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No. Solicitud Internacional

Fecha de Presentacion Internacional

Como resultado del examen de fondo realizado, con fundamento en el Articulo 45 de la
Decision 486 de la Comisiéon de la Comunidad Andina, se comunica:

1. Documentos estudiados

Descripcion: Radicado 11-160567-00000-0000
Reivindicaciones: Radicado 11-160567-00000-0000

Radicado 11-160567-00005-0000
Dibujos: Radicado 11-160567-00000-0000

2. Analisis de la Prioridad

23/Noviembre/2011
23/Noviembre/2011
21/Abril/2014

23/Noviembre/2011

Se acepta la reivindicacion de prioridad porque ésta solicitud fue presentada dentro del
plazo establecido (Art. 9 D 486) y su contenido técnico corresponde con el de la

prioridad reivindicada.

3. Objeto de la invencién

De acuerdo con lo establecido en el numeral 1.2.2.2 del capitulo primero del Titulo 10
de la Circular Unica para efectos del examen de patentabilidad, se tendra en cuenta la
tasa pagada por la solicitante al momento de comenzar el examen para las
reivindicaciones adicionales; esto es que cuando la solicitud contenga mas de diez (10)
reivindicaciones y no se haya pagado la tasa complementaria, sélo se estudiaran las

Expediente 11-160567- -6

(2do Art 45..)




Prosperidad

Indusiria vy Comercio p S
SUPERINTENDENCIA

cubiertas por la tasa pagada. En el presente caso se estudiaran las reivindicaciones 1 a
30 del capitulo reivindicatorio (Radicado N°. 11-160567-00005-0000).

Titulo de la solicitud: ““Medio de Cultivo Indefinido Funcional con Inductor Natural de
Biocompuestos”.

El problema planteado en esta solicitud consiste en la necesidad de obtener medios
naturales que incluyan inductores naturales no toxicos de alta trazabilidad para la
optimizacién en la produccion de biocompuestos.

Para resolver este problema técnico la solicitud en estudio proporciona un medio de
cultivo indefinido funcional con inductor natural de biocompuestos que comprende
biomasa vegetal que incorpora alto contenido de cobre, vitaminas y minerales en traza
y un inductor natural, que es vinagre vegetal.

El objeto de la presente solicitud se relaciona con la Clasificacién Internacional de
Patentes (CIP): A61K 36/07 // 36/74 /] 65/00 // 38/47

4. De la solicitud de patente
Reivindicaciones (Art 30 D 486, Art 22 PCT)
La reivindicacién 1 carece de claridad y concision porque:

Define el medio de cultivo en funcidn del vinagre Unicamente, ya que la biomasa
vegetal tampoco esta definida sino que se toma en sentido general caracterizada por la
incorporacion de oligoelementos en traza (Cu y minerales) y de vitaminas sin indicar
cuales.

Los términos “al menos 50 micromoles de cobre y vitaminas y minerales en traza” son
relativos por lo cual no permite distinguir la invencién del estado de la técnica. Se
sugiere sustituirlo por un término o rango concreto.

El término: “mezcla” de las reivindicaciones 5 — 7, es impreciso, por lo cual no permite
distinguir la invencién del estado de la técnica. Se sugiere sustituirlo por un término
preciso 0 un rango concreto.

De acuerdo a la materia divulgada en la descripcién, la diferencia entre el medio
convencional y lo que la solicitante reclama es el hecho de que el inductor natural
refinado evita la suplementacién cuando trascurre el tiempo, en este orden de ideas, el
elemento diferenciador debe incluirse de forma concreta desde la reivindicaciéon
independiente 1 y no solo en términos generales, ya que finalmente lo Unico fijo dentro
del medio es el inductor de crecimiento.

En el folio 32 de la memoria descriptiva se indica que una modalidad preferida de la
invencion comprende un inductor natural que es un vinagre vegetal obtenido por un
proceso de pirdlisis, reposo y destilacion fraccionada hasta conseguir un vinagre
refinado grado farmacéutico. El vinagre corresponde entonces en estricto sentido a un
extracto complejo de compuestos fendlicos, polifenoles, acidos organicos, alcoholes,
cetonas ciclicas y otros hidrocarburos aromaticos’, para que esto pueda ser patentable
la solicitante tiene que definir la composicion del extracto (vinagre) que proviene de una
planta como el Bambusoideae y tener en cuenta que realmente es la composicion
aplicada como inductor de crecimiento la que origina el efecto técnico en el medio. El
extracto se debe caracterizar entonces por la composicion del mismo, compuestos
activos y proporciones, definir el compuesto marcador e inclusive la huella
cromatografica del compuesto marcador.

1 Ou, M., Li, Z., Zhou, X., and Xu, X., Analysis on bamboo vinegar produced in Fujian. Peop. Rep. China,
31, 360- 363 (2003).
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La reivindicacion caracteriza un producto por un resultado a alcanzar como lo es la
estabilidad grado farmaceéutico de un vinagre vegetal lefioso, dicha estabilidad no es
una caracteristica técnica del inductor natural y esta relacionada con el proceso de
obtencion de una solucion y con el uso del medio de cultivo.

Las reivindicaciones 13 — 16 no establecen las proporciones de cada uno de los
excipientes divulgados dentro de la composicibn. Se sugiere incluir estas
caracteristicas esenciales en las reivindicaciones.

Las reivindicaciones 21 - 26 no son concisas porque repiten materia.

La reivindicacion 27 es muy amplia, lo cual dificulta determinar la extensién del objeto
gue se busca proteger.

La reivindicacion 29 debe definir un proceso de fermentacion por la secuencia légica de
etapas y condiciones fisicas, quimicas y microbiolégicas y microorganismos
involucrados y no por referencia al medio. Los elementos caracteristicos del medio no
son los mismos que los del proceso, ademas el proceso no esta debidamente
sustentado en la descripcion.

La reivindicacion 30 no es clara, debido a que define el producto obtenido en la
fermentacién por via de un proceso que no esta caracterizado. El producto se define
por su estructura y no por la secuencia légica para su obtencion.

Descripcidén (Art 28 D 486)

La solicitud carece de informacién que permita comparar el medio de la presente
invencion con el medio sintético suplementado con inductores descrito en los ejemplos.
De otra parte, la solicitud no revela las proporciones de cobre adicional suplementado
en el medio de cultivo de la presente invencion, lo cual dificulta determinar las
concentraciones finales de este elemento dentro de la composicion, esta carencia de
informacién no permite validar los ejemplos aportados por el solicitante que comparan
el medio reclamado con un medio sintético suplementado con inductores conocido
previamente en el estado del arte, ni evidenciar un efecto potencializador de la
produccion de metabolitos secundarios obtenidos con dichos medios. En estos
términos la descripcién no es clara porque la informacion que contiene no permite que
la persona del oficio normalmente versada en la materia pueda comprender la solucion
aportada por la invencion o pueda reproducirla o ejecutarla.

5. Determinacién del Estado de la Técnica
El estado de la técnica se determind con base en la fecha de presentacion de la

solicitud de patente nacional: noviembre 23 de 2011, se encontraron los siguientes
documentos que anticipan el objeto de esta solicitud:

Item Documento Titulo Fecha de Publicacién
“Induccién con cobre de la
enzima lacasa en el hongo de
pudricién blanca Trametes villosa
(sw.: Fr.) Kreisel”
“Effects of bamboo charcoal and
bamboo vinegar on nitrogen
D4 Chen et al. conservation 8/Enero/2010
and heavy metals immobility
during pig manure composting”

D3 Preussleretal. 2010
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El documento D3? divulga la capacidad oxidativa de colorantes en medio sélido de T.
villosa (ensayos de decoloracion) y en el efecto del CuSO4 como inductor sobre la
capacidad de secrecion enzimatica y la expresion génica de lacasa en Trametes villosa
BAFC 2755 en medio liquido (Resumen).

El documento D43 divulga los efectos del carbén de bamb( (BC) y el vinagre de bambu
(BV) afadidos a pilas de compostaje para la conservacion de nitroégeno y la inmovilidad
de Cu y Zn en el tratamiento de residuos organicos como el estiércol de cerdo (PM)
(Resumen).

6. Examen de Patentabilidad (Art 14 D486)
Nivel inventivo (Art 18 D486)

La reivindicacién 1 consiste en: “Un medio de cultivo indefinido funcional con inductor
natural de biocompuestos que comprende:
a. Biomasa vegetal que incorpora al menos 50 micromoles de cobre y vitaminas y
minerales en traza;
b. Inductor natural que es un vinagre vegetal lefioso estable grado farmacéutico”
(Radicado N°. 11-160567-00005-0000).

Comparacion de las caracteristicas técnicas esenciales, con las del estado de la técnica:

Caracteristicas esenciales D3 D4
Medio de cultivo indefinido funcional Medio de cultivo liquido (Pag. Inductor natural de
con inductor natural de 2,Col. 1) compostaje (Resumen, Pag.
biocompuestos 1178)

Compuesto por 12,7 g/L

de extracto de malta, 0,5% de
concentrado soluble de maiz y
agua destilada, suplementado con
1 mM de CuSO4 (Péag. 2, Col.

1, Resumen, P4g. 4, Col. 2)

Biomasa vegetal que incorpora al
menos 50 micromoles de cobre y
vitaminas y minerales en traza

No se menciona

Inductor natural que es un
No se menciona vinagre de bambu
(Resumen, Pag. 1178)

Inductor natural que es un vinagre
vegetal lefioso

El documento D3 se considera el estado de la técnica cercano a la invencion definida
en la reivindicacion 1 porque divulga la composicion de un medio liquido que
comprende: 12,7 g/L de extracto de malta, 0,5% de concentrado soluble de maiz y
agua destilada, los ensayos de actividad enzimatica para lacasa confirmaron que T.
villosa produce lacasa de manera extracelular con un maximo de 81 U/L a los 10 dias
de cultivo sin estimulacién en medio liquido malta glucosado, al suplementar el medio
con 1 mM de CuSO4 se produjo un incremento de la actividad enzimatica, alcanzando
valores 10 veces superiores en comparaciéon con el obtenido en condiciones sin
inductor a iguales tiempos de cultivo (Figura 2), otros hongos también muestran
induccion de la actividad lacasa en presencia de cobre (Pag. 2, Col. 1, Resumen, P&g.
4, Col. 2)

La diferencia entre la invencién, definida en la reivindicacion 1 y el medio divulgado de
D3 consiste en que la solicitud se refiere a un inductor natural que es un vinagre
vegetal lefioso.

El efecto que logra el incluir el inductor natural que es un vinagre vegetal lefioso es que
evita la suplementacion posterior del medio de cultivo de minerales y vitaminas.

2 Rev. Cienc. Tecnol. / Afio 12/ N° 12a/ 2010

3 Chemosphere 78 (2010) 1177-1181

Expediente 11-160567- -6 (2do Art 45..)



: Pros ad
Indusiria vy Comercio p S
SUPERINTENDENCIA

Por lo tanto, el problema técnico objetivo que pretende resolver esta invencion se
puede formular asi: cdmo obtener un medio de cultivo alternativo para la optimizacién
de la produccién de biocompuestos.

Sin embargo, la utilizacién de vinagre vegetal lefioso para evitar la suplementacion
posterior del medio de cultivo, ya esta divulgada en el documento D4 que se refiere al
vinagre de bambu (VB) obtenido por un proceso de pirdlisis, que contiene mas de 200
tipos de componentes quimicos en el que el acido acético es el componente principal,
utilizado para el tratamiento de residuos organicos como el estiércol de cerdo en la
conservacion de nitrégeno y la inmovilidad de Cu y Zn, asi como regulador del
crecimiento vegetal y activador de microorganismos (Resumen, P4ag. 1178). Existe
evidencia de que la persona del oficio normalmente versada en la materia se veria
motivada a suplementar un medio de cultivo tanto con cobre como residuos
ligninoceluldsicos obtenidos a partir de un concentrado de maiz divulgados en el
documento D3, debido a su efecto inductor sobre la produccion extracelular de enzimas
gue se encuentran en la biomasa de varias especies de hongos, y con un inductor
natural tal como un vinagre de bambu basado en las ensefianzas del documento D4
para aumentar la biodisponibilidad de Cu y Zn y asi evitar la suplementacién posterior
del medio de cultivo de minerales y vitaminas.

En consecuencia, la persona del oficio normalmente versada en la materia, incluiria el
inductor natural de vinagre de bambu del documento D4 en el medio divulgado en el
documento D3 para llegar asi al objeto de la reivindicacion 1 de la solicitud. Por lo cual
se considera obvia.

Conclusion:

La reivindicacion 1 cumple el requisito de novedad (Art. 16), pero no cumple con el
requisito de nivel inventivo (Art. 18).

Puesto que las reivindicaciones dependientes 2 — 28 no mencionan caracteristicas
inventivas adicionales tampoco se pueden considerar inventivas.

7. Conclusidn

Los requisitos de Patentabilidad de la presente solicitud estan afectados asi:

Item Documento Reivindicaciones afectadas Requisito que afecta
D3 Preussleretal. 1-28 Nivel inventivo
D4 Chen et al. 1-28 Nivel inventivo

8. Respuesta a los argumentos de la solicitante

En respuesta al requerimiento realizado por esta Superintendencia, la sociedad
solicitante argumenta que los términos, ingredientes, rangos, proporciones Yy
definiciones incluidas en las reivindicaciones corresponden con la amplitud propia del
concepto inventivo desarrollado, sin embargo, se ha reemplazado el capitulo
reivindicatorio de tal manera que las nuevas reivindicaciones 1-30 sean aln mas claras
y concisas.

Al respecto, teniendo en cuenta las modificaciones realizadas por la solicitante al pliego
reivindicatorio y a la terminologia utlizada, esta Superintendencia presenta los
documentos D3 y D4 que anticipan el objeto de la presente solicitud como se evidencié
en el andlisis de patentabilidad por lo cual la materia reclamada en el nuevo pliego
reivindicatorio carece de nivel inventivo.

Argumenta la solicitante que el medio de cultivo indefinido funcional que se define en
las reivindicaciones aumenta la produccién de variedad de biocompuestos, que pueden
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ser metabolitos primarios o secundarios y que este importante aporte no se encuentra
anticipado en el estado de la técnica.

Con relacion al anterior argumento, este Despacho aclara que la solicitud carece de
informacion que permita establecer un efecto inesperado o sorprendente del medio
reclamado constituido por las actividades esenciales de proveer biocompuestos de
interés, teniendo en cuenta que dichos inductores naturales se encuentran previamente
divulgados en los documentos D3 y D4, por lo tanto, es de esperarse que los medios
de cultivo de dichas anterioridades permitan igualmente optimizar la produccion de
biocompuestos que indica la solicitante.

Para efectos del examen, los términos relativos a aspectos no técnicos, tales como
resultados alcanzados no se consideran como caracteristicas técnicas de la invencién,
dado que no son caracteristicas esenciales y restan claridad a la reivindicacién. Se
reitera a la solicitante que las reivindicaciones deben definir la invencién por sus
caracteristicas técnicas esenciales y estructurales y por lo tanto, esta Superintendencia
no admite que la reivindicacion defina la invencion por el resultado a alcanzar puesto
qgue en realidad equivaldria a definir el problema técnico a resolver y el alcance de la
reivindicacion incluiria no solo la solucién propuesta por la solicitante, sino todas las
alternativas presentes o futuras que lleguen a ese resultado.
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En cumplimiento del articulo 45 de la Decision 486 de la Comision de la Comunidad
Andina, se le indica que debe dar respuesta dentro del término de sesenta (60) dias
contados a partir del dia siguiente de la fecha de notificacion de la presente comunicacion.
En caso de no dar respuesta al presente requerimiento, 0 si a pesar de la respuesta
subsistieran los impedimentos para la concesion, se denegara la patente.

Se invita al solicitante se sirva indicar, si asi lo considera, su renuncia al término faltante de
sesenta (60) dias para dar respuesta a este requerimiento y presentarla por escrito.

Finalmente, se le recuerda al solicitante que si como respuesta a este requerimiento llegara
a modificar el capitulo reivindicatorio y éste contenga mas de diez (10) reivindicaciones, no
pagard la tasa de modificacidbn voluntaria pero si la correspondiente al pago por
reivindicacion adicional.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e), del
capitulo quinto del titulo primero de la Circular Unica No. 10 de 2001.

_—

—

JOSE LUIS SALAZAR LOPEZ
Diractor de Nuevas Craaciones (c)

El anterior requerimiento fue notificado por fijacion en lista, de fecha 2014-05-13

Elabord: Sindy Johana Brochero Ballesteros
Reviso: Consuelo Leguizamon Leguizamon
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Induccion con cobre de la enzima lacasa en el hongo de
pudricion blanca Trametes villosa (sw.: Fr.) Kreisel

César A. Preussler, Ernesto Shimizu; Laura L. Villalba; Pedro D. Zapata.

Copper laccase induction in white rot fungi Trametes villosa (Sw.: Fr.) Kreisel

ABSTRACT

White rot fungi hold great interest for biotechnological applications being at the same time able to produce
extracellular enzymes like laccase. Laccase is a phenoloxidase with molecular weight between 60 and 80 kDa,
with gene inducible expression probably reflecting the different physiological functions of the enzyme. The present
work was focused on the dye oxidizing capacity of T. villosa BAFC 2755 in solid media (discoloration tests) and the
effect of CuSO, as inductor on the enzyme secretion capacity and genetic expression in liquid media.
Discoloration tests in solid media showed good degrading capacity against bromophenol blue, malachite green
and black liquor at low pH. Enzyme activity tests from liquid media confirmed extracellular laccase production
induced with CusO,. Total secreted proteins showed a significant increase in the presence of CuSO,. SDS-PAGE
showed an increase in the protein fraction between 60 and 70 kDa. mRNA levels showed a clear increase in the
presence of the inducer.

The results showed that the Cu,+ produced an increase on laccase activity in Trametes villosa. This rise could be
due to an increase in the protein and mRNA

KEY WORDS: white rot fungi, Trametes villosa, laccase, enzyme induction, copper.

RESUMEN

Los hongos de pudricion blanca presentan interés en aplicaciones biotecnolégicas y son capaces de producir
enzimas extracelulares como lacasa. La lacasa es una fenoloxidasa, con peso molecular entre 60y 80 kDa, cuya
expresion génica puede ser inducible, reflejando probablemente las diferentes funciones fisiolégicas de esta
enzima. Este trabajo se enfoca en la capacidad oxidativa de colorantes en medio sélido de T. villosa (ensayos de
decoloracion) y en el efecto del CusO, como inductor sobre la capacidad de secrecion enzimatica y la expresion
génica de lacasa en Trametes villosa BAFC 2755 en medio liquido.

Los ensayos de decoloracion en medio s6lido mostraron una excelente capacidad degradativa frente a azul de
bromofenol, verde de malaquita y licor negro a pH acido. Los ensayos de actividad enzimatica confirmaron la
produccion de lacasa extracelular inducible con CuSO,. Las proteinas totales secretadas mostraron un incremento
significativo en presencia de CuSO,, observandose en SDS-PAGE un aumento de la fraccion proteica entre 60y 70
kDa. Los niveles de mRNA mostraron un claro incremento en presencia del inductor.

Estos resultados demuestran que el Cu2+ produce un incremento de la actividad lacasa en Trametes villosa, y que

este aumento podria deberse a un aumento en la cantidad de proteina y mRNA.

PALABRAS CLAVE: Hongos de pudricion blanca, Trametes villosa, lacasa, induccion enzimatica, cobre.

INTRODUCCION

La contaminacion es la introduccion en un medio cual-
quiera de una sustancia o forma de energia con potencial
para provocar dafios, irreversibles o no, en el medio inicial.
[1].

Recientemente han surgido aplicaciones biotecno-
logicos con potencial aplicacion contra las fuentes de
contaminacion de una manera ecoeficiente, e incluyen el
uso de bacterias u hongos, a menudo en combinacién con
procesos fisicoquimicos [2—6].

Los hongos son reconocidos por sus aptitudes superiores
para producir una gran variedad de proteinas extracelulares,
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acidos organicos y otros metabolitos, y por su capacidad
para adaptarse a medios ambientes severos, sin restriccio-
nes [7]. Mas alla de la produccion de tales metabolitos, los
hongos han llamado la atencion con creciente interés por el
biotratamiento (eliminacion o destruccion) de ingredientes
de aguas contaminadas tales como metales, nutrientes
inorganicos y componentes organicos [8—11].

La lignina, un polimero heterogéneo de los tejidos
vasculares de las plantas superiores, es el mas recalcitrante
de todos los quimicos organicos producidos naturalmente
[12, 13]. Cualquier enzima o grupo de enzimas capaces
de atacar inicialmente la lignina, deben ser ademas de
extracelulares, inespecificas. Los hongos degradadores de
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lignina son buenos productores de estas enzimas y pueden
ser clasificados dentro de tres categorias basadas en el tipo
de descomposicion de la madera que producen: hongos de
pudricién blanca, hongos de pudricién marrén y hongos de
pudricion blanda [14].

Los hongos de pudricion blanca son los que presentan
el principal interés para ser usados en varios procesos uti-
lizando lignocelulosa, pero la mayoria degradan también a
la celulosa y a la hemicelulosa [15—17]. Esta propiedad esta
basada en la capacidad de producir enzimas extracelulares
con baja especificidad de sustrato capaces de degradar
un amplio rango de componentes xenobioticos [18]. Las
enzimas mas importantes son lacasa (Lac), manganeso
peroxidasa (MnP) y lignina peroxidasa (LiP) [15].

Algunos de los hongos de pudricion blanca producen
todas estas enzimas, mientras que otros hongos producen
unicamente algunas de ellas [15].

La lacasa es una fenoloxidasa, enzima que cataliza la
oxidacion de un amplio espectro de compuestos fendlicos
y aminas aromaticas utilizando el oxigeno molecular como
aceptor de electrones, reduciéndolo a agua [19]. A través de
la utilizacion de ciertos compuestos rédox puede ser capaz
de ampliar su espectro de sustratos, logrando asi la oxida-
cion de porciones no fenolicas de la lignina [20]. Contienen
atomos de cobre y se encuentra ampliamente distribuida en
las plantas superiores, diversas clases de hongos y algunas
bacterias [21]. La actividad de estas enzimas puede ser
incrementada por el uso de mediadores como el ABTS
(2,2°—azino—bis[3—etilbenztiazolina—6—acido sulfonico]),
e intermediarios de la degradacion de la lignina entre los
que se encuentra el alcohol veratrilico [22-23], asi como
iones metalicos como Mn*2 para la enzima MnP y Cu*2
para la enzima Lac [21].

Todas las lacasas son glicoproteinas extracelulares con
pesos moleculares entre 60 y 80 kDa, de los cuales entre el
15 al 20% de su peso molecular esta dado por carbohidratos
[24]. La lacasa fungica (bencendiol-oxigeno oxidorreduc-
tasa) es una fenoloxidasa extracelular producida por el
micelio de los hongos ligninoliticos [25].

La utilizacion de sistemas lacasa—mediador es una
alternativa promisoria para procesos biotecnologicos con
aplicaciones ambientales. Entre ellos, los de blanqueo de la
pulpa de papel [25], la decoloracion de colorantes textiles
[26] y la oxidacion de hidrocarburos polinucleoaromaticos
[27,28].

La regulacion de la expresion de genes de la lacasa
difiere de un organismo a otro, reflejando probablemente
las diferentes funciones fisiologicas de estas enzimas en los
hongos. La expresion de genes de lacasa en algunos hongos
puede ser estimulada por inductores, mientras que en otros,
la expresion es sensible a las condiciones del medio de
cultivo y es afectada por las concentraciones de nitréogeno,
fuentes de carbono o presencia de oligoelementos. [29—
35].

El objetivo del presente trabajo es analizar el efecto del
cobre como inductor en la produccion de la enzima Lacasa
del hongo Trametes villosa (Sw.: Fr.) Kreisel.

MATERIALES Y METODOS
Material biolégico

En este estudio se utilizé el hongo de pudricién blanca
Trametes villosa BAFC 2755 proveniente del cepario del
Laboratorio de Biotecnologia Molecular (previamente
cedidos gentilmente por el Departamento de Micologia Ex-
perimental de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales
de la Universidad de Buenos Aires).

Preparacion de los tacos

Para la preparacion de tacos se utilizaron cultivos
primarios en medio agar/extracto de malta (MEA), en
placas de Petri de 100 mm de didmetro, las cuales fueron
inoculadas por puncidn con ansa aguja en el centro de la
placa, con el microorganismo en estudio. Se dejo incubar
durante 5-7 dias a 29 = 1 °C en estufa. Este tiempo fue
suficiente para obtener la colonia destinada a la generacion
de tacos para la siembra de todos los experimentos.

Los tacos de agar con micelio se extrajeron a partir de
los margenes de la colonia en crecimiento con la ayuda
de un sacabocados de metal, de forma cuadrangular de 36
mm? de didmetro. Los tacos obtenidos de este modo fueron
utilizados para la inoculacion de los medios de cultivo soli-
dos asi como también para los medios de cultivo liquidos.

Medios de cultivo sélido

Los medios de cultivo sé6lidos utilizados para los ensa-
yos fueron agar malta glucosado (AMG: extracto de malta
12,7 g/L; agar 20 g/L y glucosa 10 g/L) y agar licor negro
glucosado (LN: agar 20 g/L; glucosa 10 g/L; licor negro
6,7 % v/v; pH 11 y pH 4,7). El licor negro fue obtenido
en la planta piloto de la FCEQyN (UNaM) a partir de la
coccion kraft de maderas de eucalipto. Los colorantes
utilizados para los ensayos en los medios solidos fueron
el verde de malaquita y el azul de bromofenol a 50 uM.
[36,37]

Los ensayos en medio de cultivo liquido se llevaron a
cabo en erlenmeyers de 250 mL de capacidad a los cuales
se les adiciond 50 mL de medio compuesto por 12,7 g/L
de extracto de malta, 0,5% de concentrado soluble de
maiz y agua destilada. Estos medios fueron inoculados e
incubados a 29 = 1 °C en estufa de manera estatica durante
un periodo de tiempo comprendido entre 5, 7, 10 y 14
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dias, en todos los casos por duplicado. En cada uno de
los dias antes mencionados se procedio a la separacion del
micelio del medio de cultivo liquido por medio de filtracion
mediante Biichner, con filtros de fibra de vidrio (GF/C)
previamente secados en estufa a 80 °C durante 30 minutos,
en cada filtracion se utilizaron 5 mL de agua destilada para
enjuagar. Los sobrenadantes fueron congelados y poste-
riormente utilizados para la determinacion de la actividad
enzimatica. Los micelios resultantes de la filtracion fueron
congelados para luego proceder a la extraccion de ADN
de los mismos.

Determinacion de la actividad enzimatica

La determinacion de la actividad enzimatica para lacasa
se realizo a partir de los sobrenadantes congelados obteni-
dos por filtracion. La determinacion se basé en el cambio de
absorbancia del sustrato DMP (2,6—dimetoxifenol) adicio-
nado a cada muestra, evidenciado mediante la utilizacion de
un espectrofotometro 8500 II Techcomp siguiendo técnicas
descriptas por Mouse et al [38]. La actividad enzimatica se
expresa en Unidades Internacionales (UI): pmoles/min x
mL. Una Ul es equivalente a 1 umol de producto formado
o sustrato degradado, por minuto.

Medicion de proteinas totales

Para la medicion de las proteinas totales de las muestras
se utilizo la técnica de Bradford (Bio—Rad Protein Assay)
de acuerdo a las especificaciones del fabricante.

Electroforesis en poliacrilamida

Las proteinas procedentes de los filtrados fueron sepa-
radas por electroforesis vertical en geles de poliacrilamida
desnaturalizante (SDS-PAGE) a 150 V por 45 min en geles
con una concentracion del 10 % en poliacrilamida utilizan-
do el sistema MiniProtean 3D de Biorad. Los resultados
se visualizaron mediante tincion con plata y se registraron
mediante Scanner HP Deskjet F300 All-in—One series.

Extraccion de ADN

Para proceder a la extraccion del DNA se utilizaron los
micelios congelados que fueron obtenidos anteriormente
por medio del filtrado de los medios liquidos. Estos mi-
celios fueron trozados y macerados con nitrogeno liquido
hasta obtener un fino polvo. Luego se procedi6 a la diges-
tion durante 45 a 60 minutos a 65° C en buffer conteniendo
TrisHCI 100 mM, EDTA 50 mM, NaCl 500 mM, SDS 1 %,
CTAB 1 % y proteinasa K 0,1 mg /mL. Se purificé con
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cloroformo—isoamilico 24:1 y acetato de potasio 3 M frio,
para posteriormente precipitarlo con isopropanol y etanol al
70 %. Luego de redisolverlo en agua destilada estéril, se lo
conservd a —20° C hasta el momento de su utilizacion.

Para corroborar la calidad, el material genético fue
evaluado mediante espectrofotometria y electroforesis en
geles de agarosa al 1 %.

Aislamiento de RNA total

Para el aislamiento de RNA total el micelio filtrado se
lavoé 2 veces con Tris 0,1 M, EDTA 0,02 M en frio y pos-
teriormente se digirido 20 min con buffer de lisis (GuSNC
4 M, Tris 0,1 M, EDTA 0,02 M Tritén X 100 1 %) disgre-
gando el micelio con varilla estéril en frio. Posteriormente
se purifico con fenol saturado en TE y cloroformo. Las
proteinas se precipitaron con acetato de potasio 3 M y el
RNA fue precipitado con isopropanol, lavado con etanol
absoluto, secado y resuspendido en agua estéril libre de
RNasas. Para corroborar la calidad del RNA aislado se
realizaron geles de agarosa al 0,8 %.

RT

La retrotranscripcion se realizo en un volumen de 20
pl utilizando 1 pl de Oligo (dT), dNTP's 5 mM, 40u/ pl de
RNAsin y 1000 U de la enzima MMLV (Fermentas SRL)
siguiendo las indicaciones del fabricante. La reaccion se
llevé a cabo durante 60 min a 42 °C. Todas las muestras
fueron previamente digeridas con RQ1 DNAsa 1l por pug
de RNA.

Amplificacion de un fragmento génico por medio de la
técnica PCR

Para llevar a cabo la reaccion en cadena de la enzima
polimerasa (PCR) se utilizaron 10 pmoles de cada cebador
(sentido y antisentido), 10 mM de dNTPs, 1,5 mM de
Cl,Mgy 1 U de Taq Polimerasa en buffer al 1 x, ademas de
agua deionizada para llevar a volumen de reaccion deseado.
El programa de ciclado utilizado fue el siguiente: un ciclo
a 94 °C por 2 min; 35 ciclos de 15sa 94 °C, 56 °Cy 72 °C
respectivamente, y finalmente 2 min a 72 °C como paso de
finalizacion de la reaccion. Los resultados de la amplifi-
cacion fueron corroborados por electroforesis en geles de
agarosa a una concentracion del 2 % utilizando una cuba
electroforética (Sub System 70 de Labnet International
Inc.), tefiidos con Bromuro de Etidio (BrEt) y fotografiados
con camara digital marca ACER.

Los cebadores utilizados en esta técnica fueron los
publicados por D"Souza et al., 1996, para las lacasas de
otros basidiomicetes [39]:
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FIGURA 1: Referencias: a) Curva de crecimiento-decoloracion en medio agar malta glucosado, () decoloracion en presencia de azul de bromofenol,
() crecimiento en presencia de azul de bromofenol, (-e-) decoloracion en presencia de verde de malaquita, (-0-) crecimiento en presencia de verde de
malaquita, (-a-) crecimiento en ausencia de colorantes. b) Curva de crecimiento () y decoloracion () en medio solido con licor negro a pH acido. En todos
los casos las mediciones fueron tomadas entre los dias 3y 14. Se grafica el promedio de dos experimentos similares realizados por duplicado.

LacA —sentido 5"~ CAYTGGCAYGGNTTYTTYCA
LacA — antisentido 5"~ RTGRCTRTGRTACCARAANGT

Las bandas amplificadas con los cebadores degenerados
fueron purificadas, secuenciadas y analizadas mediante el
programa BLASTn.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico fue realizado con el programa
GraphPad Prism version 4.00 para Windows, GraphPad
Software, San Diego California USA, www.graphpad.
com.

RESULTADOS Y DISCUSION

Para verificar la capacidad oxidativa del hongo Trame-
tes villosa, se realizaron primeramente ensayos de decolo-
racion en medio solido. Estos experimentos mostraron una
excelente capacidad degradativa de Trametes villosa frente
a azul de bromofenol, verde de malaquita (Figura 1 A) y
licor negro a pH acido (Figura 1 B).

El crecimiento en presencia de azul de bromofenol
fue similar al del control sin colorante, mientras que en
el caso del verde de malaquita se observo una notable
inhibicion del crecimiento respecto al control desde el 3°
dia de crecimiento (p<0,001). Sin embargo, solo el azul de
bromofenol permitié distinguir diferencias significativas
entre crecimiento y degradacion a los primeros dias de
cultivo (p<0,01), desapareciendo estas diferencias al 7° dia,
probablemente debido a la confluencia de placa.

En el ensayo realizado con el efluente licor negro tanto
el crecimiento como la degradacion mostraron diferencias
significativas respecto al control (p<0,1).

Estos resultados son comparables a los mencionados
en trabajos anteriores por nuestro grupo de investigacion

utilizando otras especies de hongos de pudricion blanca,
Ganoderma applanatum [36] y Peniophora spp [37] como
asi también en trabajos llevados a cabo por Haglund et al.,
2002 [40].

Los resultados de decoloracion en medio sélido
conteniendo licor negro solo mostraron decoloracion en
condiciones acidas indicando que el pH es uno de los pa-
rametros a considerase en el escalado al aplicar este hongo
a desechos industriales.

Los ensayos de actividad enzimatica para lacasa
confirmaron que 7. villosa produce lacasa de manera
extracelular con un maximo de 81 U/L a los 10 dias de
cultivo sin estimulacion en medio liquido malta glucosado.
Al suplementar el medio con 1 mM de CuSO, se produjo
un incremento de la actividad enzimatica, alcanzando va-
lores 10 veces superiores en comparacion con el obtenido
en condiciones sin inductor a iguales tiempos de cultivo
(Figura 2).

Otros hongos también muestran induccion de la acti-
vidad lacasa en presencia de cobre. Mouso et al., 2003
[38], observaron un incremento de la actividad lacasa en
el hongo de pudricion blanca Stereum hirsutum, utilizando
CuSO0,. Otros resultados concordantes en cuanto al au-
mento de la actividad enzimatica de lacasa también han
sido descriptos por Haglund et al., 2002 [40], con el hongo

1000
800 ///-
_, 600
£ /
> 400 /
200
O-M

0 5 7 10 14
Dias de cultivo

FIGURA 2: Niveles de actividad enziméatica de Lacasa en funcion del
tiempo en presencia () y ausencia (-e-) del 1 mM de CuSO,.
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Trametes trogii. En contraposicion a nuestros resultados,
trabajos llevados a cabo por Gomez Dorado et al., 2005
[41], no han podido correlacionar el efecto del CuSO,
como inductor de la actividad enzimatica de lacasa en el
hongo Trametes versicolor, atribuyendo dicha observacion
a la naturaleza del efluente utilizado en su trabajo ademas
de la presencia de otras enzimas con actividad oxidativa
como manganeso peroxidasa (MnP).

Existe evidencia de la presencia de promotores sensi-
bles a metales en genes de enzimas ligninoliticas [31, 33].
Sin embargo, los metales también pueden actuar estabili-
zando el mensajero o activando el procesamiento, trafico
y plegamiento proteico [42]. Algunos trabajos sugieren la
presencia de isoenzimas de lacasa de respuesta diferencial
ante iones metalicos. Yaver et al., 1995, han reportado dos
isoenzimas correspondientes a lacasa, de unos 63 kDa, una
de expresion constitutiva y la otra de expresion inducible
[33]; mientras que Han et al., 2005, en Trametes versicolor,
solo han podido aislar una lacasa constitutiva de un tamafio
aproximado a los 97 kDa [43].

Para determinar el comportamiento de los hongos es-
tudiados, se evalud el efecto del agregado de CuSO,, sobre
las proteinas secretadas y sobre el mRNA.

Los niveles de proteinas totales secretadas mostraron
un incremento significativo en presencia de CuSO,
(Figura 3A). Al visualizarse este incremento en geles de
SDS-PAGE se observa un aumento de la fraccion proteica
comprendida entre 60 kDa y 70 kDa aproximadamente,
rango de peso dentro del cual se encuentran las isoenzimas
de lacasa publicadas en la literatura (Figura 3 B).

Para evaluar los niveles de mRNA producidos se utili-
zaron cebadores degenerados para lacasa y se ajustaron las
condiciones de la RT-PCR utilizando diferentes cantidades
de RNA total de partida de modo que permita diferenciar un
cambio de expresion del mensajero buscado. Para verificar
si el producto de amplificacion correspondia efectivamente
a un fragmento del gen de lacasa se aisl6 DNA, se ampli-

a)

Proteinas secretadas (mg/mL)

0 T T T T T 1
5 7 9 11 13 15
Dias de cultivo

fico, secuencid y analizéo mediante el programa BLASTn,
comprobandose una homologia del 80 % con la secuencia
génica 149376 publicada para lacasa de Trametes villosa
(clon LCC1).

Secuencia obtenida:

TCGTGACCAGTGCCCGATCTCGCTCGGGNA-
ATTCGTTCCTGTCACAATTTCCCGGTTCCT-
GACCAGGCNGGTAAGNGCGCCTCGTA

El analisis de los productos de amplificacion obtenidos
partiendo de DNA y RNA mediante el uso de estos cebado-
res degenerados también permitié visualizar el intron de 50
pb publicado por Yaver et al., 1995 (datos no mostrados).
[33].

Una vez comprobada la identidad del amplicon hallado,
para la técnica de RT-PCR se utilizaron las muestras de
RNA total extraidas correspondientes a los dias 5, 7, 10
y 14 de cultivo con y sin tratamiento con CuSO, ImM
visualizandose un claro incremento en la produccion de
mensajeros ante la presencia del inductor desde el dia 5, e
intensificandose a dias posteriores de cultivo. (Figura 4)

CONCLUSIONES

Los ensayos de decoloracion en medio s6lido demos-
traron ser un método eficiente para develar la capacidad
degradativa del hongo estudiado.

Los ensayos de actividad enzimatica confirmaron que
el hongo Trametes villosa BAFC 2755 produce una enzima
lacasa extracelular inducible con CuSO,. Las proteinas
totales secretadas mostraron un incremento significativo
en presencia de CuSO,, observandose en SDS-PAGE un
aumento de la fraccion proteica entre 60 y 70 kDa. Los
niveles de mRNA mostraron un claro incremento en pre-
sencia del inductor.

FIGURA 3: Referencias: a) proteinas totales en funcion del tiempo en presencia () y ausencia (3) de 1 mM de CuSO,; b) SDS-PAGE. Carril 1y 5:
marcador de peso molecular; carril 2 sin CuSO,;, carril 3y 4 con 1 mM de CuSO,. La flecha indica la banda correspondiente a 78 kDa aproximadamente.

En todos los carriles se colocaron 20 ug de proteinas.
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FIGURA 4: RT-PCR para un fragmento del gen lacasa. Las reacciones
fueron llevadas a cabo con 3 ug de RNA total de partida aislado de
cultivos de 5, 7, 10 6 14 dfas con (+) 0 sin (-) tratamiento de 1 mM de
CusSO,. Referencias: M: marcador de peso molecular, C(-):control negativo
(sin RNA). La flecha indica el amplicon de 150 pb esperado.

Estos resultados promisorios son un punto de partida
para iniciar estudios que contemplen las aplicaciones
de produccion de la enzima lacasa a partir de hongos de
pudricidn blanca utilizando el cobre como inductor de su
produccion.
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Composting is an effective methodology for the treatment of organic waste like pig manure (PM) before
land application. However, nitrogen loss through NHj3 volatilization during the thermophilic phase is one
of the major disadvantages of composting. The presence of Cu and Zn in compost arising from pig feed
additives is also an issue. In this study the effects of bamboo charcoal (BC) and bamboo vinegar (BV)
added to composting piles on nitrogen conservation and immobility of Cu and Zn during PM composting
was investigated. Total Kjeldahl nitrogen (TKN) loss and mobility of Cu and Zn decreased with increased

gf,{rvlvogff: BC addition. TKN loss and mobility of Cu and Zn in the treatment with 9% BC at the end of composting
AddiltJion significantly decreased by 65%, 35% and 39% respectively, as compared to the control. Addition of BV fur-
Nitrogen loss ther decreased TKN loss. After composting, TKN loss in the treatment with 3% BC + 0.4% BV was 23% lower
Cu than that in the treatment with 9% BC. The final results indicated that by adding BC or BC + BV into PM
Zn composting is an effective method to reduce TKN loss and control the mobility of Cu and Zn.

Immobilization

© 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

The production of pig manure (PM) is of an enormous magni-
tude in China, but its overproduction has led to inappropriate dis-
posal practices when it is used as an organic fertilizer. This fact
involves negative effects for agricultural soils, including eutrophi-
cation of waterways, excessive input of heavy metals (HMs),
inorganic salts, pathogens and foul odor (Zhou et al., 2005;
Goémez-Brandoén et al., 2008).

The environmental problems associated with the management
of manures have given rise to the need for environmentally sound
and economically feasible technologies for treating PM before
application to agricultural soils. Composting is one of the best-
known processes to solve these environmental problems by trans-
forming manures into a safer and more stabilized material for
application to soil (Bustamante et al., 2008; Moral et al., 2009).
Composting involves the accelerated degradation of organic matter
by microorganisms under controlled conditions, in which the or-
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ganic material undergoes a characteristic thermophilic phase that
allows sanitization of the waste by the elimination of pathogenic
microorganisms (Lazcano et al., 2008). However, the loss of nitro-
gen through volatilization of NH; during the thermophilic phase
of the process is one of the major disadvantages (Pagans et al.,
2006). This fact worsens the quality of compost products, and leads
to important economic losses and some environmental problems,
i.e. acid rain and eutrophication (Sommer and Hutchings, 2001).
On the other hand, Cu and Zn are widely applied as additives to
pig feed by pig raisers for shortening the duration of breeding,
resulting in high concentrations of Cu and Zn in PM (Cang et al.,
2004; Zhou et al., 2005). Consequently, land application of PM
may cause adverse effects on human health through the food chain
(Guerra-Rodriguez et al., 2006).

Among all practicable methods for nitrogen loss control and HM
immobilization during composting, the use of amendments is
thought to be the most effective way to reduce nitrogen loss and
immobilize HMs. Amendment materials, such as alum, peat and
zeolite are proven effective to control NHs volatilization (Kithome
et al., 1999; Lefcourt and Meisinger, 2001). Furthermore, lime and
coal ash are proven to have effects on immobility of HMs in com-
posting mixtures (Wong et al., 1997; Wong and Selvam, 2006).
Nevertheless, non-renewable, potentially negative influences on
soil pH are factors that have prevented these amendments from
being adopted widely in composting technology. Therefore, it is
necessary to find some renewable and safe amendments which
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can both conserve nitrogen and immobilize HM during PM
composting.

Bamboo is a renewable bioresource when the cycle of its plan-
tation and use is properly managed. Pyrolyzing bamboo under oxy-
gen-limited conditions produces bamboo charcoal (BC). BC has a
large amount of micropores and an extremely large surface area,
about 4 and 10 times greater than those in wood charcoal, respec-
tively (Zhao et al., 2008). Bamboo vinegar (BV) is a brown-red
transparent liquid produced during pyrolysis of BC and contains
more than 200 types of chemical components, in which acetic acid
is the main component (Mu et al., 2004). Recently, BC has been
used as an excellent adsorbent for removal of environmental pollu-
tants such as NO;, NH;, Pb**, Cu**, and Zn** from water (Mizuta
et al., 2004; Asada et al., 2006; Wang et al., 2008). BV has also at-
tracted great attention recently. Wang and Chen (2002) reported
that BV could be used as a soil disinfectant, compost fermenting
agent, plant growth regulator, and microorganism activator.

However, there has been little information on the potential ef-
fects of BC or BC mixed with BV on nitrogen conservation and
HM immobilization during PM composting. The objectives of this
study were therefore to evaluate the potential effects of both mate-
rials on nitrogen conservation and HM immobilization during PM
composting.

2. Materials and methods
2.1. Composting materials

PM and sawdust (SW) were collected from a pig farm and a
sawmill located in Xiaoshan District, Hangzhou, China. The pur-
pose of using SW was to adjust the C/N ratio and water content
of the composting pile. Matured PM compost (MPMC) was pur-
chased from a composting plant located in Xiaoshan District, and
used as an inoculum to shorten the composting cycle. BC and BV
were purchased from the Yaoshi Charcoal-Production Company lo-
cated in Hangzhou. The selected physicochemical characteristics of
the experimental materials are shown in Table 1.

2.2. Composting experiments

There were seven different treatments in the experiment, which
were named as follows: control, 3% BC, 6% BC, 9% BC, 3% BC + 0.2%
BV, 3% BC + 0.4% BV, and 3% BC + 0.6% BV, respectively. Each treat-
ment had three replications that were carried out in three identical
bins. The dimensions of each bin were 1.0 x 0.4 x 1.0 m. The stock
material of each treatment was prepared as below (all in fresh
weight).

Control: 100 kg PM + 7 kg SW + 7 kg MPMC;
3% BC: 100 kg PM + 7 kg SW + 7 kg MPMC + 3% BC (w/w);

6% BC: 100 kg PM + 7 kg SW + 7 kg MPMC + 6% BC (w/w);

9% BC: 100 kg PM + 7 kg SW + 7 kg MPMC + 9% BC (w/w);

3% BC+0.2% BV: 100kg PM+7kg SW+7kg MPMC+3%
BC + 0.2% BV (w/w);

3% BC+0.4% BV: 100kg PM+7kg SW+7kg MPMC+3%
BC + 0.4% BV (w/w);

3% BC+0.6% BV: 100kg PM+7kg SW+7kg MPMC+3%
BC + 0.6% BV (w/w).

Moisture content of the stock material was initially adjusted to
about 65%. No further adjustment in moisture was made through-
out the composting period.

2.3. Composting sampling

At the day 0, 7, 14, 21, 28, 35, 49, and 56, from each bin, three
subsamples were taken at three randomized points of the entire
profiles and mixed to comprise one representative sample. Thus,
each treatment has three representative samples from three bins.
Representative sample from each bin was divided into two parts.
One part was immediately stored at 4 °C till analysis, the other part
was air-dried, passed through a 0.25 mm sieve and stored in desic-
cator for further analysis. Temperatures at different locations with-
in the piles, including the surface (20cm to top), center, and
bottom (20 cm from bottom) were measured by thermometer
three times a day and the obtained values were then averaged.
Ambient temperature was also monitored at the same time. Aera-
tion was ensured by pushing fresh air actively (0.13 L h~!) through
a perforated tube at the bottom of each bin during the first 4 weeks
of composting, and by manually turning the pile over every 7 d
afterwards.

2.4. Analytical methods

Germination index (GI) and pH were measured by aqueous
compost extracts obtained from fresh samples. The aqueous com-
post extracts were obtained by mechanically shaking the samples
with double distilled water at a solid:water ratio of 1:10 (w/yv,
dry weight basis) for 1 h (Huang et al., 2004). The pH value was
measured using a pH meter. Cress seeds (Lepidium sativum L.) were
used for GI measurement using Eq. (1) (Zucconi et al., 1981).

GtLt
L (1)

Gl (%) = 100

Gy: germination of treatment (%); L,: root length of treatment; G.:
germination of control (%); L.: root length of control.

Total Kjeldahl nitrogen (TKN), ash, diethylenetriaminepentaace-
tic acid (DTPA) extractable Cu and Zn and total Cu and Zn were
monitored in air-dried samples. TKN was measured by the Kjeldahl
digestion method (Bremner, 1996). Ash was determined after com-

Table 1

Selected physicochemical characteristics of raw materials (dry weight basis).
Parameter PM SW MPMC BC BV
pH 7.24-7.45 4.47-4.49 8.47-8.68 8.82-8.86 2.36-2.58
EC (mScm™) 5.45 0.03 5.18 - 3.59
Water content (%) 70.1 15.1 35.7 11.0 -
Total Kjeldahl nitrogen (%) 2.90 0.14 2.09 - -
C/N 12.9 410 16.3 - -
Total Cu (mgkg ") 623 8.98 555 0.38 0.13
Total Zn (mg kg™1) 1631 6.36 888 0.35 1.94
Pyrolysis temperature (°C) - - - 600 =
Bulk density (g cm~3) = = = 0.40 =
Specific surface area (m? g~ 1) = = = 359 =

PM: pig manure; SW: sawdust; MPMC: matured pig manure compost; BC: bamboo charcoal; BV: bamboo vinegar; EC: electrical conductivity.

-, Not analyzed.
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bustion in an oven at 550 °C for 8 h (Zhu, 2007). The TKN loss was
calculated using Eq. (2) (Paredes et al., 2000).

XN,
XNy

X1, Nq: initial ash content and TKN concentration; X,, N»: ash con-
tent and TKN concentration at any particular sampling time during
composting.

Extraction efficiency of DTPA extractable Cu and Zn was calcu-
lated using Eq. (3).

Nioss (%) = 100 — 100

(2)

Extraction efficiency (%) = IOOM (3)

CTotal—HM
Cprpa-um: concentration of DTPA extractable HM; Crotal-um: concen-
tration of total HM.

The extraction efficiency difference of DTPA extractable HM
was calculated by subtracting the extraction efficiency at any par-
ticular sampling time from the initial extraction efficiency during
composting. For total Cu and Zn determination, 0.5 g dried and
ground samples were digested with mixture of nitric, hydrochlo-
ric, and hydrofluoric acid in the ratio of 1:1:2 (S€ancar et al.,
2000). DTPA extractable Cu and Zn were determined by mechani-
cally shaking the same samples at a 1:5 solid to extractant ratio
(w/v) for 2 h with a solution containing 0.05M DTPA, 0.01 M
CaCl,, and 0.1 M triethanolamine at pH 7.3 (Lindsay and Norvell,
1978). Cu and Zn in the resulting solution were determined by
flame atomic absorption spectrophotometer (Thermo Element
MKII-6).

3. Results and discussion
3.1. Variation of temperature during composting

As shown in Fig. 1a, the composting pile temperature went
through three typical phases (heating, thermophilic, and cooling
phase) and ranged from 30 °C to 66 °C during the entire period of
composting. However, the BC treatments affected the tempera-
tures during the different composting phases. It took only 1 d for
treatments with high additions of BC (6% and 9%) to reach 50 °C
and enter the thermophilic phase, indicating quick establishment
of microbial activity in the composting pile. The 3% BC treatment
needed 3 d to reach 50 °C. For BC + BV treatments, 2 d were needed
to reach 50 °C. However, the control treatment required 4 d, a com-
parative longer time, to reach 50 °C. On the other hand, pile tem-
perature of the control decreased faster than the others and
entered the cooling phase at day 25. However, the other treatment
did not enter the cooling phase till day 36. The addition of BC or
BC + BV appeared to contribute to the quick temperature rise and
the prolonged thermophilic phase during composting.

3.2. Variation of pH during composting

As shown in Fig. 1b, pH values of all treatments decreased dur-
ing the 1st week, and then increased during the following time for
about 3-5 weeks, and finally decreased again. The decrease in pH
in the 1st week may result from the release of organic and inor-
ganic acids during the degradation of organic matter (Mathur,
1991). The rise in pH may be related to the production and accu-
mulation of ammonia, while the subsequent decrease in pH may
be caused by ammonium volatilization (Roca-Pérez et al., 2009),
nitrification (Sanchez-Monedero et al., 2001) or the production of
low molecular organic acids (Mathur, 1991).

From the 7th d to the 35th d, pH of BC or BC + BV treatments
were all lower than that of the control. This may be explained in
that ammonia was adsorbed by BC, which inhibited dissolution

—%— Control
a0 —=—39% BC
65 1 ——6% BC
60 ——9% BC
@) —a—39 BC +0.2% BV
B, g ——3% BC + 0.4% BV
o 50 R ——3% BC +0.6% BV
= . .
§ 45 4 mblem
3 401
E 357
& 30

TKN loss (%)

0 7 14 21 28 35 42 49 56
Composting time (days)

Fig. 1. Variation of temperature (a), pH (b), and TKN (total Kjeldahl nitrogen) loss
(¢) during composting.

into the compost solution to release OH™ ion. Furthermore, addi-
tion of BV could neutralize OH™ ion, which could also restrain pH
from rising. These results indicated that addition of BC or BC + BV
into composting material could decrease pH by 0.2-0.7 at the ther-
mophilic phase. Bernal et al. (2009) mentioned that pH was a very
relevant factor for controlling nitrogen loss by ammonia
(pKa = 9.25) volatilization, which could be particularly high at pH
>7.5. Higher pH at the thermophilic phase increases ammonia vol-
atilization. Therefore, lower pH resulting from the addition of BC or
BC + BV at the thermophilic phase may decrease nitrogen loss.

3.3. Variation of TKN loss during composting

TKN loss increased with composting time (Fig. 1c). However,
TKN loss decreased with increased BC addition (Fig. 1c). TKN loss
from the 3% BC, 6% BC and 9% BC treatments were reduced by
28%, 61% and 65%, respectively, compared to the control after com-
posting. This means that addition of BC could significantly reduce
TKN loss. Many studies have reported that both activated carbon
and BC have the ability to adsorb ammonia gas due to their large
specific surface area and quantities of micropores (Iyobe et al.,
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2004; Asada et al., 2006). Thus, it is likely that the high adsorption
capability of BC contributed to the considerable reduction of TKN
loss during composting. Furthermore, as compared to the control,
the lower pH value at the thermophilic phase caused by the addi-
tion of BC might also have contributed to the reduced TKN loss
(Fig. 1a and c).

Addition of BC + BV also significantly decreased TKN loss. TKN
loss from the 3% BC +0.2% BV, 3% BC + 0.4% BV and 3% BC + 0.6%
BV treatments was reduced by 66%, 74% and 50%, respectively,
compared to the control after composting. Thus, the role of BV
addition in controlling TKN loss during composting was even bet-
ter than that increased BC alone. However, only the appropriate
amount of BV addition could achieve the optimal control of TKN
loss by the end of composting. The lowest TKN loss (10%) was ob-
served in the 3% BC+ 0.4% BV treatment, which was 23% lower
than that (13%) in the 9% BC treatment. The reduced TKN loss
by BV might result from the high content of various types of or-
ganic acids in BV (Mu et al., 2004), which would decrease ammo-
nia emission loss by neutralizing ammonia directly or improving
the adsorption capacity of BC for ammonia indirectly (Asada
et al., 2006). Up to now, there has been no report on the combined
role of BC and BV in nitrogen conservation during PM composting.
Our results suggest that the combined addition of BC and BV
could be an effective method to reduce TKN loss during PM
composting.

3.4. Variation of DTPA extractable Cu and Zn extraction efficiency
during composting

DTPA extractable content of HM can be used to estimate the
mobility of HM in most cases (Hseu, 2006). In our study, extraction
efficiency of DTPA extractable Cu and Zn of all treatments de-
creased with composting time (Fig. 2).

Extraction efficiency of DTPA extractable Cu and Zn also de-
creased with increasing amount of BC (Fig. 2). This means that
the bioavailability of Cu and Zn was reduced with increasing
amount of BC. Compared to the control, the extraction efficiency
differences of DTPA extractable Cu in the 3% BC, 6% BC and 9% BC
treatments increased by 6%, 29% and 35%, and that of Zn by 19%,
31% and 39%, respectively, after composting. The results indicated
that addition of BC to the composting material could reduce the
bioavailability of Cu and Zn. The immobility of Cu and Zn was
attributed to the adsorption of Cu and Zn by BC. Wang et al.
(2008) reported that BC had a high adsorption capacity for HM
and attributed this adsorption to the large specific surface area,
high surface density of functional groups and metal oxides of BC.
In addition, similar to other carbonaceous materials, BC has a large
quantity of surface negative charge and a high charge density
(Liang et al., 2006), which can also improve the adsorbing capacity
of BC for positively charged HM ions.

Addition of BC + BV also significantly decreased extraction effi-
ciency of DTPA extractable Cu and Zn (Fig. 2). As compared to the
control, the extraction efficiency differences of DTPA extractable
Cu in the 3% BC+0.2% BV, 3% BC + 0.4% BV, and 3% BC + 0.6% BV
treatments increased by 11%, 14% and 11%, and that of Zn by
29%, 29% and 29%, respectively, after composting. The results sug-
gest that BV played an important role in improving the immobili-
zation of Cu and Zn. Wang et al. (2006) has reported that proper
portion of BV could stimulate microbial activity during compost-
ing. Furthermore, humus produced during composing was re-
ported to reduce the mobility of HM effectively through metal-
humus complex formation (Canarutto et al.,, 1991). Thus, it can
be speculated that the addition of BV stimulated microbial activity
and humus formation during composting which resulted in en-
hanced HM immobility.

60 —— Control
—=—3% BC
55
—+—6% BC
—4—9% BC

50 A
—=—3% BC +0.2% BV
——3% BC +0.4% BV
—2—3% BC +0.6% BV

45 1
40 1
35 1
30
25 1
20

Extraction efficiency of DTPA extractable Cu (%)

0 7 14 21 28 35 42 49 56
Composting time (days)

Extraction efficiency of DTPA extractable Zn (%)

Fig. 2. Variation of DTPA extractable Cu and Zn extraction efficiency (concentration
ration of DTPA extractable heavy metal to total heavy metal) during composting.
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Fig. 3. GI (germination index) variation during composting.

3.5. Variation of germination index during composting

Gl is an integrated biological indicator, regarded as the most
sensitive parameter used to evaluate the toxicity and maturity of
compost (Zucconi et al., 1981).

GI of all treatments was quite low during the first 3 weeks
(Fig. 3). The result might be attributed to the release of toxic con-
centrations of ammonia and low molecular weight short chain
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volatile fatty acids during the early phase of composting (Mathur,
1991). Gl increased gradually from the 3rd week during compost-
ing (Fig. 3). As a GI of 50% has been used as an indicator of phyto-
toxin-free compost (Zucconi et al., 1981), the results in Fig. 3
indicated that the composts from all treatments except the control
were matured enough by day 35.

Gl of the treatments increased with increasing amount of BC in
the composting material (Fig. 3). Addition of BC + BV could further
increase the GI during composting (Fig. 3). GI of 3% BC, 6% BC and
9% BC treatments increased by 19%, 86% and 95%, respectively,
compared to the control after composting. In contrast, the GI of
treatments with 3% BC+0.2% BV, 3% BC+0.4% BV, and 3%
BC + 0.6% BV increased by 25%, 109% and 40%, respectively. These
results highlighted that the addition of BC could improve the GI
of compost. Proper incorporation of BV could also be effective in
raising the GI of PM composting materials.

4. Conclusions

The addition of BC or BC+ BV into PM composting materials
influenced temperature, pH and GI changes. It shortened the time
needed to enter the thermophilic phase, decreased pH at the ther-
mophilic phase, and increased GI of the composting material. The
addition of BC or BC + BV reduced TKN loss and mobility of Cu
and Zn in PM composting materials. TKN loss was reduced by
74% in the 3% BC + 0.4% BV treatment. The mobility of Cu and Zn
was reduced by 35% and 39% in the 9% BC treatment. These results
indicate that the addition of BC or BC + BV into PM composting
materials is an effective method to reduce negative effects of PM
composting.
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