrica baja
(2.08 y 2.4, respectivamente). La recuperaciéon de hidrofobinas de estos sistemas
es de interés ya que existen potenciales aplicaciones de estas proteinas, p. €j.

sobre superficies sélidas para la inmovilizacion de biosensores o en sistemas
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liguidos de dos fases como biosurfactante (Wessels 1997; Wdsten 2001;
Scholtmeijer et al. 2001; Linder et al. 2005).

5.5 Conclusioén

El nematéfago P. lilacinus fue capaz de utilizar HXD como unica fuente de
carbono. El crecimiento del hongo fue mayor en medio liquido sin embargo la
hidrofobina PLHYD de clase | s6lo se encontré en medio sélido, sugiriendo que
esta proteina se induce con el crecimiento aéreo del hongo. Existen otros reportes
sobre la biodegradacion de hidrocarburos aromaticos con este hongo, lo cual
muestra su diversidad metabdlica, que puede ser de interés por su potencial
aplicacion en procesos de tratamiento de la contaminacion y la simultanea
recuperaciéon de productos de alto valor agregado, tal como la biomasa e
hidrofobinas. Ademas la actividad biosurfactante de las hidrofobinas puede tener
un importante rol en la solubilidad y transferencia de los hidrocarburos, pero es

necesario realizar mas trabajo al respecto.
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Discusion general y perspectivas

Discusion general

En el estudio con R. similis realizado COV de polaridades extremas (capitulo 3) se
obtuvieron CE de 74 g hexano m™ h™", 230 g etanol m™> h™" en biofiltros empacados
con perlita. Mostrando una mayor hidrofobicidad superficial al crecer en n-hexano
comparado con etanol y una diferente expresién de proteinas tipo hidrofobinas.

Posteriormente en el capitulo 4 se mostré que P. lilacinus fue capaz de crecer
con tolueno como unica fuente de carbono en un biofiltro de fase gas, obteniendo CE
méaximas de 50 g m™ h™', y una ER de 53%. Del micelio producido en el biofiltro se
logré purificar una hidrofobina de 10.6£0.3 kDa denominada PLHYD la cual fue
identificada y parcialmente secuenciada por PMF. Con un rendimiento de 1.1 mg
PLHYD g biomasa~'. Siendo este el primer reporte sobre la biodegradacion de
tolueno en un biofiltro de fase gas utilizando al hongo nematéfago P. lilacinus, y la
simultanea recuperacion de una hidrofobina.

Finalmente en el capitulo 5 los resultados del estudio mostraron que P.
lilacinus fue capaz de crecer en medio sélido y liquido utilizando HXD como unica
fuente de carbono. La Vmax de la actividad respiratoria fue mayor en FML que en
FMS, 1.16 y 0.57 g CO, m™ h™", respectivamente. El rendimiento de hidrofobina en
FMS, 0.8 mg PLHYD g biomasa™, fue menor que el obtenido en el biofiltro de
tolueno, sin embargo en FML la PLHYD no fue detectada. Lo cual sugiere que el tipo

de cultivo tiene un efecto en la expresion de la hidrofobina clase | PLHYD, la cual
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parece estar implicada en el crecimiento aéreo del hongo en FMS, asi como en los
biofiltros.

Penas et al. (2002) mencionaron que la expresion de hidrofobinas en FML
puede diferir respecto a la FMS. Por su parte Vergara-Fernandez et al. (2006)
reportaron un incrementd en la hidrofobicidad superficial del micelio de F. solani al
crecer en medio solido con sustratos hidrofébicos, y mencionan que posiblemente se
favorecen la produccion de las hidrofobinas. Mientras que los resultados del estudio
realizado con R. smilis (capitulo 3) mostraron que la hidrofobicidad superficial del
hongo y la expresién de proteinas tipo hidrofobinas se modificé cuando crecié con
compuestos de polaridades opuestas, tal como el n-hexano 6 etanol, lo cual pudo ser
debido a diferencias en el metabolismo. Por lo tanto las diferencias en el tipo de
cultivo, asi como en el metabolismo, tienen un efecto en la expresion de las proteinas
del tipo hidrofobinas. De hecho una mismo hongo puede tener multiples genes
codificando para diferentes tipos de hidrofobinas, que se expresan diferencialmente
como respuesta a las etapas del desarrollo o condiciones ambientales (Askolin et al.
2006).

Conclusién general

Los resultados obtenidos en esta investigacion muestran que el hongo R. similis es
capaz de biodegradar COV de polaridades opuestas (n-hexano y etanol) en biofiltros
de fase gas, encontrando que la polaridad de los sustratos tiene efecto sobre la
hidrofobicidad superficial del hongo y expresion de moléculas tipo hidrofobinas; asi
como en el desempeno de los reactores; el etanol fue mas facilmente biodegradado
que el n-hexano.

El hongo nematofago P. lilacinus fue capaz de biodegradar y utilizar como
fuente de carbono tolueno (biofiltro de fase gas) y HXD (FMS y FML). Del micelio de
P. lilacinus producido en el biofiltro se logré purificar e identificar la hidrofobina
PLHYD, la cual mostré actividad superficial lo cual puede ser de interés para
aplicaciones biotecnoldgicas. El rendimiento final de hidrofobina en el biofiltro con
tolueno, 1.1 mg PLHYD g biomasa™", fue mayor al obtenido en FMS con HXD, 0.8 mg
PLHYD g biomasa™, sin embargo en el FML la PLHYD no fue detectada. Sugiriendo
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que la hidrofobina PLHYD, se encuentra implicada en el crecimiento aéreo del hongo
en FMS vy biofiltros.

La capacidad de R. similis y P. lilacinus para crecer utilizando hidrocarburos
puede ser de interés para continuar estudios sobre la biodegradacion de sustratos
hidrofdbicos utilizando hongos filamentosos, sus sistemas enzimaticos o informacion
genética. Por otro lado tanto la polaridad de los sustratos, asi como el tipo de cultivo,
tienen un efecto en la expresion de las proteinas del tipo hidrofobinas. Con lo cual
este estudio contribuye a entender mas sobre la respuesta fisioldégica que tienen los
hongos filamentosos al crecer en ambientes hidrofobicos. El estudio también mostré
que es posible recuperar productos de interés, tal como las proteinas hidrofobinas, a
partir de la biomasa producida durante la biodegradacion de hidrocarburos, lo cual

puede anadir valor a estos procesos.

Perspectivas

Es importante continuar los estudios sobre el tratamiento de contaminantes y
recuperacion de productos de interés como la biomasa o macromoléculas, a fin de
afiadir valor a estos procesos que son amigables con el medio ambiente. Por lo que
ahora se debe mostrar esto de manera tangible, dirigiendo la investigacion a
incrementar las capacidades de biodegradacion y los rendimientos de biomasa e
hidrofobinas, asi como evaluar la virulencia de P. lilacinus contra sus hospederos. La
capacidad metabdlica de R. similis para biodegradar diversos COV puede ser de
interés para biodegradar mezclas de estos compuestos, ademas su informacion
genética es valiosa ya que es posible extraerla y transferirla a microorganismos mas
seguros con el fin de producir algunas de sus enzimas que por sintesis quimica no
seria posible obtener. Otra de las principales perspectivas del trabajo consiste en
investigar y entender el rol de las hidrofobinas en la solubilidad y transferencia de los
COV en los bidfiltros fungicos, mediante técnicas de biologia molecular como el
silenciamiento de genes, PCR tiempo real o protedmica. Por otro lado, se ha
mencionado que la actividad biosurfactante de las hidrofobinas puede ser
aprovechada para incrementar la solubilidad y biodisponibilidad de compuestos

hidrofébicos, lo cual puede ser aplicado en procesos para el tratamiento de
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contaminantes, sin embargo existen pocos trabajos al respecto. Aparte de las
potenciales aplicaciones de las hidrofobinas en cosméticos, detergentes, shampoo,
jabones, biorremediacion de suelos contaminados con hidrocarburos, entre otros, su
eficiente actividad sobre superficies sélidas es de interés para adherir moléculas a
superficies por las que normalmente no tienen afinidad, lo cual puede ser usado en
biosensores o0 nanotecnologia. Finalmente, también puede resultar interesante
explorar sistemas de cultivo intermedios entre FML y FMS como son los biofiltros de
lecho escurrido o tambores rotatorios que permitan un mayor control de la fuente de

nitrégeno, pH, temperatura, entre otros.
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Al. Curva estandar para determinar la concentracion de hexano en fase gas.
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Figura Al. Curva estandar de hexano determinada por CG-FID.

A2.Curva estandar para determinar la concentracién de etanol en fase gas.
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Figura A2. Curva estandar de etanol determinada por CG-FID.
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A3. Curva estandar para determinar la concentracion de tolueno en fase gas.
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Figura A3. Curva estandar de tolueno determinada por CG-FID.
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A4. Curva estandar para determinar la concentracion de CO, en fase gas.

Ceo, = ( *o, ch

otal

Cco, = concentracion de CO,
Aco, =Areade CO;

A, =Areade CO,+ Areade N,

donde el factor de correccion Fc =1200.54 g m™
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Figura A4. Curva estandar de CO; determinada por CG-TCD.
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A5. Curva estandar para determinar la concentracién de proteina por
espectrofotometria.

0.8
0.7 +
0.6 -

0.5

041 y = 0.038x - 0.0052

R? = 0.9926
0.3 -

Absorbancia (595nm)

0.2

0.1 +

0 5 10 15 20
ng BSA/mL

Figura A5. Curva estandar de proteina BSA determinada por Bradford
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A6. Curva estandar para determinar la concentracién de proteina por HPLC-
RP.
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Figura A6. Curva estandar de proteina BSA determinada por HPLC-RP, el tr
promedio se muestra encima de los picos.
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A7. Analisis estadistico de la hidrofobicidad superfical de R. similis crecido
con etanol, n-hexano o glucosa; y controles abidéticos.

Los datos del angulo de contacto de los controles y los tres tratamientos son
analizados como un disefio completamente aleatorizado (DCA), siendo los
tratamientos hexano, etanol y glucosa, utilizando como controles vidrio, parafilm y
teflon, para lo cual se plantea la siguiente hipétesis:

Hipotesis:
HO: :uVidrio = :uParafiIm = :UTeron = luHexano = luEtanol = /UGIucosa(en promedlo Ias sels
superficies producen la misma respuesta)

Ha: no todas las uson iguales (al menos una condicién produce una

respuesta promedio diferente del promedio de cuando menos una de las
demas condiciones)

Nota: Después del analizar los datos como un DBCA, se determino que el tipo de
membrana no tiene efecto sobre la variable respuesta. Por lo tanto se utilizan en
conjunto todos los datos para analizar solamente el efecto que produce el
tratamiento y encontrar las diferencias.

Tests of Assumptions Section

Test Prob Decision
Assumption Value Level (0,05)
Skewness Normality of Residuals -1,5696 0,116497 Accept
Kurtosis Normality of Residuals 1,0649 0,286938 Accept
Omnibus Normality of Residuals 3,5977 0,165487 Accept
Modified-Levene Equal-Variance Test 8,1217 0,000001 Reject

- et

Angulo de contacto

=

Eténol Gluéosa He)gano Paréfilm Te%lon Vicirio
Variables

Figura A7. Diagrama de caja la hidrofobicidad superfical de R. similis crecido con
etanol, n-hexano o glucosa; y controles abidticos.

0,00
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Analysis of Variance Table

Source

Term
(Alpha=0,05)
A(...)

S(A)

Total (Adjusted)
Total

DF

5

195
200
201

Sum of
Squares

141084,7
11057,47
152142,2

* Term significant at alpha = 0,05

Kruskal-Wallis One-Way ANOVA on Ranks

Hypotheses

Ho: All medians are equal.
Ha: At least two medians are different.

Test Results

Method

Not Corrected for Ties

Corrected for Ties

Number Sets of Ties

Multiplicity Factor
Group Detail

Group
Etanol
Glucosa
Hexano
Parafilm
Teflon
Vidrio

Count
41
46
46
23
22
23

DF
5
5

21
312

Sum of
Ranks

2626,50
3524,50
6582,50
3115,00
4176,50
276,00

Duncan's Multiple-Comparison Test

Mean
Square

28216,94
56,70497

Chi-Square
(H)
161,9341
161,9404

Mean
Rank
64,06
76,62
143,10
135,43
189,84
12,00

Response: Etanol,Glucosa,Hexano,Parafilm,Teflon,Vidrio

Term A:

Alpha=0,050 Error Term=S(A) DF=195 MSE=56,70497

Group
Vidrio
Etanol
Glucosa
Parafilm
Hexano
Teflon

Notes:

Count
23
41
46
23
46
22

Mean
24,30609
84,00536
87,95435
102,187
105,5298
124,18

F-Ratio

497,61

Prob
Level
0,000000
0,000000

Z-Value
-4,5576
-3,2372
5,5897
3,0169
7,5912
-7,7976

Different From
Groups

Power

0,000000* 1,000000

Decision(0,05)
Reject Ho
Reject Ho

Median
83,35
88,68
105,92
101,31
123,15
24,56

Etanol, Glucosa, Parafilm, Hexano, Teflon
Vidrio, Glucosa, Parafilm, Hexano, Teflon
Vidrio, Etanol, Parafilm, Hexano, Teflon

Vidrio, Etanol, Glucosa, Teflon

Vidrio, Etanol, Glucosa, Teflon

Vidrio, Etanol, Glucosa, Parafilm, Hexano

This report provides multiple comparison tests for all pairwise differences between
the means. According to Hsu(1996, page 130), the specified family-wise error rate (alpha)
is overstated and the Tukey-Kramer method is recommended instead.
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Tukey-Kramer Multiple-Comparison Test

Response: Etanol,Glucosa,Hexano,Parafilm,Teflon,Vidrio
Term A:

Alpha=0,050 Error Term=S(A) DF=195 MSE=56,70497 Critical Value=4,0705

Different From

Group Count Mean Groups

Vidrio 23 24,30609 Etanol, Glucosa, Parafilm, Hexano, Teflon
Etanol 41 84,00536 Vidrio, Parafilm, Hexano, Teflon

Glucosa 46 87,95435 Vidrio, Parafilm, Hexano, Teflon

Parafilm 23 102,187 Vidrio, Etanol, Glucosa, Teflon

Hexano 46 105,5298 Vidrio, Etanol, Glucosa, Teflon

Teflon 22 124,18 Vidrio, Etanol, Glucosa, Parafilm, Hexano
Notes:

This report provides multiple comparison tests for all pairwise differences between

the means.

Conclusiones estadisticas del analisis de resultados analizado como un DCA.

a)

De la tabla de ANOVA se obtiene un ProbLevel de 0,000000 < « (0.05),
por lo que se rechaza Ho, y se concluye que la hipétesis alternativa es
verdadera. Es decir, que al menos una condicién produce una respuesta
diferente promedio de cuando menos una de las demas condiciones.
Con la prueba de Kruskal-Wallis también se rechaza Ho, lo que implica
que al menos dos medias son diferentes.

Con la prueba de Duncan se encuentra que no existe diferencia
significativa entre la respuesta promedio del Hexano y Parafilm.

Sin embargo dado que las muestras no son del mismo tamafio se
realiza la prueba de Tukey-Kramer, donde se obtiene que no existe
diferencia significativa entre la respuesta promedio del Etanol y Glucosa.
Asi como que no existe diferencia significativa entre la respuesta
promedio del Hexano y Parafilm.
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A8. Hidrofobicidad superfical de R. similis crecido con etanol, n-hexano; y
controles abioticos teflén y vidrio.

Figura A8. Angulo de contacto de una gota de agua sobre A, Teflon; B, Vidrio; y
micelio de R. similis creciendo con C. n-hexano: o D. etanol.

A9. Actividad superficial de la hidrofobina PLHYD de P. lilacinus evaluada
sobre una superficie hidrofébica de teflon.

Figura A9. Gota de agua colocada sobre una superficie de teflon con la
hidrofobina PLHYD (izquierda) y el control sin proteina (derecha).
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A10. Cromatograma del estandar de peso molécular por HPLC-SEC.

Anexos
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Figura A10. Estandar de peso molécular separado por HPLC-SEC, encima de
cada pico se indica el tiempo de retencion y la masa de cada proteina.
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A1ll. Cromatograma de la hidrofobina PLHYD extraidas del micelio producido
en FMS con n-hexadecano, separada por gradiente en HPLC-RP.

Y
Q\/
0035 P,
24 11g BSA
J
5
J L
0030 q
P1
[}
(i)
[yn}
00254 I
9.6 ug BSA
0.0204
E
00154
00104 4.8 ug BSA
0.0054
0.000

I e e T e e N B o B B L B e e e I B B o o e B B e e e o
2.00 4.00 6.00 §.00 10,00 12.00 14.00 16.00 18.00 2000 2200 24.00 26.00 25.00 30,00 3z2.00 34.00 36.00
Minutes

Figura All. Hidrofobina PLHYD extraida del micelio producido en FMS con n-
hexadecano, y separada por gradiente en HPLC-RP. También se muestran tres
niveles de concentracidon del estandar de BSA.
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Al2. Esquema del sistema experimental, utilizado para la biofiltracion de
etanol o n-hexano por R. similis.

Saturador de
Etanol

Saturador de

Distribuidor 1 Distribuidor 2

ct c2 c1 c2
<> (Hexano) (Hexano) (Etanol) (Etanol)

Humidificador

Figura A12. Biofiltros escala laboratorio inoculados con R. similis alimentados con
vapores de etanol o n-hexano.
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A13. Informacién obtenida del analisis de huella peptidica por MALDI-TOF de

la hidrofobina PLHYD de P. lilacinus

Peptide
Mass

Protein
aminoacid
Position

Miss
Cleavages

Modifications

Peptide

Modificated Mass

(Theoretical)

Peptide
Observed Mass

Peptide sequence

5356.7887

94-145

Cys_CAM: 113,
119, 120, 138

5584.8745

5583.5043

LDLQIPIIGVPIQDALNQR
CKQNVACCQAPKADASN
DGVALSLPCIALGSVI

1061.4866

115-124

No modifications

1061.4866

1060.0418

QNVACCQAPK

Subn

ALCH

Hatches on query sequence

Hatches on hit sequences (zgrt scale)

ission i
1

04_ASPCL

Qarc
A2AL.

AAL7
O6YF:
QENI

Subn.

. LR
Y8_9EUR!
28_9EUR!

H2_BERBRA
31_GIBHD
N9_CLAHE

1
1

1
i 1

ission

10 20 30

SO 70 90 110 175

Identity a 25 58 75 1863

ACLA_048810 fungal hydrophobin, putative [ Aspergillus clavatus NRRL1]

145 a.a., 14.6 kDa Secuencia de aminoacidos:
MKFALSIAGLVLAVSVAARPGSSPQFPILPSGMTVQQAAEKCGDQAQLSCCNQASMGGDSTNIDQGIAAGLLKDVLGGGS
VNQGVNLFQCAKLDLOQIPIIGVPIODALNOQRCKONVACCOAPKADASNDGVALSLPCIA LGSVI

Patron consenso hidrofobinas clase | X26_85-C-X5_8-C-C-Xl7_39-C-X8_23-C-X5_6-C-C-X6_13-C-X2_13'
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Abstract Paecilomyces lilacinus consumed toluene as the
sole carbon source in a gas-phase biofilter packed with
perlite obtaining an average elimination capacity of
50 g m> h™', a removal efficiency of 53%, and a final
biomass of 31.6 mg biomass g dry support '. Hydrophobin
proteins from the mycelium produced in the biofilter were
purified by formic acid extraction and precipitated by
electrobubbling, and the molecular weight was found to
be 10.6+0.3 kDa. The peptide mass fingerprinting analysis
of the purified hydrophobin by matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight resulted in the identifi-
cation of two peptides that presented high homology with
sequences of class I hydrophobin proteins from other
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ascomycetous fungi when compared against the National
Center for Biotechnology Information database. The yield
of hydrophobin (PLHYD) from P. lilacinus was 1.1 mg
PLHYD g biomass '. These proteins modified the hydro-
phobicity of Teflon by lowering the contact angle from
130.1 (#2)° to 57.0 (£5)° supporting hot sodium dodecyl
sulfate washing. This work is the first report about
biodegradation of toluene by the nematophagous fungus
P, lilacinus in a gas-phase biofilter and the identification of
its hydrophobin protein.

Keywords Fungal biofilter- Paecilomyces lilacinus -
Hydrophobicity - Hydrophobins

Introduction

Biofiltration is a biological process used to treat contami-
nated air that takes advantage of the ability of micro-
organisms to transform organic and inorganic pollutants
into less toxic compounds (Revah and Morgan-Sagastume
2005). The proliferation of fungi in biofilters is frequent
due to their ability to tolerate acid and low humidity
conditions, and consequently the number of fungal strains
isolated from these systems has increased (Prenafeta-Boldu
et al. 2001; Kennes and Veiga 2004). Fungal biofilters have
shown greater elimination capacities (ECs) for some
hydrophobic compounds as compared to their bacterial
counterparts. Garcia-Pefia et al. (2001) found an EC for
toluene of around 250 g m > h™' using Paecilomyces
variotii, which is about five times higher than the reported
values usually found in bacterial biofilters. Hexane EC
between 100 to 150 g m > h™' have been reported with
Aspergillus niger (Spigno et al. 2003) and greater than
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90 g m > h™" with Fusarium solani, whereas the reported
performance with bacterial consortia ranged between 10
and 60 g m > h™' (Arriaga and Revah 2005a, b). van
Groenestijn and Liu (2002) suggests that the fungal
physiology related to surface phenomena, such as aerial
mycelium formation and surface hydrophobicity, increased
the transport of these compounds. Vergara-Fernandez et al.
(2006) reported the diminution of the partition coefficient
of gaseous hexane and the increase in the surface
hydrophobicity of the mycelia of Fusarium solani when
grown in solid media with hexane as compared to the
growth with less hydrophobic compounds in liquid culti-
vation. On the other hand, fungi grow slower and may
induce clogging and channel formation when there is
overgrowth, and its spore forming ability may produce
health hazards if the reactor is not properly operated
(Prenafeta-Boldu et al. 2001; Aizpuru et al. 2005; Arriaga
and Revah 2005D).

The surface hydrophobicity of fungi is closely related
with the occurrence of hydrophobins (Mufioz et al. 1997),
small amphipathic proteins (~100 amino acids) with surface
activity, which are exclusively produced by filamentous
fungi (ascomycetes and basidiomycetes). Hydrophobins
conserve a distribution of eight cysteine residues and the
capacity to self-assemble at hydrophilic—hydrophobic inter-
faces and participate in the aerial growth, in the formation
of air channels for gas exchange, and in the adhesion to
hydrophobic surfaces and increase the resistance to desic-
cation (Wessels 1997; Wasten 2001; Scholtmeijer et al.
2001; Linder et al. 2005).

Besides using fungi in biofilters for the removal of air
pollutants, it has been proposed that the cultivation method
can be adapted to obtain added value products from the
formed biomass such as the excretion of laccase from
Pycnoporus cinnabarinus ss3 in a biofilter packed with
sugarcane bagasse and fed with gaseous ethanol as inducer
(Meza et al. 2005).

Filamentous fungi used in biological control are able to
grow utilizing hydrophobic compounds. Napolitano and
Juarez (1997) reported that entomopathogenous fungi are
able to transform hydrocarbons similarly to those of their
insect hosts into different lipid products, which may be
subsequently used for energy production and biosynthesis of
cellular components. Crespo et al. (2002) showed that the
virulence of Beauveria bassiana increased when cultivated
in media supplemented with hydrocarbons. Paecilomyces
lilacinus, widely used against phytopathogenic nematodes, is
able to metabolize the aromatic hydrocarbons biphenyl and
dibenzofuran (Gesell et al. 2001, 2004). The hydrophobicity
surface of fungi facilitates adhesion to the host cuticle by
nonspecific hydrophobic interactions between the fungal cell
wall and the waxy cuticle (Hegedus et al. 1992; Doss et al.
1993; Sosa-Gomez et al. 1997).

@ Springer

Herein, this is an original study where a fungus with a
potential application as a biological control agent was
grown on a gaseous hydrophobic substrate and its hydro-
phobin production was investigated. The presence and
identification of hydrophobins have been reported in liquid
culture in other fungi, but the class I hydrophobins, related
with aerial mycelia, in P, lilacinus in solid-gas systems have
never been described, at least to the best of our knowledge.

Materials and methods
Fungal strains

P lilacinus CBS 284.36, an ascomycete, is described as a
phytopathogenic nematodes parasite used in biological
control. The strain was propagated on potato dextrose agar
at 28°C and maintained at 4°C.

Mineral medium

The mineral medium contains: (g Lfl) NaNO; 6, KH,PO,
1.3, MgSO47H,0 0.38, CaSO42H,0 0.25, CaCl, 0.055,
and 4 mL L' of solution of trace elements containing
FeSO47H,0 0.015, MnSO47H,O 0.012, ZnSO47H,0
0.013, CuSO47H,0 0.0023, and CoCl,6H,O 0.0015.
The pH of medium was 5.3.

Microcosm experiment

The consumption of toluene was evaluated in a 125-mL
flask inoculated with 2x 107 spores per milliliter. The flasks
were sealed with inert Teflon valves (VICI Precision
Sampling) and liquid toluene of 5 uL was added with a
microsyringe to obtain a concentration in the headspace of
35 g m . Control samples were prepared without toluene.
All the samples were incubated at 28°C and 180 rpm.
Toluene and CO, concentrations were monitored by gas
chromatography (GC) from headspace samples. The experi-
ments were performed by duplicate. The biomass was
determined by measuring the total protein (Bradford 1976).
The integrated Gompertz model was used to obtain the
maximum consumption rate of toluene in the microcosms
as reported by Acuifia et al. (1999). The parameters of the
model were calculated using Origin (Origin-Lab Corpora-
tion version 7.0).

Laboratory-scale biofilters

Figure 1 represents the laboratory-scale biofiltration system
used for the biodegradation of gaseous toluene by P
lilacinus. All the experiments were carried out at 28°C
using a 0.230-L glass biofilter packed with perlite and
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Fig. 1 Schematic of the experimental setup, / air, 2 humidifier, 3
toluene evaporator, 4 mixing chamber, 5 flow meter, 6 air inlet, 7
biofilter, § air outlet, 9 sampling ports

impregnated with mineral medium containing 2x 107 spores
per milliliter. A stream of toluene vapors was mixed with
moistened air and then passed through the biofilter with a
flow rate of 100 mL min ', and the empty bed residence time
was 1.7 min. The toluene inlet concentration was 5 g m "~
(1 g m ). After day 10, the mineral medium with bacterial
antibiotics (0.05 mg mL™"' gentamicin sulfate and 0.02 mg
mL™" chloramphenicol) was added to the reactor every 48 h.
Toluene and CO, concentrations in the inlet and outlet stream
of the biofilter were monitored at 24-h intervals. The biomass
was determined measuring the total protein as reported by
Garcia-Pefia et al. (2001). One gram of the support was
mixed with 5 mL of phosphoric acid (0.5 M) and then heated
in a water boiling bath for 7 min before centrifuging at
1,380xg for 15 min. The protein in the solution was
determined by Bradford (1976). The biomass of P. lilacinus
grown in the liquid culture was used as the control.

Gas chromatography analysis

Toluene concentration was determined by injecting 100 pl of
sample with a precision syringe (VICI Precision Sampling)
into a GC (Agilent Technologies) equipped with a flame
ionization detector and a column AT-WAX. Temperature
conditions were the following: injector 200°C, oven 65°C,
and detector 250°C, and the flow rate of the carrier gas
(helium) was 0.6 mL min '. CO, concentration was deter-
mined by a thermal conductivity detector with a Poropack
column. The operating conditions were injector 110°C, oven
65°C, detector 110°C, and flow rate of 4.4 mL min .
Measurements were carried out by duplicate.

Extraction and purification of the hydrophobins

The hydrophobins were extracted from the mycelium
previously produced in the biofilter, according to a
modified version of the procedure described by Ying and
Feng (2004). A sodium dodecyl sulfate (SDS; 2% in
100 mM Tris—HCI buffer, pH 9.0) extraction was per-
formed during 2 h at room temperature followed by
centrifugation at 7,500xg and 4°C for 10 min. The pellet
was suspended in concentrated formic acid (FA) and
sonicated three times during 30 s in cold water. The soluble
proteins in FA were separated by centrifugation at 7,500x g
and 4°C for 10 min. The supernatant was neutralized with a
45% NaOH solution (w/v) to pH 7.0 and kept overnight at
4°C. The neutralized solution was centrifuged at 1,500xg
and 4°C for 10 min, and the pellet was resuspended in
100 mM Tris—HCI buffer, pH 8.0. The hydrophobins were
precipitated by electrobubbling in a glass column with a Pt
filament at the bottom; 300 mA were applied during 1 h,
and the foam was collected for freeze drying (Lugones et al.
1998). Hydrophobin proteins were purified by ultrafiltration
with a Centricon-10 concentrator (Amicon). The Bradford
method was used to determine total protein content.

Analysis by size-exclusion high-performance liquid
chromatography

Size-exclusion high-performance liquid chromatography
(SEC-HPLC) with a gel filtration column of 5 pum Bio-
Silect 250 SEC (30 cm*7.8 mm inner diameter [ID]; Bio-
Rad) was used. The injected volume was 20 ul, and the
mobile phase was NaH,PO,4 0.05 M, Na,HPO,40.05 M, and
NaCl 0.15 M, pH 6.8. The flow rate was 1.0 mL min !, and
detection was performed at 280 nm. The molecular weight
standard (Bio-Rad) was used to calibrate the system.

Protein analysis by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis

Protein profiles were analyzed on the basis of molecular
mass by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) using the technique of Laemmli (1970). The gels
were stained with Coomassie blue R-250 or silver stain.
Protein bands were analyzed with an image-processing
software (PQQuest Basic 8.0.1, Bio-Rad), using broad-
range standard proteins (Invitrogen).

Analysis by reversed-phase high-performance liquid
chromatography

Protein samples were analyzed by reversed-phase high-
performance liquid chromatography (RP-HPLC) according
to Tagu et al. (2000) by using a 5-um Supelcosil LC 304
column (25 cmx4.6 mm ID) protected by a 5-pum
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Supelguard LC 304 guard column (2 cmx4.6 mm ID;
Supelco). The volume injected was 20 ul, and the mobile
phase consisted of 0.1% trifluoracetic acid (TFA) and 50%
(v/v) acetonitrile with a pH of 3.0. The flow rate was
0.8 mL min~', and detection was performed at 280 nm.

Identification of hydrophobin by peptide mass fingerprint
using MALDI-TOF

Hydrophobin peptides were extracted from the SDS gel and
followed by an in-gel trypsin digestion, according to
Schevchenko et al. (1996) using sequencing-grade modified
porcine trypsin (Promega-adison). Peptides were purified
using C18 ZipTips (Millipore) and eluted directly with a
matrix solution of 2% w/v «-cyano-4-hydroxycinnamic
acid (Sigma), 60% acetonitrile, and 0.1% v/v TFA in the
sample plate. Peptides were analyzed on a Voyager
DE-PRO matrix-assisted laser desorption/ionization time-
of-flight (MALDI-TOF) as the spectrometer (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). Internal mass calibra-
tion was performed using trypsin autodigestion products
(842.509, 1,045.563, and 2,211.104 Da). The masses of
monoisotopic peaks were searched against the National
Center for Biotechnology Information (NCBI) database
using the web-based software MS-Fit from University
of California, San Francisco (http://169.230.19.26:8080/
prospector/4.27.1/cgi-bin/msform.cgi?form=msfitstandard).

Surface activity on hydrophobic solid

The surface activity of the hydrophobin-containing solution
was evaluated on a 0.25-cm® hydrophobic surface of
polytetrafluoroethylene (or Teflon). The hydrophobic sur-
face was previously washed three times with ethanol, rinsed
three times with water, and air-dried for 12 h. Then 200 pl
of hydrophobin-containing solution (52.5 pg protein mL ™)
was placed in the Teflon surface and dried for 16 h. A 2%
SDS at 90°C washing was done for 1 min and rinsed three
times with water before air drying for 16 h, according to
Wosten et al. (1994). Control samples were identically
prepared without the hydrophobin-containing solution. The
surface hydrophobicity was determined by measuring the
contact angle of a water drop (1 pl) with a goniometer
(CAM-Micro 600, Tantec). Analyses were performed by
sixtuplicate, in three different points of each surface.

Results
Microcosm experiments

Biomass growth in the microcosm added with toluene
started on day 4; an abundant biomass formation was

@ Springer

observed, when compared to the control experiments
(without carbon source), which did not shown any
significant growth even after 20 days of exposure.
Experimental data of toluene consumption fitted with the
Gompertz model yields an estimated F/max of 5.15 mg
toluene g biomass ' h™', with a total consumption of 53%
and 44.3% mineralization of the consumed toluene to CO,

corresponding to 1.44 mg CO, mg toluene .

Biofiltration experiments

Since day 8, the fungal growth was visible over the solid
support, and some pellets were formed in the leachate. The
average inlet load of toluene at the entrance of the column
was 91 g m > h' with fluctuations in the air flow
(80+10 mL min " "). The evolution of toluene consumption
in the biofilter is shown in Fig. 2. The EC and CO,
production increased from day 10, reaching values of 50
and 120 g m > h', respectively. The decrease in EC and
CO, production between days 22 and 28 was due to a low
inlet load to the reactor. The maximum removal efficiency
(RE) of 53% was reached on day 34. The final biomass was
31.6 mg biomass g dry support .

Purification and identification of hydrophobins

Figure 3 shows the SEC-HPLC chromatogram of the
material precipitated by electrobubbling after extraction
from the mycelium obtained in the biofilter. The largest
peak detected corresponds to peptides smaller than
1.35 kDa, followed by proteins of low molecular weight,
around 17 to 1.35 kDa.

SDS-PAGE and RP-HPLC (Fig. 4) showed a dense band
assigned to a low-molecular-weight protein (10.3 kDa),
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Fig. 2 Time course of toluene load (dashed line), toluene EC (circles)
and CO, production (triangles) in the biofilter inoculated with P,
lilacinus
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Fig. 3 SEC-HPLC of proteins precipitated by electrobubbling and
extracted from the mycelium of P. lilacinus obtained in the biofilter
with toluene vapors. The retention time of the molecular weight
standards are indicated at the top

which was determined in a gel at 17% with silver staining.
The chromatogram shows ten peaks; the most intense (70%
of area) was detected at 5.3 min in an isocratic system of
acetonitrile—water 50:50.

Figure 5 shows the analysis of the purified hydrophobin.
The apparent molecular weight was 11 kDa as determined
by SDS gel at 15% stained with Coomassie blue. The
chromatogram of RP-HPLC shows only three peaks; the
most intense (60% of area) was detected at 5.3 min, which
probably corresponds to the hydrophobin protein. The other
two peaks were not identified. The final hydrophobin yield
calculated in relation to biomass (Ypryypy) Was 1.1 mg
PLHYD g biomass .

Figure 6 shows the hydrophobin peptide mass finger-
print obtained by MALDI-TOF of the protein of 11 kDa
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Fig. 4 RP-HPLC and SDS-PAGE (gel 17% stained with silver). Line
M, molecular weight standard. Line I, hydrophobin precipitated by
electrobubbling extracted from the mycelium of P. lilacinus produced
in the biofilter with toluene vapors

separated by SDS-PAGE. Hydrophobin peptide masses,
resulting from tryptic digestion, were searched in the NCBI
database. Therein, two peptide sequences were identified,;
the most intense peak corresponds to a peptide of ten amino
acids (1,060.0418 Da) and the other one to a peptide of 52
amino acids (5,583.5043 Da). Both showed a 100%
homology with a portion of hydrophobin sequence from
the ascomycete Aspergillus clavatus.

The surface activity assay of the hydrophobin PLHYD
showed its capability to modify the hydrophobicity of
Teflon by decreasing the contact angle from 130.1 (£2)° to
57.0 (£5)° even after several washes with hot 2% SDS.

Discussion

The experiments in microcosms showed that the nema-
tophagous P. lilacinus was able to grow using toluene as the
sole carbon and energy sources. Those experiments were
conducted in closed flasks, where the consumption of the
substrate, CO, accumulation, and biomass formation were
monitored. Earlier reports have shown that some filamen-
tous fungi are capable to biodegrade toluene in the gas
phase (Prenafeta-Boldu et al. 2001; Garcia-Pefia et al. 2001;
Spigno et al. 2003; Kennes and Veiga 2004; Arriaga and
Revah 2005a, b).

As this is the first report on the degradation of toluene by
P lilacinus, it was decided to continue the studies on a gas-
phase biofilter, a similar system to solid-state fermentation but
using gaseous toluene as the substrate. Maximum ECs of
around 50 g m> h™' (RE 53%) with P lilacinus were
obtained. These values were similar to the volumetric EC of
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Fig. 5 RP-HPLC and SDS-PAGE (gel 15% stained with Coomassie
blue). Line M, molecular weight standard. Line /, PLHYD hydro-
phobin purified from the mycelium of P lilacinus growth in the
biofilter with toluene vapors
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Fig. 6 Peptide mass fingerprint obtained by MALDI-TOF of hydrophobin PLHYD from P. lilacinus. Mass and amino acid sequence are showed

at the top of each peak

55 gm > h™' (RE=99%) reported for P. variotii CBS 113409
by Estévez et al. (2005) but lower than those obtained with
Exophiala oligosperma (EC=77 g m > h™' and RE=99%),
for Exophiala lecanii-corni (EC=80 g m > h™' and RE=
95%; Woertz et al. 2001), and P. variotii CBS 115145 (EC=
200 g m > h' and RE=98%; Garcia-Pefia et al. 2005;
Aizpuru et al. 2005). On the other hand, the specific EC
value of 13.5 mg toluene g biomass ' h™' obtained with P
lilacinus was similar to the value of 10 mg toluene g
biomass ' h! reported by Aizpuru et al. (2005) with P.
variotii. The difference in performance can be explained
partially on the increased biomass attained with P. variotii,
which was favored by the inclusion of glucose at startup, the
addition of mineral medium with higher nitrogen concentra-
tion, and by longer growth periods. Furthermore, despite
being the same genus, P. variotii is probably better adapted
to the conditions found in biofilters as it was originally
isolated from a toluene-fed biofilter (Auria et al. 2000) and
has been isolated elsewhere under similar conditions
(Estévez et al. (2005)), while P. lilacinus is a collection
strain.

From the mycelia produced in the biofilter, a class I
hydrophobin was purified by FA extraction and precipita-
tion by electrobubbling. Most of the protocols reported to
purify class I hydrophobins are essentially based on
extractions with 2% SDS (removing class II hydrophobins
and impurities) and TFA or FA (solubilization of hydro-
phobins class I) and involve a final purification step by
chromatographic methods. Electrobubbling was the method
used to precipitate and to isolate hydrophobins produced in
liquid culture by Lugones et al. (1998) and Sarlin et al.
(2005). SEC-HPLC was used as analytical tool in the
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present work to identify proteins of molecular weight of
between 1.35 and 17 kDa. SDS-PAGE of the last fraction
showed subsequently a smaller protein of molecular weight
between 10.3 and 11 kDa, which corresponds to the
reported molecular weight of hydrophobin proteins, around
12 kDa (Wessels 1997). The observed variation in gel
mobility may be due to small differences of hydrophobic
regions of the hydrophobins and to the formation of
intramolecular disulfide bridges between cysteines (Tagu
et al. 2000).

RP-HPLC showed a peak corresponding to a hydro-
phobin protein. Tagu et al. (2000) reported the purification
and analysis of class I hydrophobin HYDPt-1 by RP-HPLC
that eluted at 43% (v/v) through a gradient of acetonitrile in
a column with similar characteristics.

The peptide mass fingerprinting analysis by MALDI-
TOF of the 11-kDa purified hydrophobin, searched against
the NCBI database resulted in the identification of two
peptides that presented high homology with sequences of
hydrophobin proteins from other fungal species. The
5,583.5043-Da mass peak (Fig. 6) is identical to a peptide
mass generated from in silicon tryptic digestion of 14.6-kDa
hydrophobin designated ACLA-048810 isolated from the
ascomycete 4. clavatus. A similarity higher than 50% with
the other 76 sequences of class I hydrophobins present in
different ascomycetous fungus was also found.

Class I hydrophobins have a consensus pattern X4 gs-C-
X5 §-C-C-X7.39-C-Xg 23-C-X5_6-C-C-X5_13-C-X3 13, and
they self-assemble to form very stable aggregates that can
only be dissociated with concentrated TFA and FA; these
type of hydrophobins form rodlets, which are related with
the hydrophobic coat surfaces of the mycelia of filamentous
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fungi (Wessels 1997, Wosten 2001; Linder et al. 2005).
Wasten et al. (1999) reported a yield of 60 mg L' of the
hydrophobin SC3 from Schizophyllum commune in an
aqueous medium, and Askolin et al. (2001) with Trichoderma
reesei reported 600 mg L™ in a similar system corresponding
to 20% of the total class I hydrophobin produced; neverthe-
less, most of the class I hydrophobin was bound to the cell
wall (4.9 mg g biomass ). Our hydrophobin final yield of
1.1 mg PLHYD g biomass ' was almost five times lower
than the reported with class I hydrophobin; however, this 7.
reesei strain was genetically modified to have increased
copies of the Afbl gene.

The characteristic property of hydrophobins is adsorp-
tion to hydrophobic—hydrophilic interfaces, at which they
form amphiphilic films (Wessels 1997; Wosten 2001;
Scholtmeijer et al. 2001; Linder et al. 2005). The
hydrophobicity (or wettability) of a solid surface can be
estimated by measuring the contact angle of a water drop
on the solid. In our study, the hydrophobin PLHYD was
able to modify the hydrophobicity of Teflon lowering the
contact angle from 130.1 (£2)° to 57.0 (£5)° and tolerated
hot SDS washing. These results agree with the work
reported by Wosten et al. (1994) where a coat of SC3
hydrophobin on Teflon decreases the contact angle from
108+2° to 62+8° after hot SDS extraction. The effective
hydrophobicity reduction by the fungal hydrophobins may
be important in the initial contact of P. lilacinus on the
surface coat of the host nematodes and their subsequent
infection.

This is the first study on the biodegradation of gaseous
toluene using a P. lilacinus, a nematophagous fungus, and
the preliminary characterization of its hydrophobins. Cur-
rent research is oriented toward improving both biomass
concentration and protein production and evaluating the
virulence of P. lilacinus against hosts.
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Abstract Rhinocladiella similis biodegraded vola-
tile organic compounds (VOCs) of different polar-
ity in gas-phase biofilters. Elimination capacities,
(EC) of 74 Zhexane m_3 h_la 230 Eethanol m_3 h_l,
85 Ltoluene m_3 h_l and 30 gpheno] m_3 h_l were
obtained. EC values correlated with the solubility of
the VOCs. R. similis grown with n-hexane or ethanol
in biofilters packed with Perlite showed that the
surface hydrophobicity was higher with n-hexane than
ethanol. The hydrophobin-like proteins extracted from
the mycelium produced with n-hexane (15 kDa) were
different from those in the ethanol biofilter (8.5 kDa
and 7 kDa).
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Introduction

Air biofiltration is an effective technology for the
abatement of odors and volatile organic compounds
(VOCs). Biofilters are open systems and growth of
filamentous fungi is consistently found. Fungal strains
from different genera, including Paecilomyces spp.,
Exophialia spp., Cladosporium spp., etc. have been
isolated and tested successfully in biofilters (Prenafe-
ta-Boldu et al. 2001; Kennes and Veiga 2004). Fungi
are known for their genetic and enzymatic diversity
and grow under environmentally stressed conditions
such as low nutrient availability, low water activity
and low pH values, where bacterial growth might be
limited (Arriaga and Revah 2005b). Many of these
conditions are often found in biofilters. In previous
work on n-hexane removal, two fungi, later classified
as Fusarium solani and the black yeast-like Rhino-
cladiella similis, were isolated. F. solani was later
tested alone in biofilters resulting in high n-hexane
elimination capacities, (EC > 150 gpexane m—> hfl),
(Arriaga and Revah 2005a; Vergara-Fernandez et al.
2008). Fungi show high elimination capacities (EC)
with hydrophobic VOCs due to their aerial hyphae
formation, which improve the surface for transport,
and the surface hydrophobicity which increases the
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partition of these compounds (van Groenestijn and
Liu 2002; Vergara-Fernandez et al. 2006).

Aerial growth and surface hydrophobicity are
closely related with the hydrophobins, these are small
proteins (~ 10 kDa) with biosurfactant activity, capa-
ble to self-assembly at hydrophilic—hydrophobic inter-
faces and which protect the fungal aerial structures
both from excessive cytoplasmic water evaporation
and wetting. They are divided in two groups according
to their hydropathy patterns: class I are more hydro-
phobic and only can be solubilized in strong acids such
as formic or trifluoroacetic, whereas class II hydro-
phobins can be extracted with diluted solutions of SDS
or ethanol (Wessels 1997; Wosten 2001). So far, these
proteins have been found in all filamentous fungi,
and some contain more than one gene coding for
hydrophobins (Wosten 2001). The most studied are
SC3 of Schizophyllum commune and HFBI and
HFBII of Trichoderma reesei (Linder et al. 2005).
Vigueras et al. (2008) isolated the PLHYD hydropho-
bin from Paecillomyces lilacinus produced in a
gas-phase biofilter with toluene as the sole carbon
source.

The objective of this study was to investigate the
degradation by R. similis of VOCs with different
polarity in biofilters and evaluate the changes in
surface hydrophobicity and the presence of hydropho-
bin-like proteins when grown in perlite biofilters with
n-hexane or ethanol vapors.

Materials and methods
Fungal strain

Rhinocladiella  similis CBS 120259, originally
reported as Cladosporium sp., was isolated from a
biofilter eliminating gasoline vapors (Arriaga and
Revah 2005b). This strain was propagated on potato/
dextrose/agar at 28°C and maintained at 4°C.

Biofilration systems

All experiments were at 30°C using 0.230 1 cylindri-
cal glass tubes. For degradation experiments, the
biofilters were packed with a mixture of 20.6 g Perlite
and 4.1 g wheat bran (Nutrisa Mexico, DF), sterilized
and impregnated with mineral medium, reported
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previously by Arriaga and Revah (2005a), and
containing 2 x 107 spores ml~'. A stream of phenol,
toluene or n-hexane vapor was mixed with moistened
air and then passed through the biofilter at 200 ml
min~ ', corresponding to an empty bed residence time,
(EBRT), of 1.1 min. Toluene and n-hexane inlet
concentrations were 3 & 0.5 ¢ m ™. Phenol was main-
tained at 45°C in a water bath and the inlet concen-
tration was 0.5 g m . A final set of experiments to
evaluate the influence of the load rate on the bioreactor
performance were carried out by varying the hydro-
carbon inlet gaseous concentrations between 0.2 and
10 g m™> with constant EBRT.

Biofiltration experiments with n-hexane (hydro-
phobic) or ethanol (hydrophilic) vapors but without
wheat bran were also performed to evaluate the final
biomass and isolate the hydrophobins. A stream of
n-hexane or ethanol vapors was mixed with moistened
air and then passed through the biofilter at 100 ml

in"! (EBRT = 1.7 min). n-Hexane and ethanol inlet
concentration, were 5 + 0.5 g m ™, corresponding to
an inlet load of 168 g m > h™' and 274 g m > h™",
respectively. All experiments were independently
tested for each hydrocarbon by duplicate. Hydrocar-
bon in the inlet and outlet stream of the biofilter were
monitored by GC. Data obtained in the biofiltration
experiments are expressed as inlet load (g m™> h™"),
biofilter elimination capacity (gm > h™') and
removal efficiency (%) (Arriaga and Revah 2005a).

Surface hydrophobicity on mycelium

Surface hydrophobicity of R. similis grown in n-
hexane or ethanol vapors was determined by measur-
ing the contact angle of a water drop (1 pl) on a fungal
mat with a horizontal light computer microscope Intel
Qx3 (Intel Corporation) as reported by Vergara-
Fernandez et al. (2006). Hydrophilic membranes (MF,
Millipore, 0.45 pm, 47 mm diam) were used and all
samples were incubated under static conditions at
30°C for 20 days. The contact angle was measured
from digital photos with image analysis software
ImageJ1.37v (National Institutes of Health, USA).
The experiments were carried out by duplicate. The
measurements were performed fourfold in six differ-
ent points of each sample. The experimental data were
analyzed by one-way ANOVA, followed by multiple
mean comparison test of Tukey’s Kramer with NCSS
2001 software.
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Extraction of the hydrophobin-like proteins

The extraction of the hydrophobins related proteins
from mycelium, produced in the n-hexane or ethanol
biofilters was based on the dissolution of the assem-
blages of class II hydrophobins by diluted SDS
according to the procedure reported by Askolin et al.
(2001). The proteins were extracted with 2% (v/v)
SDS in 100 mM Tris/HCI buffer, pH 9.0, for 2 h at
room temperature, followed by centrifugation at
7,740x g and 4°C for 10 min. The supernatants were
dialyzed, and lyophilized. The total protein was
determined by the Bradford method.

Protein analysis

Protein profiles were analyzed by SDS-PAGE using
the technique of Laemmli on 4% (v/v) stacking gel
and 15% (v/v) resolving gel at 150 V. The gels were
stained with silver (Bio-Rad). Protein bands were
acquired with Gel-Doc 100 (Bio-Rad) and analyzed
with image processing software (PQQuest Basic
8.0.1, Bio-Rad), using broad range standard proteins
(Bio-Rad).

Analytical methods

Volatile organic compounds concentrations were
determined in the gas samples from the biofilters by
FID-GC, according to Arriaga and Revah (2005a).
The biomass was measured as volatile solids with a
thermogravimetric analyzer according to Arriaga and
Revah (2005b). Measurements were carried out by
duplicate.

Results and discussions

Biofiltration of VOCs of different polarity
with Rhinocladiella similis

Figure 1 shows the evolution of gaseous hydrocar-
bons consumption in biofilters packed with a mixture
of perlite and wheat bran, which allowed rapid
fungal growth and hydrocarbon uptake during the
first days of biofilters operation. The ECs increased
gradually to reach values of 85 Ziouene m>h!
(RE 50%), 30 gphenot m > h™' (RE 70%) and
30 Ghexane M > h™' (RE 15%).

100 T T T T T T T

S )] [
o o o

Elimination capacity (g m® h"1)
N
o

Time (days)

Fig. 1 Time course of elimination capacity of R. similis in
biofilters added with wheat bran fed with phenol (@), toluene
(A) and n-hexane (@)

Effect of hydrocarbon loads on bioreactor
performance

Different loads were applied to biofilters to obtain the
maximum ECs of phenol, toluene and n-hexane.
Profiles are shown in Fig. 2 for the phenol biodegra-
dation, where an EC of 250 g m>h! (RE ~90%)
for a load of 325 g m— h™' was obtained. The EC is
similar to the value of 250 g m™> h™' reported by

350
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200 A
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100 |

Elimination capacity (gm = h
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0 100 200 300 400 500
Load (@m>h")

Fig. 2 Effect of load of phenol (®), toluene (A) and n-hexane
(@) on the elimination capacity of R. similis
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Zilli et al. (1993) in gas phase by Pseudomonas putida
as well as to the value of 270 g m > h™' reported by
Ryabkin et al. (2001) for the same applied load
(~300 g m > h™"). In this work, it was not possible
to obtain a maximum EC for phenol for the loads
applied because it was difficult to attain elevated
gaseous concentrations of phenol at 45°C for the flow
applied. The maximum EC of toluene was 150 g
m > h™! for loads higher than 350 g m > h™!, this EC
value is lower than that reported by Aizpuru et al.
(2005) of 245gm ™ h™' with a load ~300g
m > h™! with Paecilomyces variotii CBS 115145.

Maximum n-hexane EC in biofilter packed with
perlite-wheat bran was 35 gm > h™' for loads
greater than 350 g m > h™'. This value was lower
than the value obtained by Arriaga and Revah (2005a)
of 110 g m—> h™" with F. solani and 150 g m > h™"
reported by Spigno et al. (2003) with Aspergillus
niger using malt extract as support (load applied
~300 gm~ h7h.

Figure 3 shows the EC obtained for each hydro-
carbon at loads ~350 gm > h™' as a function of
solubility and polarity of each compound. The latter is
defined by the dielectric constant; polar compounds
like water or ethanol have a relatively high dielectric
constant (80 and 24.3, respectively) while non-polar

Solubility (g L")
0.001 0.01 0.1 1 10 100

250 -

200

150 -

100 -

Maximum elimination capacity (g m= h)

0 1 1 1 1 Il
1.5 2 25 3 35 4 4.5

Polarity (&)

Fig. 3 Effect of dielectric constant (¢,), (- - - - open symbols)
and solubility (— filled symbols) on the maximum elimination
capacities of phenol (<), toluene (AA) and n-hexane (@O)
from biofilters packed with perlite-wheat bran
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compounds such as O, or n-hexane (1 and 1.89,
respectively) have low values. This property is related
to the solubility of the compounds. The EC shows a
linear correlation with polarity. The phenol EC was
40% and 75% greater than toluene and n-hexane,
respectively. The biodegradation of a pollutant not
only depends on its bioavailability, which is related to
its solubility, but it is also important to consider the
metabolic capacities of the microorganisms involved
and the environmental conditions (A,,, temperature,
pH, etc.). Mohseni and Allen (2000) applied biofil-
tration to degrade methanol and o-pinene as separate
substrates and in mixtures and found higher ECs for
the hydrophilic compound and the suppressed growth
of the a-pinene degrading microbial community when
the mixture was fed. The results are consistent to the
data reported by Deshusses and Johnson (2000) who
related the biodegradation of VOCs in biofilters to
their availability.

Biofilters with VOCs of extreme polarities as sole
carbon source

Figure 4 shows the evolution of gaseous hydrocarbons
consumption in biofilters packed with perlite. The
ethanol increased during the first days of biofilter
operation, values of 230 Zeghanot m > h™' (RE 74%)
were reached. The specific consumption rate obtained
with ethanol was 29.3 mgemanol gbiomass_l h™'. After

250 ; ; . : : . .
(]
e 200 .
@
1S
2
> 150 | g
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©
o
©
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§ 100 4
p= )
£ 50 /\,@
m B < b
[e)
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OK.A 1 1 1 1 1 1
0 5 10 15 20 25 30 35
Time (days)

Fig. 4 Time course of elimination capacities of R. similis in
biofilters with: ethanol (CJ) and n-hexane (O)
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16 days, the EC decreased drastically which can be
attributed to the inhibitory conditions by high concen-
tration of ethanol in the aqueous phase, oxygen
limitation or accumulation of toxic products. Christen
et al. (2001) reported that steady-state in the ethanol
biofiltration by Candida utilis was maintained for
300 h with an ethanol load of 93.7 g m™ h™'. How-
ever,ataloadof 5119 g m> h™!, no steady-state was
observed due to the accumulation of toxic compounds
such as acetaldehyde, acetic acid and ethyl acetate,
which are produced from the partial oxidation of
ethanol. The biofiltration of n-hexane showed an
increased in EC after day 10, reaching 74 gnexane
m > h™! (RE 70%). The specific consumption rate for
n-hexane was 17.7 mghexane gbiomaS;1 h™' which is
close to the value of 16.8 MZhexane Sbiomass h! reported
previously by Arriaga and Revah (2005b).

Surface hydrophobicity on mycelium

Surface hydrophobicity, or degree of wettability, was
expressed as the water contact angle (0) of a drop of
water on the mycelial mat. Surface hydrophobicity of
R. similis was higher when grown in n-hexane as
compared to ethanol with contact angles of 105° and
84°, respectively. Statistical analysis shows that the
mycelial mat of R. similis grown with n-hexane was
as hydrophobic as to the abiotic control parafilm
(Fig. 5). Some authors had reported that hydropho-
bicity variations on mycelium depend on growth
medium, physiological state and water exposure.
Smits et al. (2003) reported contact angles between
107° and 100° £ 3 by Cladosporium sp. when grown
for 18 days in three different culture media. Vergara-
Fernandez et al. (2006) reported an increase in the
surface hydrophobicity of mycelia of F. solani when
grown in solid media with hydrophobic substrates.
The contact angle on the mycelial mat was 113° when
grown on n-hexane as compared to 75° with glucose
and these changes were partially explained by a rise
in the lipid content but it also suggest the presence of
different surface molecules including hydrophobins.

Profile of hydrophobin-like protein
by SDS-PAGE

As hydrophobins confer hydrophobicity to fungal
surfaces in contact with air (Wdsten 2001), we inves-
tigated the presence of hydrophobin-like proteins

Contact angle (%)
=

&
11
o

i i

0 - v v - :
Ethanal Hexare Parafilm Teflon Glass

Fig. 5 Surface hydrophobicity of the mycelium of R. similis
obtained by growth with ethanol or n-hexane and abiotic
controls (Parafim, Teflon and Glass). Error bars represent two
standard errors. Means that share letters are not significantly
different (post-ANOVA, Tukey means comparisons, P < 0.05)

in the mycelia of R. similis. Different profiles of
hydrophobin-like proteins were produced in the
n-hexane and ethanol fed biofilters (Fig. 6). Proteins
of 8.5 and 7 kDa were extracted from the mycelia
from the ethanol biofilter which were not present

kDa

116.5
66.2

45.0

M 1 1 2 2

Fig. 6 SDS-PAGE with resolving gel of 15% and stained with
silver. Lanes: M, molecular weight standard; 1, proteins
extracted with SDS from the mycelium produced in the
biofilter with ethanol vapors; 2, proteins extracted with SDS
from the mycelium produced in the biofilter with n-hexane
vapors
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with n-hexane grown mycelia which were around
15 kDa.

The protein profiles obtained here suggest that
R. similis produced different hydrophobin-like pro-
teins in response to the physicochemical properties of
the substrates and may be related to the surface
hydrophobicity of mycelia (Figs. 5 and 6). The low
molecular weight (7 and 8.5 kDa) proteins produced
with ethanol and extracted with diluted SDS are
probably class II hydrophobins, which have been
reported to be associated to fungal growth in aqueous
media (Wosten 2001). Some reports show the pres-
ence of multiple hydrophobin genes in the same
fungus, S. commune expressed at least four different
class I hydrophobin genes. T. reesei presented at least
three class II hydrophobins and some fungi contain
genes belonging to both hydrophobin classes, like in
Cladosporium fulvum, Fusarium verticillioides and
Magnaporthe grisea (Askolin et al. 2006).

Conclusion

This is a first report on biodegradation of ethanol,
phenol, toluene and n-hexane as single substrates in a
gas-phase biofilter using R. similis. The mixture of
Perlite and wheat bran as support and additional
source of carbon for fungal growth allowed and
sustained the biodegradation of hydrocarbons and a
rapid start-up. The performance of the reactors was
dependent on hydrocarbon polarity; ethanol and
phenol were more easily biodegraded than toluene
and n-hexane. R. similis adapted by modifying its
surface hydrophobicity and expression of hydropho-
bin-like molecules when grown with compounds of
opposite polarities, such as ethanol or n-hexane.
Research related to the treatment in fungal biofilters
of hydrophobic gaseous pollutants has suggested that
the biosurfactant activity of hydrophobins may have
an important role in the solubility and transfer of
VOCs, but more work is needed in this respect. Based
on the results in this study, the metabolic diversity of
R. similis could be interesting for further studies on
biofiltration of VOCs mixtures.
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