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Remocidn del colorante triazoico Black 2-10 usando cepas de Aspergillus tubingensis
sobreproductoras de glucosa oxidasa de peroxido de hidrogeno
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Introduccion. Los colorantes azoicos son compuestos que tienen
integrado un grupo azo (-N=N-) en su estructura, son ampliamente
utilizados en el proceso de tincion de pieles por su estabilidad y esto
ha provocado la contaminacion de acuiferos por estos compuestos
(Chang et al., 2000). Se ha reportado que microorganismos nativos
de sitios contaminados tienen mayor capacidad de remover
diferentes contaminantes. En el grupo de trabajo se aisld la cepa
fangica Aspergillus tubingensis Ed8 como nativa de un sitio
contaminado con Cr(VI) y se ha observado que esta tiene la capacidad
de reducir Cr(VI) a Cr(lll) con muy poca incorporaciéon de cromo a la
biomasa; ademas, esta capacidad aumenta cuando la cepa crece en
presencia de citrato (Corefio-Alonso et al., 2009). La cepa Ed8 tiene
mayor actividad de la enzima GOX secretable, comparada con cepas
de coleccion de A. niger y A. tubingensis (Romo-Rodriguez et al.,
2015). En un estudio previo se obtuvieron 3 cepas derivadas de la
cepa Ed8, transformadas con una construccién que contiene un
mddulo para la sobreexpresion del gen goxC. En el presente trabajo
se caracterizaron dichas cepas molecularmente, asi como respecto
de la produccién de perdxido de hidrogeno vy la capacidad de
remover el colorante triazoico Black 210.

Materiales y métodos. La cuantificacion RT-Q-PCR para el andlisis de
la expresion del gen goxC se realizé usando una sonda de hidrolisis
tipo TagMan, y los niveles de expresion fueron determinados por el
método matemadtico de Act (Pfeffl., 2001). El numero de copias del
gen goxC integradas en el genoma se verific6 por detecciéon de
Southern blot, usando oligonucleétidos marcados con biotina. La
determinacion de H,O, en el sobrenadante de cultivos se realizd
espectrofotométricamente a 240 nm (Berrs y Sizer.,, 1952), las
lecturas obtenidas se interpolaron en una curva patron de H;0,. Los
cultivos para evaluar la remocion del colorante Black 2-10 se
realizaron en medio LMM a pH 4.0 05.3, con 0, 25y 45 mM de citrato.
A los cultivos se agregé 200 mg/L del colorante Black 2-10 y después
de 24 horas de incubacién se determiné el porcentaje de
decoloracién por la ecuacidon de Leelakriangsak et al., 2012. Ademas,
se determino si las cepas utilizan el colorante como fuente de
carbono en medio Vogel suplementado con 20 mg/L de colorante
como fuente de carbono.

Resultados. Mediante andlisis Southern blot se determind que la
cepa Ed8 tiene una copia del gen goxC, en tanto que las cepas
transformantes DSB2 y DSB16 tienen dos copias y la cepa DSB27 tiene
3 copias. Los niveles de expresion del gen goxC en medio LMM sin
citrato fueron apreciablemente mayores en las cepas transformantes
DSB2 y DSB27, comparadas con las cepas Ed8 y DSB16. En las mismas
condiciones el nivel de actividad GOX secretable y de produccion de
peroxido de hidrégeno durante el crecimiento fue alrededor de 2-2.5
veces mayor en las cepas DSB2 y DSB27, respecto de las cepas Ed8 y
DSB16.

En medio sin citrato, tanto a pH 4.0 (Fig. 1 A) como a pH 5.3 (Fig. 1B)
la cepa Ed8 muestra un mayor porcentaje (> 92 %) de remocion del
colorante Black 2-10, comparada con las cepas transformantes
DSB2,DSB16 y DSB27. Es notorio que esta Ultima cepa transformante
es la que menor capacidad de remociéon muestra (alrededor de 60 %
a pH 4y de 80 % a pH 5.3). En medio con citrato la tendencia es la
misma, con la excepcién de la condicién del medio de pH 5.3 con 25
mM de citrato (Fig. 1B), en el que la cepa transfromante DSB16
muestra el mayor porcentaje de remocién del colorante (> 96 %),
seguida de las cepas Ed8, DSB2 y DSB27, con 89 %, 86 % y 55 % de
remocion, respectivamente. Es de resaltar que a pH 4.0 la cepa
transformante DSB27 muestra una mejor capacidad de remocion del
colorante en presencia de citrato (Fig. 1A). ApH4 0apH 5.0, las cepas
Ed8, DSB2 y DSB16 superan la capacidad de decoloraciéon de 100
mg/L de Black 2-10 reportada para la cepa SRS82 de Providencia sp
(Agrawel y col., 2014). Todas las cepas mostraron capacidad de crecer
en presencia del colorante cuando se utiliza como fuente de carbono.
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Figura 1: Graficas de la capacidad decoloracion del colorante Black 210 de
las cepas Ed8, DSB2, DSB16 y DSB27 crecidas a diferentes concentraciones
de citrato 0, 25y 45 mM citrato. A diferentes pH A) pH 4.0, B) pH 5.3

Conclusién. En medio de pH 4 la remocidn volumétrica del colorante
Black 2-10 es menor en las cepas que sobre expresan el gen goxC.
Todas las cepas utilizan el colorante como fuente de carbono para
crecer.
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