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RESUMEN

TITULO: EVALUACION DE LOS DESECHOS AGROINDUSTRIALES
COMO SUSTRATO EN LA PRODUCCION DE ENZIMAS
LIGNOLITICAS, MEDIANTE LA TECNICA DE
FERMENTACION SEMISOLIDA POR HONGOS DEL
GENERO BASIDIOMYCETES'

AUTOR: SANDRA MILENA PINTO BOHORQUEZ"

PALABRAS CLAVES: Pleurotus spp., Ligninasas, Fermentacién semi-sélida,
Sustratos celulésicos.

En este trabajo se llevaron a cabo estudios de produccion de enzimas lignoliticas por
fermentacion semi-soélida utilizando las tres cepas de referencia: Pleurotus ostreatus,
Pleurotus eryngii, Pleurotus pulmonaris y los sustratos celuldsicos paja de trigo, tuza
de mazorca y salvado de trigo; este ultimo se utiliz6 como sustrato de referencia.
Inicialmente se realizé la selecciéon de la mejor cepa productora de ligninasas asi
como el mejor sustrato agroindustrial a escala de laboratorio. La comparacién entre
las cepas y los sustratos permitié la seleccion de Pleurotus Ostreatus y paja de trigo.
Obteniéndose una productividad especifica q, (U actividad/g célula*hora) de 2,15*10°
para lacasa y de 1,14*10 para Manganeso peroxidasa y una produccién de azucares
reductores de 0,161 g/ L a las 112 horas de llevada a cabo la fermentacion.

Asi mismo se establecieron las mejores condiciones de induccién del medio de cultivo
para el crecimiento microbiano y la produccion de enzimas lignoliticas por Pleurotus
ostreatus sobre paja de trigo. Teniendo en cuenta las condiciones de pH inicial y el
efecto de la concentracion de la fuente de carbono (paja de trigo) y de nitrégeno
(sulfato de amonio) se obtuvieron los mejores valores de productividad especifica (qp
), y la expresion de las tres enzimas (Lacasa, Mn-P y Li-P) a un pH inicial de 5,0; y
concentraciones de 5,71 y 0,25 g/L de sustrato celulésico y sulfato de amonio
respectivamente.

De igual forma se estudi® el efecto de inductores como: alcohol veratrilico,
dimetoxifenol y twen-80 sobre el medio de cultivo, favoreciéndose en todos los casos
la expresion de la actividad para Lacasa y alcanzando los mejores valores de
productividad especifica, para el medio que contenia alcohol veratrilico.

" Tesis
" Facultad de ciencias, Escuela de Quimica; Rodrigo Torres Saez



SUMMARY

TITLE: EVALUATION OF AGRO-INDUSTRIAL WASTES AS SUBSTRATE
IN THE PRODUCTION OF LIGNOLITIC ENZYMES, THROUGH
SEMI-SOLID FERMENTATION TECHNICS BY MUSHROOM OF
THE BASIDIOMYCETES GENUS

AUTHOR: SANDRA MILENA PINTO BOHORQUEZ"™
KEY WORDS: Pleurotus spp., Ligninases, semisolid Fermentation, cellulosic
substrates.

In this research it was carried out studies on production of lignolitic enzymes by semi-
solid fermentation using the three reference strains: Pleurotus ostreatus, Pleurotus
eryngii, Pleurotus pulmonaris and the cellulosic substrates of wheat straw, corn-cob
fibre and wheat bran; this later was used as reference substrate. Initially, the best
ligninases-producer was selected, as well as the best agro-industrial substrate to
laboratory scale. The comparation between the strain and the substrates permitted the
selection of the Pleurotus Ostreatus and wheat straw. It was obtained a specific
productivity q, (U activity/g cell*hour) of 2,15*10° for lacassa and 1,14*107 for
Manganese peroxidase and a production of reducing sugars of 0,161 g/ L to the 112
hours after that the fermentation was carried out.

At the same way, it was established the best induction condition of the culture medium
for the microbian grown and the production of lignolitic enzymes through Pleurotus
ostreatus on wheat straw. Taking into account the conditions of initial pH and the effect
of the concentration of the carbon (wheat straw) and nitrogen sources (ammonium
sulfate), it was obtained the best values of specific productivity (q, ), and the
expression of the three enzymes (Lacassa, Mn-P y Li-P) to initial pH of 5,0; and
concentrations of 5,71 and 0,25 g/L of cellulosic substrate and ammonia sulfate,
respectively.

Moreover, it was studied the effect of inductors such as: veratryl alcohol,
dimethoxyphenol and twen-80 on the culture medium, enhancing in all cases the
expression of activity for lacasa and accomplish the best values of specific productivity,
for the medium that contained veratryl alcohol.

;Thesis
Science Faculty, Chemestry School; Rodrigo Torres Saez



INTRODUCCION

El empleo de desechos agroindustriales como sustrato en la producciéon de
enzimas de interés industrial se convierte en una alternativa bastante atractiva,
debido a que estos compuestos presentan grandes cantidades de celulosa,
hemicelulosa, pectina y lignina, que son inductores en la sintesis de enzimas
hidroliticas (Raimbault. 1988; Ladisc, MR. 1979; Enari, M. 1990). Sin embargo,
son pocos los microorganismos capaces de degradar lignocelulosa, los mas
efectivos son los del género Basidiomycetes pudridores de madera,
particularmente los de pudricion blanca que atacan los componentes de la pared
celular. Estos hongos son capaces de degradar eficientemente la lignina y son
altamente especializados. Entre los hongos de pudricion blanca mas estudiados

se encuentran las especies de Pleurotus (Mufioz, Guillen. 1997).

El objetivo general de este trabajo de investigacion fue la evaluacion de la
capacidad de los hongos del género Basidiomycetes de pudricion blanca Pleurotus
ostreatus, Pleurotus eryngii y Pleurotus pulmonaris de crecer sobre desechos
agroindustriales y producir las enzimas lignoliticas lacasa, manganeso-peroxidasa

y lignina-peroxidasa; mediante la técnica de fermentacion semi-sélida (FSsS).

El trabajo de investigacion se realizé empleando biorreactores a nivel de matraces
y empleando dos diferentes desechos agroindustriales, paja de trigo y tuza de
mazorca, teniendo como sustrato de referencia el salvado de trigo. Se llevaron a
cabo estudios de produccion de ligninasas por fermentacion semi-solida utilizando

el hongo filamentoso P. ostreatus (CBS 411,71).

Inicialmente se realizé la preseleccion del mejor sustrato celuldsico y de la mejor

cepa productora de ligninasas entre los tres hongos filamentosos y los sustratos



paja de trigo y tuza de mazorca en el medio de cultivo con sulfato de amonio y

sales minerales.

La comparacién entre las cepas y los sustratos, teniendo en cuenta los parametros
cinéticos obtenidos, permitio la seleccion de P. ostreatus y la paja de trigo, con los
que se obtuvieron valores de productividad especifica de 2.154x107 U/Qceiua-dia
para lacasa y 1.14x10 U/gcsuia.dia para Mn-P a las 140 horas de llevada a cabo

la fermentacion.

Se estudio el efecto inductor de la fuente de carbono, fuente de nitrégeno y el pH a
nivel de matraces con P. ostreatus, obteniéndose la expresion de Li-P en los tres
casos, a diferencia de los resultados presentados en la fase inicial de preseleccion
con este mismo sustrato, en la cual no se observé la expresién de dicha enzima.

Estos resultados demostraron el caracter inducible de la produccion de ligninasas.

Por otra parte, se evalu6 el efecto de inductores como alcohol veratrilico y
dimetoxifenol sobre la produccion de las enzimas lignoliticas, de esta forma se
obtuvieron los mejores niveles de expresion de la actividad de lacasa en los
medios que contenian alcohol veratrilico con una concentracion de 0.25mM, para
lo cual se obtuvo 0.641 U/gwsiua.dia de productividad especifica para lacasa vy
9.5x1072 U/gesiuia-dia para Mn-P. A su vez, la presencia de una concentracion mas
alta de los inductores, 0.5 mM, en el medio de cultivo, produjo una inhibicion en los

niveles de actividad de las enzimas estudiadas por P. ostreatus.

Finalmente se evaluo el efecto de Tween 80 como surfactante sobre el medio de
cultivo en dos niveles de concentracién (0.01% y 0.1% pl/v), induciendo la
expresion de lacasa pero con valores mas bajos de actividad que los obtenidos
con alcohol veratrilico. Los resultados mostraron que es posible la produccién de

ligninasas por fermentacion semi-sélida a nivel de matraces mediante el empleo

18



de la cepa P. ostreatus como microorganismo y paja de trigo como sustrato a un

pH inicial de 5.0 en el medio de cultivo.
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1. MARCO TEORICO

1.1 INTRODUCCION

La biotecnologia ha recibido un creciente interés durante las ultimas dos décadas
debido a su potencial comercial en diversos campos. Una de las mayores ventajas
de la biotecnologia es su capacidad de llevar a cabo reacciones con alta
especificidad, ofrecer procesos tecnoldgicos de produccion limpia, ahorrar energia

y desarrollar procesos bioldgicos alternativos a los procesos quimicos.

Uno de los procesos en los cuales la biotecnologia puede tener un gran potencial
es en la degradacion de residuos lignoceluldsicos para su bioconversion a
biomasa y enzimas de interés en el procesamiento de pulpa, papel, desarrollo de

biosensores y degradacion de compuestos contaminantes, entre otros (29).

No obstante, la accesibilidad de las enzimas a la madera y fibras de residuos
lignoceluldsicos es limitada, debido a factores tales como las areas superficiales,
baja porosidad y tamafio de poro de las fibras (30). Ademas, la organizacion
molecular de los diferentes componentes de las paredes celulares de las fibras
vegetales es otro factor limitante. De este modo, el uso apropiado de
microorganismos y enzimas en el procesamiento de los compuestos
lignoceluldsicos requiere de un mejor conocimiento de la arquitectura molecular de
los sustratos, mecanismos de accion enzimatica, y métodos para el estudio de la

degradacion especifica de cada componente de las fibras vegetales.

12 ESTRUCTURA Y COMPOSICION DE LOS COMPUESTOS
LIGNOCELULOSICOS

Los compuestos lignocelulésicos tales como madera y residuos agroindustriales



son virtualmente inagotables. Ellos constituyen alrededor del 60% en peso de la
biomasa total producida en el mundo. La produccién fotosintética neta de biomasa
seca en las plantas se ha estimado en alrededor de 155 billones de toneladas por
afio (30).

Tabla 1. Composicion de algunas maderas y residuos lignocelulésicos

agroindustriales (29)

Residuo% Peso Seco
HexosasPentosasLigninaCenizas

Maderas Duras
Abedul4720230.2
Madera de Algodén4619240.6
Roble4818280.4
Alamo4519200.1
Maderas Blandas
Pino Blanco4411280.1
Pino Jack4110270.1
Arbol de Pina578240.4
Abeto rojo4312270.2
Abeto blanco4410270.3
Residuos Agroindustriales
Bagazo de cana3330294
Desechos de cebada40201511
Mazorca de Maiz4239142
Paja de avena41161112
Tallos de algodon4212156
Cascaras de nueces3836165
Cascaras de arroz32241318
Paja de trigo30241810

Fuente: Autora del proyecto

Los materiales lignocelulésicos se caracterizan por que poseen celulosa,
hemicelulosas y lignina como sus principales constituyentes. La Tabla 1 muestra la
composicion de varios residuos agroindustriales, maderas duras y blandas. La

composicion varia notablemente entre los diferentes sustratos. En ella se observa
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que el contenido de lignina es comparativamente mayor en las maderas blandas
que en las maderas duras. Cabe destacar también el alto porcentaje de lignina en

los residuos lignocelulésicos tales como el bagazo de cafia.

La madera y los residuos lignocelulésicos estan conformadas por células o fibras.
La madera es un material poroso que consiste de una matriz de paredes de fibras
y un espacio aéreo. El espacio aéreo existe mayormente en la formas de
cavidades de fibras (lumen) y en una menor extension que los espacios de las
paredes de fibras. La pared de fibra posee tres constituyentes principales:

celulosa, hemicelulosa y lignina.

1.2.1 Estructura y composicion de la celulosa. La celulosa es un homopolimero
lineal de mondmeros de glucosa unidos a través de enlaces (-1,4-glicosidicos
(figura 1) (31). La formula condensada de la celulosa es (CsH10O5) donde n es el
grado de polimerizacion (DP) que por lo regular es de 10.000. La celulosa es
como un hilo, conformado por haces de moléculas formando fibrillas estabilizadas
por enlaces de hidrégeno entre los grupos hidroxilo de las cadenas adyacentes. El
arreglo de las moléculas de celulosa en haces fibrilares es tan regular que
adquiere un patron estructural cristalino. Las cadenas de celulosa individuales son
empaquetadas en grupos de cerca de 30 cadenas para formar microfibrilas,
aproximadamente 100 de las cuales se empaquetan para formar fibrillas. Estas

fibrillas se condensan para conformar las fibras de celulosa (Figura 2) (32).

Figura 1. Estructura Quimica de la celulosa

6CHy OH

(n/2 -2)
GRUPO FINAL GRUPO FINAL
NO REDUCTOR REDUCTOR

Fuente: Autora del proyecto
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Figura 2. Estructura microscoépica y submicroscopica de la celulosa
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La celulosa posee cuatro tipos de estructura (Celulosa I-1V), las cuales se han
determinado por patrones de difraccion de rayos X (33). Celulosa | es la forma
nativa de la celulosa en la pared celular secundaria. Esta puede convertirse en
celulosa del tipo Il y Il por tratamientos fisicos o quimicos. La transicion de
celulosa | a celulosa Il es irreversible. La celulosa IV es la estructura dominante en
la pared celular primaria y se cree que posee una forma similar a la celulosa | pero
mas desordenada. Por otro lado, en la celulosa | las cadenas se arreglan
parcialmente en forma de laminas plegadas estabilizadas por interacciones

hidrofébicos, fuerzas de Van der Walls e interacciones de hidrégeno (34).

El grado de cristalinidad de la celulosa depende de varios factores. Esta puede
variar desde valores de 0% (celulosa amorfa y tratada con acido) hasta un 100%

(Celulosa del alga Valonia macrophysica) (35). El grado de cristalinidad de la
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celulosa del algoddn es cercano al 70%, mientras que para celulosas comerciales
varia de 30-70% (36). Sin embargo, las formas cristalinas de la celulosa no son
aun completamente entendidas. Una caracteristica importante es que la celulosa
es altamente resistente al ataque microbiano e hidrdlisis enzimatica, mientras que

la celulosa amorfa se degrada mucho mas rapido (10).

1.2.2 Estructura y composicion de la hemicelulosas. Las hemicelulosas son
facilmente hidrolizables a cadenas cortas de heteropolisacaridos ramificados
compuestos tanto de hexosas como de pentosas. D-xilosa y L-arabinosa son los
principales constituyentes de los pentosanos (xilanos), mientras de D-glucosa, D-
galactosa, y D-manosa son los principales constituyentes de los hexosanos
(mananos). Se ha encontrado que las maderas blandas estan compuestas

principalmente de manano, mientras que las maderas duras de xilano.

La estrecha asociacién de las hemicelulosas con celulosa y lignina en las fibras de
la pared celular contribuye a su rigidez y flexibilidad. Las hemicelulosas estan
compuestas de azucares neutros (por ej. Xilano, arabano, glucano, galactano y
manano) y acidos urdnicos. La hemicelulosa constituye alrededor del 25% de las
maderas y se encuentra en un 30% en varios residuos agroindustriales (37,38).
Los valores de DP en la hemicelulosa varian de 100-200. La mayoria de las
hemicelulosas esta construidas por enlaces 3-1,4 entre sus monémeros de azucar.
Sin embargo, las hemicelulosas formadas con base en galactosa que estan -1,3

enlazadas.

El principal tipo de hemicelulosa es el xilano. Este se encuentra en grandes
cantidades en plantas y arboles de estacién, y en menor cantidad en coniferas. Se
ha encontrado también en cereales y hierbas los cuales presentan xilanos
formados por D-xilosa unido a L-arabinosa (39) . El xilano conforma el 15-30% de
plantas estacionales, 20-25% de maderas duras y 7-12% de maderas blandas. Se

ha propuesto que el xilano constituye una interface entre la lignina y otros
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carbohidratos en muchos complejos fendlico-carbohidrato (40,41), donde ellos
estarian probablemente unidos a los residuos fendlicos a través de residuos

arabinosil (42) y/o glucoronosil (43).

Los xilanos tienden a absorber celulosa y agregarse con otros componentes
hemiceluldsicos, probablemente como resultado de interacciones de tipo
hidrogeno (44). Se ha visto también que el xilano puede jugar un rol en la cohesion
de la pared celular puesto que su remocion selectiva desde maderas

delignificadas aumenta la porosidad de las fibras (45).

1.2.3 Estructura y composicion de la lignina. Después de la celulosa, la lignina
es uno de los biopolimeros mas abundantes del planeta. Su peso molecular puede
alcanzar 100 kDa o mas (46). A su vez, se dedica una parte considerable de la
maquinaria fotosintética de las plantas a la produccion de lignina a partir de
dioxido de carbono. Se ha estimado que en la tierra se generan alrededor de unas
2x10" toneladas al afio (10,46).

Su ubicacion estructural en la pared de las células vegetales se encuentra en la
lamela media pero es mas abundante en las paredes secundarias de las plantas
vasculares (47). La lignina posee funciones importantes en la vida de las plantas.
Se ha sugerido que: favorece la adhesion de las células vegetales, actua como
antioxidante y estabilizador de la radiacion UV y protector contra el ataque
microbiano. Posee ademas propiedades de reducir la permeabilidad del agua, lo
cual le permite jugar un rol importante en el transporte interno de agua, nutrientes

y metabolitos en la planta (46).

La lignina estd compuesta por moléculas poliméricas altamente ramificadas y
formada por unidades monoméricas de fenil-propano (figura 3) unidas por
diferentes tipos de enlace tales como: alquil-aril, alquil-alquil y aril-aril éter. Su

estructura es extremadamente compleja (figura 4) y la dificultad en su estudio se
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debe principalmente a la dificultad en aislar moléculas intactas de lignina. Se ha
sugerido que sus enlaces hidrolizables son de dos tipos: B-aril eter y a-aril éter
(48).

Figura 3. Precursores primarios de la lignina
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HO— —CH=—=CH— CHy OH HO —CH=—=CH— CHCHyOH
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Alcohol trans-coniferilico Alcohol trans-sinapilico
HO —CH=CH— CHCHy OH

Alcohol trans-para-cumarico

Fuente: Autora del proyecto

Las ligninas presentan una estructura polimérica amorfa que no posee cristalinidad
(49). Son insolubles en agua, lo cual hace que sea dificil que los microorganismos
puedan penetrarla y degradarla. Ademas, son generalmente estables en acido,

aunque pueden ser solubilizadas bajo condiciones alcalinas.

La lignina se asocia estrechamente a celulosa y hemicelulosa mediante enlaces
covalentes (34). Por ejemplo, se unen a glucoronoxilanos de la hemicelulosa a
través de enlaces bencil-ester (43). También se han encontrado enlaces
covalentes entre las cadenas laterales de L-arabinosa o xilosa y ligninas a través
de enlaces eter (50). Muchos estudios han sugerido que los sustituyentes del
esqueleto de las hemicelulosas tales como arabinosa, galactosa y acido 4-O-metil-

galacturénico se enlazan a lignina. No obstante, algunas moléculas de lignina
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aisladas a partir de maderas contienen significantes cantidades de proteinas ricas

en residuos de glicina, prolina e hidroxiprolina (51).

Figura 4. Modelo esquematico de la lignina de abeto
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Fuente: Autora del proyecto

1.3 MICROORGANISMOS INVOLUCRADOS EN LA DEGRADACION DE
RESIDUOS LIGNOCELULOSICOS

Los residuos lignoceluldsicos son degradados por una amplia variedad de hongos
y bacterias. La estructura tridimensional y la composicion quimica de los
materiales lignocelulésicos juegan un rol importante en la resistencia a la

degradacion por microorganismos.
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Hongos. Los grupos de hongos mas importantes lo constituyen los del género;
Ascomycetes, Deuteromycetes y Basidiomycetes. Dependiendo de cdémo
degraden uno o mas componentes de la madera viva o muerta se clasifican en

hongos de pudricion suave, parda y blanca (10,12).

Se destacan entre los hongos de pudricién suave: Aspergillus niger, Fusarium
Oxysporum, Trichoderma viride (reesei) y Chaetomium cellulolyticum, entre
otros (10,29). Los hongos de pudricibn suave degradan carbohidratos de la
madera pero modifican muy poco a la lignina. Su caracteristica principal es la
formacion de cadenas biconicas y cavidades cilindricas dentro de la pared
secundaria de las células vegetales. En general los hongos de pudricién suave

degradan mas rapido maderas duras que maderas blancas (52).

Entre los hongos de pudricion parda se destacan Poria placenta, Tyromyces
balsemeus, Comiophora puteana, Gloephyllum trabeum, entre otros (10,29).
Ellos muestran mayor capacidad de biodegradacion de celulosa y hemicelulosa,
mientras que lignina es parcialmente degradada. Estos hongos degradan celulosa
a una alta velocidad y sus hifas se localizan normalmente en el lumen de las
células de madera y penetran células adyacentes (10,12,29). A pesar de que los
hongos de pudricion parda degradan los carbohidratos contenidos en la madera, la
mayoria de ellos son incapaces de degradar y utilizar celulosa en forma pura,

particularmente en cultivos de fermentacion sumergida (29).

Los hongos de pudricion blanca pueden atacar todos los componentes de las
paredes de las células vegetales. Los hongos mas caracteristicos de este grupo
son: Phanerochaete chrysosporium, Trametes versicolor, Dichomitus
squalens, Phlebia radiata, Heterobasidium annosum, Phellinus pini,
Pleurotus ostreatus, Polyporus anceps y Ustulina vulgaris (10,29,53). La
mayoria de los hongos pertenecen al género de los Basidiomycetes a excepcion

de Ustulina vulgaris que es Ascomycete. Estos hongos son capaces de atacar
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simultaneamente las fracciones de celulosa, hemicelulosa y lignina de las paredes

de las células vegetales (10).

Algunos de los hongos de pudricién blanca tales como P. chrysosporium y T.
versicolor poseen un modo no-selectivo de degradacién de la madera, mientras
que otros como Phlebia radiata degradan la lignina de una manera mas selectiva
(54). Los hongos de pudricion blanca crecen en los diferentes tipos de maderas
duras y blancas. Las hifas fungales entran en el lumen de la células colonizando

primero las células parenquimales y luego penetran célula a célula (10).

Se ha descrito que los hongos anaerdbicos que habitan el tracto intestinal de
animales herbivoros juegan un rol importante en la degradacion de los
compuestos lignoceluldsicos. Los hongos anaerdbicos degradan los polisacaridos
pero no utilizan la lignina. Entre los hongos mas estudiados se encuentran,
Neocallimastix frontalis, Pyromyces communis y Caecomyces communis
(65,56). Las hifas de los hongos crecen extensamente y se ramifican al interior de
la pared celular de los vegetales causando su rompimiento fisico (57). Esto se
debe principalmente a la produccion de enzimas extracelulares tales como

celulasas, hemicelulasas, proteasas y amilasas (58).

Bacterias. Este tipo de microorganismos degradan generalmente la madera
lentamente. La degradacién de la madera se lleva a cabo en la superficie de
maderas con alto contenido de humedad. Atacan generalmente con los hongos de
forma simultanea la madera, colonizando principalmente las células
parenquimales (59). Bacterias ruminales son los principales degradadores de las
paredes células de fibras vegetales (29). Se han estudiado algunas bacterias tales
como: Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus albus y flivifaciens (29).
Estas especies se adhieren fuertemente a paredes de células vegetales

parcialmente degradadas.

29



Algunos tipos de Actinomycetes (eubacterias filamentosas) degradan también
activamente materiales lignoceluldsicos. Se han reportado diferentes especies de
Streptomyces capaces de colonizar vesiculas, fibras y células parenquimales
(60).

1.3.1 Microorganismos degradadores de Lignina. La lignina es degrada por
diferentes tipos de microorganismos, de los cuales los hongos pudridores de
madera son los mas efectivos, especialmente los de pudricion blanca (10,12). Los
hongos de pudricion blanca degradan predominantemente madera por ataque
simultaneo sobre la lignina, celulosa y hemicelulosa, pero unos pocos hongos son
especificos para lignina (10). Estos microorganismos producen una serie de
enzimas oxidativas extracelulares (Tabla 2). Las enzimas mas importantes son

Mn-peroxidasa, Lignina Peroxidasa y lacasa. (12, 29, 61-66).

La regulacién de la produccidon de las enzimas es un proceso bastante complejo.
Los efectos de condiciones de cultivo y nutricionales en la degradacion de lignina y
produccidon enzimas lignoliticas han sido estudiadas por varios grupos en el mundo
(10). El rol de factores tales como Mn sobre la degradacion de lignina y produccion
de las enzimas no ha sido totalmente comprendido. Durante los estudios de
degradacién, Mn se ha encontrado depositado en la madera blanca podrida
(10,67), y se ha reportado que juega un rol regulatorio en la degradacién de lignina

y la expresion de lacasa, Mn-P y Li-P (68,69).

Los Hongos de pudricion suave degradan eficientemente polisacaridos de la
madera pero metabolizan la lignina lenta e incompletamente (29). La mayoria de
los hongos suaves producen enzimas las cuales demetoxilan acido vanilico en la
presencia de NADH y oxigeno para formar acidos organicos y formaldehido (70).
Aunque estos hongos han mostrado ser capaces de demetoxilar lignina en la

madera, no se ha demostrado demetoxilacion de ligninas puras.
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Tabla 2. Tipos de Enzimas oxidativas producidas por hongos de pudricién blanca

Enzimas oxidativas
Hongos de pudricion blancaLi-PMn-PLacasaAAO

Coriolus versicolor x x x
Cyathus bulleri x x X
Oudemansiella radicata x x
Phanerochaete chrysosposrium x X
Phlebia rediatas x x X
Phlebia tremellosus x x
Pycnoporus sanguineus x X X
Pleurotus eryngii x x X X
Pleurotus floridae

Pleurotus ostreatus x X X X
Pleurotus sajo-caju x x X X
Trametes versicolor x x X X
Bjerkandera adusta x x X

Li-P: Lignina Peroxidasa, Mn-P: Manganeso Peroxidasa, AAO: Aril alcohol
oxidasa
X: Indica presencia de actividad enzimatica

Fuente: Autora del proyecto

Los hongos de pudricion parda prefieren degradar madera de coniferas. Entre los
hongos degradadores de lignina se destacan las especies de Polyporus (53).
Estos hongos causan extensa degradacion de los polisacaridos, pero degradan
parcialmente la lignina (29). Los cambios que se producen por la degradacion son:
demetoxilacidn, hidroxilaciones aromaticas y oxidaciones limitadas de cadenas

laterales.

Las bacterias también son capaces de degradar lignina. Muchos de los estudios
se han basado en Pseudomonas y Actinomycetes filamentosos (71). Las
bacterias degradan en poca extensidon a la lignina de los materiales

lignocelulésicos, aunque se ha demostrado que Actinomycetes son capaces de
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mineralizar lignina completamente, pero a una menor velocidad que los hongos de

pudricién blanca (72).

1.4 ENZIMAS LIGNOLITICAS

El complejo sistema enzimatico de las ligninasas esta conformado por;
peroxidasas, lacasas y oxidasas productoras de H,O,. Dentro de estas enzimas
las lacasas y peroxidasas se definen como fenol oxidasas (10). Las reacciones
catalizadas por estas enzimas son muy similares. Ellas oxidan compuestos
fenodlicos creando radicales fenoxilos mientras que los compuestos no-fendlicos
son oxidados a sus cationes radicales correspondientes (13,74-75). Entre las
enzimas de tipo peroxidasa cabe destacar Li-P y Mn-P de Phanerochaete
chrysosporium las cuales ya han sido cristalizadas y determinadas sus
estructuras tridimensionales (76-78). Estos estudios han mostrado que Mn-P

presenta un alto grado de similitud estructural con Li-P (79).

1.4.1 Lignina Peroxidasa (Li-P). Esta enzima (ligninasa, EC 1.11.1.14) se
descubrioé en cultivos lignoliticos de P. chrysosporium (17,80), y parece ser la
enzima de mayor proporcion en el complejo enzimatico de las ligninasas. Li-P
cataliza una amplia variedad de reacciones, por €j. , rompimiento de enlaces -O-4
eter y C,-Cg de compuestos modelos diméricos de lignina. La enzima cataliza
también la decarboxilacion de &cido fenilacético, oxidacién de alcoholes C,-
aromaticos a compuestos C,-oxo-aromaticos, hidroxilacién, formacion de quinonas

y apertura de anillos aromaticos (81).

Li-P oxida sus sustratos por dos pasos consecutivos de oxidacion de un electron,
con la formacion de cationes radicales. La enzima posee un ciclo catalitico similar
al de la peroxidasa de rabano (82-84). En el ciclo catalitico el Fe (Ill) unido a la
fraccion proteica de Li-P es oxidado por H,0, al compuesto | y luego se produce la

reduccion del compuesto | con alcohol veratrilico (85) al compuesto |l
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Debido a su alto potencial redox, Li-P puede catalizar la oxidacion de subunidades
de lignina sustituidas con grupos metoxi. Esto ha llevado a utilizar a Li-P en
reacciones de oxidaciéon de compuestos xenobioticos (8,9,86,87). La enzima
puede depolimerizar soluciones diluidas de lignina (88), oxidar y degradar una
variedad de dimeros y oligobmeros similares a lignina in vitro (74) y catalizar la

produccidn de especies activadas (89).

Algunas de las funciones industriales de esta enzima estan relacionadas con los
procesos de blanqueamiento de pulpa de madera, tratamiento de efluentes

azucareros, decoloracion y detoxificacion de contaminantes ambientales (64).

1.4.2 Manganeso Peroxidasa (Mn-P). La manganeso peroxidasa, es también
una glicoproteina perteneciente al grupo de las hemo-peroxidasas (EC 1.11.1.13;
Mn(ll):H202 oxidoreductasa), (62), Esta peroxidasa se encuentra en los cultivos
lignoliticos de P. chrysosporium y fue descubierta por Kuwahara y colaboradores
(90). La enzima actua exclusivamente como una fenoloxidasa de sustratos
fendlicos usando Mn+2/Mn+3 como un intemediario redox. Se ha demostrado que
Mn-P es también capaz de producir H,O2 en la oxidacién de glutation, NADPH y
acido dihidroximalico (75). Sin embargo, esta enzima esta involucrada en la
oxidacion de fenoles y estructuras fendlicas de la lignina. Su accién es oxidar Mn
(1) a Mn(lll) en la presencia de un agente quelante (91). Los agentes mas
utilizados por los hongos de pudricion blanca son acidos organicos tales como
acido maldnico, piravico, oxalico y malico (75,91). Mn-P posee un ciclo catalitico
muy similar al de Li-P. Sin embargo, el compuesto Il es literalmente reducido por
Mn+2 a la enzima nativa para completar el ciclo catalitico. Recientemente se han

detectado altos niveles de Mn-P en cultivos de P. Eryngii.

Se ha reportado que Mn-P puede oxidar estructuras fendlicas y de lignina y

degradar cloroligninas de alto peso molecular (73,92). También es capaz de
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depolimerizar moléculas de lignina al romper enlaces C,-Cg o alquil-fenilos. Se ha
observado en cultivos de P. chrysosporium que Mn-P actua en forma concertada
con Li-P para oxidar sub-estructuras de lignina, lo cual la hace un buen sistema
para la degradacion de residuos agroindustriales ricos en contenido de lignina

(73). También puede atacar estructuras no-fendlicas via peroxidacion lipidica (93).

1.4.3 Lacasa. Las lacasas (Bencenodiol: O, oxidoreductasa, EC 1.10.3.2)
parecen jugar un rol importante en la degradacion de lignina. Esta enzima es
producida por hongos de pudricién blanca. Se conocen variantes de la enzima en
sus formas constitutiva e inducible (94, 96-98). Son glicoproteinas y pertenecen a
la familia de Cu-oxidasas azules catalizando la oxidacién de compuestos fendlicos
y aminas aromaticas con la correspondiente reduccion de oxigeno molecular a
agua (21,99). Se consideran fenoloxidasas con una especificidad amplia hacia
compuestos aromaticos que contienen grupos aminos e hidroxilos (95). Estas
enzimas han sido aisladas a partir de varios hongos y sus funciones bioquimicas
se han discutido ampliamente (15,21,22). La enzima oxida fenoles vy
subestructuras fendlicas por la abstraccion de un electrén con la formacion de

radicales que pueden llevar a la repolimerizacion o depolimerizacion (100).

Las lacasas catalizan la demetoxilacion de unidades fendlicas terminales. Pueden
degradar p-dimeros y p-O-4-dimeros via rompimiento de enlaces: alquil-aril a
través de oxidacion C, y rompimiento de enlaces C, - Cg (95). Esta enzima al igual
que Li-P es capaz de catalizar el rompimiento de anillos aromaticos (101). Hasta
1990, se habia considerado que la lacasa era capaz de degradar solo compuestos
fendlicos modelos (100). Sin embargo, a mediados de los 90°s se demostré que
lacasas de T. versicolor eran capaces de oxidar ligninas no-fendlicas en

presencia de mediadores redox adecuados (102).
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La actividad enzimatica de lacasa en cultivos con Basidiomycetes puede
incrementarse por la adicion al medio de cultivo de compuestos aromaticos en

concentraciones bajas (146).

Aunque el conocimiento de las reacciones de transferencia de electrones que
ocurren en lacasas es amplio, se conoce relativamente poco acerca de las
funciones fisioldégicas de estas enzimas. Lacasas han sido implicadas en los
procesos de pigmentacion (23), patogenicidad (24) y biosintesis y degradacion de
lignina (15,25). No obstante, muy pocas de estas funciones metabdlicas se han
comprobado experimentalmente, y solo debido a la disponibilidad de secuencias
de multiples genes y datos cristalograficos ha sido posible especular acerca de
como las relaciones estructura-funcién pueden jugar un rol importante en sus
funciones especificas. Una de estas especulaciones ha involucrado las aparentes
funciones contradictorias de las lacasas en la sintesis y rompimiento de lignina
(15,25).

1.5 PRODUCCION DE ENZIMAS LIGNOLITICAS POR FERMENTACION

La produccion enzimas extracelulares tales como las ligninasas a partir de
sustratos agroindustriales se puede llevar a cabo tanto por fermentacion

sumergida como por fermentacion en sustrato soélido (1-3,103,104).

Los estudios en fermentacion sumergida con hongos de Basidiomycetes
permiten un mayor control de las condiciones ambientales, aunque con hongos
filamentosos la mayor limitacion se presenta al nivel de transferencia de masa,
debido al aumento considerable de la viscosidad de los caldos de cultivo. Por otro
lado, la produccién de enzimas por fermentacion en sustrato solido presenta
muchas ventajas tales como: mayor productividad volumétrica, menores
requerimientos energéticos, manejo operacional simple y mejor recuperacién de

los productos de fermentacién (105). Una de las mayores ventajas es la reduccion
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de los costos de fermentacién por el uso de grandes cantidades de sustrato sélido,
aunque a veces se presentan problemas para el control y monitoreo de

parametros ambientales (106).

La mayor cantidad de estudios de produccién de enzimas lignoliticas se han
realizado a partir del hongo P. chrysosporium bajo diferentes modalidades de
cultivo y tipos de fermentacion (12, 62, 107-109). En estos estudios se ha
observado que la limitacion por nitrégeno (N) es el factor que gatilla el complejo
enzimatico de degradacién de lignina, aunque se ha visto que la limitacién por
carbono (C), azufre (S) y manganeso (Mn) puede también provocar una activacion
de la produccion de ligninasas (12,107). La degradacién de lignina no ocurre con
la presencia de co-sustratos rapidamente metabolizables, lo cual sugiere que las

enzimas lignoliticas estan sometidas a represion catabolica (12).

P. chrysosporium es un hongo filamentoso, y cuando crece en cultivos liquidos
agitados forma pellets. Estos son formados por la agregacién de las esporas
inmediatamente antes y durante la germinacién del hongo (110). Las enzimas Li-P
y Mn-P se producen durante el metabolismo secundario y como se menciond
antes bajo limitacion por nitrégeno (12,111,112). Los cultivos sumergidos agitados
de P. chrysosporium forman pellets miceliales que suprimen la degradacion de
lignina y bajan la produccion de Li-P (113). Es por ello que la produccién en
fermentaciones sumergida depende esencialmente del tamafo del indculo que

determina la forma de los pellets.

También se ha llevado a cabo la produccién de las ligninasas en biorreactores
empacados con soportes inertes tales como poliuretano y nylon de manera de
inmovilizar los hongos y aumentar los valores de productividad de las enzimas Mn-
P y lacasa (109,139). Sin embargo, pocos estudios se han llevado a cabo para la

produccion continua de enzimas lignoliticas (139-141).
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Se han realizado también estudios de biodegradacién utilizando hongos del
género Pleurotus para la remocidén de lignina de madera, paja de trigo y arroz
(129, 131, 137). Se ha demostrado que el Mn(ll) estimula la mineralizacién de

lignina en fermentaciones en sustrato solido de Pleurotus pulmonaris.

Adicionalmente a la produccién de Li-P y Mn-P, los ultimos estudios de
fermentacion en estado sélido y sumergido se han enfocado a la produccion de
lacasa y aril alcohol oxidasa (AAO). Las lacasas se han asilado de varios tipos de
hongos (29). No obstante, se ha estudiado la produccion de las enzimas por
hongos del género Pleurotus spp. Por ejemplo, Pleurotus eryngii y Pleurotus
ostreatus producen lacasas y AAO tanto bajo condiciones de fermentacion
sumergida como en fermentacién por sustrato sélido (129,131). También se ha
descrito la produccion de lacasas por hongos del género Trametes versicolor en
cultivos sumergidos con presencia de mediadores como ABTS o bajo la presencia
de colorantes de tipo azo (138,127, 139).

1.6 POSIBILIDADES BIOTECNOLOGICAS DE LAS ENZIMAS LIGNOLITICAS

Las enzimas lignoliticas producidas por hongos de pudricion blanca poseen un
espectro amplio de especificidad de sustratos y pueden ser usadas en diferentes
areas de procesos industriales tales como: manufactura de pulpa y papel,

revalorizacion de subproductos agroindustriales y manejo de desechos (Tabla 3).

Se ha estudiado el uso de las enzimas lignoliticas en el procesamiento de pulpa
(bioblanqueo) (114). Con mezclas de enzimas lignoliticas se ha reducido hasta un
20-30% el numero Kappa de pulpas de celulosa, con la correspondiente reduccion
de uso de cloro en los procesos de blanqueo (115). Para ello se han usado

enzimas como; Mn-P, Li-P y lacasa (116-118).
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Las enzimas lignoliticas pueden usarse también en procesos de decoloracion de
efluentes contaminados con colorantes (119-121). Se ha usado para este
proposito Li-P y lacasa como también Mn-P de diversos tipos de hongos de
pudricién blanca (122). Se ha demostrado también el uso de las enzimas de P.
chrysosporium en la degradacion de contaminantes y xenobidticos. Se han
oxidado compuestos fendlicos halogenados para formar productos poliméricos y
oligoméricos, usualmente menos toxicos que las moléculas originales. Los hongos
de pudricion blanca son también capaces de degradar un gran numero de
compuestos contaminantes (27,87). Estos hongos se caracterizan por tolerar y/o
detoxificar algunos pesticidas como mezclas de quimicos a concentraciones que

serian toxicas para otros microorganismos (87).

Estos hongos y sus enzimas se han usado también para detoxificar
pentaclorofenol y bifenilos policlorados (PCB’s) en matrices sdélidas y liquidas
(123,124). La detoxifacion de fenol se lleva a cabo principalmente por polifenol
oxidasas las cuales demetilan y deshalogenan polifenoles sustituidos con cloro
(87). Se ha logrado reducir hasta un 80% de las concentraciones de PCP en
suelos contaminados con el uso de los hongos P. chrysosporium y T. versicolor
(124). Se ha investigado también la capacidad de las enzimas lignoliticas en
biotransformar hidrocarburos poliaromaticos (PAH’s) (125,27). Se ha trabajado
con lacasas de Pleurotus spp, Trametes versicolor y Li-P de P.
chrysosporium, las cuales pueden oxidar por ejemplo el pireno 'y benzopireno en

reacciones llevadas a cabo en fase organica (126,127).

38



Tabla 3. Aplicaciones potenciales de las enzimas y microorganismos lignoliticos

(29)

Area IndustrialCampo de Aplicacion

Alimentos

Pulpa y Papel

Quimica

Ambiental

Analitica

Produccion de hongos comestibles, mejoramiento de la
digestibilidad de madera y residuos agroindustriales
para alimentacion animal.

Biopulpaje y bioblanqueo de pulpa de celulosa,
modificacion de fibras de la pulpa, delignificacion de
chips de madera para reducir consumo de energia
mecanica y quimica en el pulpaje de celulosa.

Modificacion de ligninas aisladas para producir
compuestos fendlicos

Tratamiento de licores de plantas de pulpa kraft,
biodegradacion de contaminantes tales como
hidrocarburos  poliaromaticos  (PAH’s),  bifenilos
policlorados (PCB’s), y dioxinas.

Desarrollo de biosensores para la deteccion de
celodextrinas, medicion de superficies de fibras de
celulosa deteccion de sustratos fendlicos vy
contaminantes.

Fuente: Autora del proyecto

El potencial de los hongos de pudricion blanca se ha ampliado también al

procesamiento de residuos lignoceluldsicos para la produccién de alimentos (128).

Se ha logrado disminuir el contenido de lignina con hongos del género Pleurotus

y aumentar considerablemente la digestibilidad de los residuos agroindustriales

(129-131). En consecuencia, se ha puede ver el gran potencial de los hongos de

pudricibn blanca y sus enzimas en diversos procesos biotecnolodgicos. Las

aplicaciones futuras dependeran de la valorizacion los recursos biologicos

disponibles y la optimizacion de los procesos biotecnoldgicos relacionados con el

crecimiento de los hongos, técnicas y de cultivo y produccién de enzimas.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 MATERIALES

2.1.1 Microorganismos. Se estudiaron los parametros cinéticos de tres hongos
del género Basidiomycetes. de pudricion blanca: Pleurotus ostreatus
Pleurotus pulmonaris y Pleurotus eryngii donadas por el Centro de
Investigaciones Bioldgicas, CIS-CSIC (Madrid, Espana). Los microorganismos se
seleccionaron por su capacidad de produccién de enzimas lignoliticas,
presentando un 6ptimo crecimiento a un pH entre 4.5 — 5.0 (3) y una temperatura
de 28 °C.

2.1.2 Sustratos. Las experiencias de fermentacion se realizaron utilizando como
sustratos insolubles desechos agroindustriales, provenientes de zonas aledafias a
la ciudad de Bucaramanga. Los sustratos utilizados fueron el salvado de trigo
como sustrato de referencia; la paja de trigo, y la tuza de mazorca como sustratos
de prueba. Estos sustratos son producto de desecho de las cosechas del trigo y la
mazorca, respectivamente. Con el fin de obtener un material particulado de
caracteristicas fisicas definidas, los sustratos fueron secados al aire y
posteriormente se redujo el tamafo de particula en un molino de cuchillas
utilizando mallas de 2 mm. EI material que salié del molino fue pasado por una
serie de tamices serie Tyler, para escoger la fraccion que queda entre la malla 40
y 60 que corresponde a un tamafio de particula de 800 micras. Para mantener
constante la humedad residual el material fue empacado en recipiente cerrado. La
caracterizacion del material obtenido, en cuanto a su composiciéon elemental,

contenido de celulosa y lignina se presentan en las tablas del anexo A.



2.1.3 Reactivos. Para el desarrollo de las experiencias se emplearon los
siguientes reactivos de grado analitico: (NH4)2SO4, KH2POy4, Fe2S04.7H,0, MgSO4
7H20, MnSQO4, CaCl,, CuSO4 (Merck) en la preparacion de los medios de cultivo.
Tartrato de sodio y tartrato de potasio (J.T. Baker) como buffer y agar papa
dextrosa (Merck) para conservar las cepas en tubo. Como surfactante se empled
Tween 80, Alcohol veratrilico (Merck) y 2,5 Dimethoxybenzil alcohol (Fluka) como

agentes inductores.

Los sustratos utilizados para la determinacion de las actividades enzimaticas
fueron ABTS (2,2’-azino-bis(3-ethilbenzthiazoline-6-sulfonic acid)), Guayacol de

Sigma Co y, alcohol veratrilico de Merck (Darmstadt, Germany).

2.2 METODOLOGIA ANALITICA

2.2.1 Determinacion de azucares reductores. Método DNS (Miller, 1959). La
determinacion de azucares reductores se realizo a través del método colorimétrico
del acido dinitrosalicilico (DNS). Este método se selecciondé por ser rapido y

reproducible.

La determinacion de la concentracion de azucares reductores se obtuvo a partir de
la recta obtenida al realizar la curva de calibracion (ver anexo B) que correlaciona
la absorbancia medida a 540 nm con la concentracion de glucosa. Los patrones
fueron preparados con D-glucosa de Merck.

Preparacion del reactivo DNS

= Pesar 8 g de NaOH vy disolverlos en 250 mL de agua destilada y 150 g de
tartrato de sodio y potasio.

= Agregar 5 g de DNS (marca Merck) bajo calentamiento.

= Aforar a 500 mL con agua destilada.

» Almacenar a temperatura ambiente y proteger de la luz.
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Procedimiento

= Agregar 1ml de reactivo a 1ml de muestra usando tubos tapa rosca.

= Poner a ebullicién durante 5 minutos en bafio con agua.

= Detener la reaccion en un bafio con hielo.

= Agregar 10 mL de agua destilada y dejar en reposo durante 15 min.

» Medir la absorbancia Ooptica a 540 nm contra un blanco obtenido con el

procedimiento anterior, pero agregando agua destilada en lugar de muestra.

2.2.2 Determinacion de proteina extracelular. (Bradford, 1976). La
determinacion de proteinas excretadas por los microorganismos y que se
encuentran en el caldo de cultivo se realizé mediante el método colorimétrico de
Bradford. Este método se utilizé por ser rapido, reproducible y sensible para
cuantificar proteinas en un intervalo de 10 — 100 mg/l, sin presentar interferencias

por la presencia de aminoacidos y carbohidratos en el medio de cultivo.

La concentracion de proteina se obtuvo a partir de la ecuacién de la recta
obtenida al realizar una curva de calibracién (Anexo C) que correlaciona la

concentracion de Bobin Serum Albumin de Merck con la absorbancia a 595 nm.

Reactivo de Bradford

» Pesar y disolver 100 mg de azul brillante de Coomasie G-250 en 50 mL de
etanol.

» Agregar lentamente con agitacion 100 mL de acido fosférico al 85%.

= Diluir la soluciéon resultante a un volumen final de 1 L.
Procedimiento

= Agregar 5 mL de reactivo Bradford a 0.5 mL de una muestra de solucion de

proteina en un rango entre 0 y 80 mg/L.
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» Homogeneizar la mezcla esperar 2 min para leer la absorbancia a 595 nm
contra un blanco de reactivo preparado con agua destilada.
»= La concentracién de proteinas se expresa en mg de proteina por litro de caldo

libre de células.

2.2.3. Determinacion de la concentracion celular (Stickland, 1954). Debido a
que en la realizacion de los ensayos todavia quedan restos de sustratos insolubles
sin transformar y a la forma fisica de crecimiento de los microorganismos
(formacion de pellets), Fue dificil determinar de la concentracion celular, por lo
tanto, ésta se realiz6 mediante la utilizacion de un método indirecto que se basa
en la proporcionalidad entre la absorbancia y la concentracién de la proteina
celular dentro de un rango determinado de linealidad. Este método resultd lo
suficientemente sensible y no presentd interferencias con ninguno de los

componentes del medio.

Para calcular la concentracion de biomasa obtenida a partir de la curva de
calibracion que relaciona proteina vs absorbancia, se tuvo en cuenta el factor que
resulta de la diferencia que se presenta entre el contenido de proteina obtenido y
el peso seco de un volumen conocido de muestra (teniendo en cuenta que solo un

porcentaje de la célula corresponde a proteina).

Para obtener los valores de concentracion de proteina celular en las muestras se
utilizé una curva de calibracion (ver Anexo D) que correlaciona la absorbancia a
540 nm y la concentracion de proteina celular para cada una de las cepas
utilizadas. A su vez estas curvas se obtuvieron previamente correlacionando la

absorbancia a 540 nm y la concentracion de albumina a 540 nm (ver anexo E).

Procedimiento
= Centrifugar 15 mL de cultivo de un determinado crecimiento a 1200 r.p.m. en

centrifuga durante 15 min.
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Retirar el sobrenadante y lavar los sedimentos celulares con agua destilada.
Centrifugar nuevamente y lavar los sélidos celulares al menos tres veces para
evitar interferencias con la proteina extracelular y los iones amonio que

reaccionan con el cobre del reactivo.

Preparar las muestras diluyendo en agua destilada el sedimento celular
previamente lavado a distintas concentraciones y con un contenido sobre 5 mg
en peso seco. Para determinar el factor que correlacione la concentracion de
proteina determinada con la concentraciéon de biomasa se realiza el mismo

procedimiento y se determina peso seco de las muestras.

Llevar 4.2 mL de muestra a un tubo de ensayo y adicionar 0.75 mL de una
solucion de NaOH al 20%.

Calentar hasta ebullicion, en bafio durante 5 minutos y dejar enfriar.

Adicionar 0.125 mL de una solucion de CuSO4. 5H,0 al 25 % p/v.

Llevar nuevamente a centrifugar durante 5 minutos para eliminar el hidroxido

de cobre que precipita.

Leer densidad 6ptica a 540 nm contra un blanco obtenido con el procedimiento

anterior pero agregando agua destilada en lugar de muestra.

Interpolar los valores de absorbancia obtenidos en la curva de calibrado que
relaciona absorbancia con concentracion de biomasa, la cual ha sido obtenida
con el procedimiento anteriormente descrito, determinando simultaneamente el

peso seco de la muestra correspondiente a la concentracion de proteina.
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2.2.4Determinacion de la actividad enzimatica de Lacasa. (Bourbonnais, R,
1992). La actividad enzimatica de Lacasa fue determinada por la oxidacién del
2,2’-azino-bis(3-ethilbenzthiazoline-6-sulfonic acid (ABTS). La mezcla de reaccion
contiene 0.5 mM ABTS, 0.1 M de buffer de acetato de sodio pH 5.0 y una
cantidad apropiada de enzima (250 pl). La oxidacién del ABTS fue seguida por el

incremento de la absorbancia a 420 nm (£420 = 36.000 M™".cm™).

Una unidad de actividad enzimatica (U) fue definida como la cantidad de enzima
necesaria para oxidar 1umol de ABTS /min en las condiciones de ensayo

(sustrato, pH y temperatura) descritas anteriormente.

2.2.5 Determinacién de la actividad enzimatica de Manganeso Peroxidasa.
(Honda, 1992). La actividad de Manganeso Peroxidasa fue medida usando una
mezcla de reaccion que contiene 0.4 mM de guayacol, 50mM de buffer lactato de
sodio (pH 4.5), 0.2 mM de MnSQOy4, 0.1 mM de H, O, y una cantidad de enzima en
un volumen total de 4 mL. La reaccién fue medida por el monitoreo del incremento
de la absorbancia del producto de la reacciéon a 465 nm. La actividad de
Manganeso peroxidasa fue calculada restando el valor de la actividad en ausencia
de MnSO,4

Una unidad de actividad enzimatica (U) se definié como la cantidad de enzima
que incrementd la absorbancia a 465 nm en las condiciones de ensayo (sustrato,

pH y temperatura) descritas anteriormente.

2.2.6 Determinacion de la actividad enzimatica de lignina Peroxidasa
(Hofrichter, 1999). La actividad de lignina peroxidasa fue medida siguiendo la
oxidacion del alcohol veratrilico a veratril aldehido. Cada mililitro de mezcla de
reaccion contiene: 100 mM de buffer Tartrato de Sodio (pH 3.0) 1 nM de alcohol

veratrilico , 0.2 mM de H,O, y 50 a 100 pL de solucion de enzima. La reaccion fue
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iniciada con el H,O, y la formacién del veratril aldehido fue monitoreada a 310 nm
(310 = 9.300 M cm™).

Una unidad de actividad enzimatica (U), se defini6 como la cantidad de enzima
necesaria para oxidar 1 umol de alcohol veratrilico por minuto en las condiciones

de ensayo (sustrato, pH y temperatura) descritas anteriormente.
2.2.7 Determinacion de Lignina

2.2.7.1 Preparacion del sustrato libre de extraibles. Previo a la determinacién
del contenido de lignina fue necesario tratar el sustrato sélido, de manera que se
eliminen los extraibles, los cuales se refieren a los materiales solubles en
solventes neutros. El procedimiento consistidé en tratar la muestra en un aparato
Soxhlet, de manera sucesiva con una mezcla de etanol- benceno v,

posteriormente un tratamiento de reflujo con agua caliente por una hora.

2.2.7.2 Determinacion de lignina (klason) y celulosa (Kurschner y Hoffer).
Una vez eliminados los materiales solubles en los sustratos solidos, se determiné
el contenido de lignina. Las muestras fueron tratadas inicialmente con acido
sulfurico 24N y posteriormente con una solucién de éste al 3% (v/v) hasta la

sedimentacion de la lignina para su respectiva cuantificacion.

Para la determinacion del contenido de celulosa (método de Kurschner y Hoffer,
una vez eliminados los materiales solubles en los sustratos sélidos y conociendo
el contenido de humedad, se trataron las muestras bajo tratamientos de digestion

sucesivos con alcohol-acido nitrico y posteriormente con agua destilada.

2.2.7.3 Determinacion del Contenido de Humedad (Rodriguez, 1978). Se
pesaron entre 1-2 gramos de sustrato en una caja petri limpia y seca. Las

muestras se secaron en una estufa (BLUE M) a 105 °C hasta peso constante. Los
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resultados se expresaron como porcentaje de humedad promedio de tres

determinaciones.

2.2.8 Analisis elemental de los sustratos celulésicos. La determinacién de la
composicion elemental (CHNS) de los sustratos se realizé en un Analizador
Elemental Modelo CE Instrumens Serie EA 1110 CHNS que utiliza el método de
combustiéon de Dumas, detector de conductividad térmica (temperatura 60°C),
columna tipo poropach, Temperatura del horno 1000 °C, la combustién de la
muestra se lleva a cabo a una temperatura de 1800 ° C, con fase movil de He a
120 mL/min.

2.3 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

2.3.1 Conservacion y propagacion de las cepas. Las cepas de Pleurotus
(ostreatus, eryngii y pulmonaris) se mantuvieron en medio solido de agar-malta y/6
agar papa dextrosa, que constituyen un medio solido comercial selectivo para
hongos, cuya composicion se muestra en las tablas del anexo F. Los tubos de
agar inclinado fueron inoculados en superficie con esporas de Pleurotus
(ostreatus, eryngii y pulmonaris) e incubados a 28 °C, en estufa (BLUE M) por un
tiempo de 10 dias. Posteriormente fueron almacenados a 4°C en nevera hasta su

utilizacion. La propagacioén de las cepas fue realizada mensualmente.

2.3.2Preparacion de los medios de Cultivo. En las experiencias con cada uno
de los sustratos sélidos (desechos celuldésicos) se disefiaron los respectivos
medios de cultivo para obtener una concentracion celular de 2 g/L; con base en la
composicion de los sustratos solidos (ver anexo A) y los requerimientos
nutricionales de los hongos. Se utilizé6 como fuente unica de carbono el respectivo
sustrato solido. La tabla del anexo G indica la composicion de los medios de
cultivo empleados al igual que las condiciones iniciales para el proceso de

fermentacion.
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2.3.21 Esterilizacion. La esterilizacion de los medios de cultivo (contenidos en
recipientes de vidrio de 500 mL de capacidad) y del material de vidrio empleado
durante la inoculacion, fue realizada en autoclave a 121 °C, a una presion de 15

psi durante un tiempo de 20 minutos.

2.3.3Experiencias preliminares de produccion de ligninasas. Para verificar el
crecimiento celular y la produccion de las enzimas se prepard una fermentacion
sumergida con un medio de cultivo que contenia glucosa, peptona, extracto de
malta, sulfato de manganeso y sulfato de cobre, esto disuelto en una solucién de
extracto de salvado de trigo. La fermentacién se monitored durante siete dias,
tiempo necesario para observar su comportamiento, y se analizé la produccion de
proteinas, azucares reductores, actividades enzimaticas (Lacasa, Mn-P y Li-P) y
concentracién celular, empleando las técnicas analiticas mencionadas
anteriormente. La composicion del medio de cultivo se muestra en el anexo G.

Este medio de cultivo fue propuesto de acuerdo con Ha, H.C. et al; (2001).

2.3.4 Seleccion del sustrato celulésico y cepa productora. Para la seleccion
del mejor sustrato sdélido y de la mejor cepa productora se realizaron
fermentaciones para cada una de las cepas en estudio en cada uno de los
sustratos. Se utilizaron los medios de cultivo que se indican en el anexo G. Las
fermentaciones se monitorearon cada 40 horas durante un periodo fermentativo de
7 dias. En la seleccion del mejor sustrato y la mejor cepa productora se tuvieron
en cuenta los siguientes parametros cinéticos: qp productividad especifica (U/g
sustrato seco x hora); actividad especifica para cada una de las enzimas (U/g);
los cuales fueron calculados de acuerdo con las ecuaciones mostradas en el
anexo |. Los parametros cinéticos fueron evaluados por triplicado para cada uno
de los tiempos junto con un control el cual se lleva a iguales condiciones de

fermentacion pero sin indculo inicial.
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2.3.5 Formulacion del medio de cultivo

2.3.5.1 Estudio del Efecto del pH. Esta experiencia tuvo como objetivo el
estudio de la influencia de diferentes condiciones iniciales de pH sobre la

produccion de enzimas lignoliticas.

Teniendo en cuenta los parametros cinéticos antes mencionados se trabajaron
condiciones de pH iniciales de 4.0, 4.5 y 5.0(3). En el anexo G se indican las

condiciones del medio de cultivo utilizados.

2.3.5.2 Estudio de la composicion del medio de cultivo en la cepa
seleccionada. Una vez evaluadas las condiciones de pH inicial, se estudio la
influencia de diferentes concentraciones de Carbono en el medio de cultivo sobre
la produccion de enzimas lignoliticas, utilizando concentraciones de 1,9 g/L, 5,71
g/l y 17,13 g/L de paja de trigo. Finalmente se estudio la influencia de diferentes
concentraciones de nitrégeno, empleando concentraciones de 0.25 g/L, 0.74 g/L y
2.22 g/lL de (NH4)2SO4. Dichos efectos se evaluaron de acuerdo con los
parametros cinéticos antes mencionados. Las fermentaciones se monitorearon
cada 40 horas durante un periodo de 7 dias. Los parametros cinéticos fueron
evaluados por triplicado para cada uno de los tiempos junto con un control el cual

se lleva a iguales condiciones de fermentacién pero sin inéculo inicial.

2.3.5.3 Estudio del efecto de inductores y surfactantes en la produccion de
enzimas lignoliticas. Se evaluo el uso de inductores como alcohol veratrilico y
dimetoxifenol sobre la produccion de enzimas lignoliticas utilizando
concentraciones de 0.25 — 0.5 mM de dimetoxifenol y alcohol veratrilico en el
medio de cultivo (anexo H). Finalmente se estudio la influencia de un
surfactante, Twen-80 utilizando concentraciones de 0.01 — 0.1% p/v. Estos efectos
se evaluaron de acuerdo con los parametros cinéticos antes mencionados. Las

fermentaciones se monitorearon cada 40 horas durante un periodo de 5 dias. Los
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parametros cinéticos fueron evaluados por triplicado para cada uno de los
tiempos junto con un control el cual se lleva a iguales condiciones de

fermentacion pero sin indculo inicial.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 EXPERIENCIAS PRELIMINARES DE PRODUCCION DE LIGNINASAS

Con el fin de observar las caracteristicas del cultivo y la produccion de enzimas
lignoliticas, se llevaron a cabo experiencias preliminares con Pleurotus Ostreatus
CBS 411.71, Pleurotus Pulmonaris CBS y Pleurotus Eryngii CBS 613.91. Estas
experiencias permitieron verificar el crecimiento celular en el medio de cultivo
propuesto inicialmente en (2.3.3). Los tres hongos filamentosos crecieron
normalmente con pH inicial 5,5 y temperatura ambiente. Estos cultivos se
utilizaron en la elaboraciéon de las curvas patron para la determinacion de la
concentracion celular de acuerdo con el método descrito en (2.2). También se
realizé la estandarizacion de la metodologia analitica para las posteriores cinéticas

de crecimiento y produccion de ligninasas.

3.2 SELECCION DEL SUSTRATO CELULOSICO Y CEPA PRODUCTORA

Esta experiencia tuvo por objeto el estudio de la capacidad de los hongos del
género Basidiomycetes: Pleurotus Ostreatus, Pleurotus Pulmonaris y Pleurotus
eryngii, de crecer y producir las enzimas lacasa, manganeso peroxidasa (Mn-P) y
lignina peroxidasa (Li-P) sobre los sustratos agroindustriales: paja de trigo y tuza
de mazorca; utilizando como sustrato de referencia el salvado de trigo. De
acuerdo con la metodologia experimental expuesta en (2.3.4), se obtuvieron las
respectivas cinéticas de crecimiento, produccién de proteina, azucares reductores
y actividades enzimaticas de Lacasa, Manganeso peroxidasa y Lignina
peroxidasa. Los contenidos de lignina de los sustratos empleados se muestran en

la tabla del anexo A.



3.2.1 Fermentacién utilizando como sustrato salvado de trigo. El medio de
cultivo y las condiciones iniciales para el proceso fermentativo se encuentran en el
anexo G. En las figuras 5 - 8, se muestran las cinéticas de crecimiento celular,
produccién de proteina, azucares, actividades especificas de lacasa, Mn-P y Li-P
para los Basidiomycetes: Pleurotus ostreatus, Pleurotus pulmonaris y
Pleurotus eryngii, Durante un tiempo de fermentacion de 140 horas empleando

como sustrato salvado de trigo.

Figura 5. Cinética de crecimiento celular, produccion de proteinas y azucares

reductores para Pleurotus Ostreatus empleando como sustrato salvado de trigo
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Figura 6. Cinética de crecimiento celular, pH , produccién de proteina y azucares

reductores para pleurotus eryngii empleando como sustrato salvado de trigo
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Figura 7. Cinética de crecimiento celular, pH , produccion de proteina y azucares

reductores para Pleurotus pulmonaris empleando como sustrato salvado de trigo.
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En la figura 5 se observa la cinética de crecimiento y produccién de ligninasas de
Pleurotus ostreatus CBS 411.71 alcanzandose una concentracion celular de 2,06
g/L alrededor de las 112 horas. Por otro lado, en la figura 7 se observa que
Pleurotus eryngii CBS 613.91 alcanza una concentracion celular de 2,018 g/L
alrededor de las 140 horas, mientras que Pleurotus pulmonaris CBS 507.85
alcanza un crecimiento celular maximo de 1,15 g/L a las 140 horas de
fermentacion. La concentracion alcanzada por P. pulmonaris es un 42,5% menor
a 2 g/L que fue el valor estimado para el disefio del medio de cultivo,
probablemente debido a su menor capacidad para biodegradar los nutrientes del

salvado de trigo.

Para los tres microorganismos la produccién de proteina soluble, o extracelular, se
ve asociada al crecimiento celular alcanzando valores maximos de 1636,32mg/L,
1826,76 mg/L y 1452,973 mg/L P. ostreatus CBS 411.71, Pleurotus eryngii CBS
613.91y P. pulmonaris CBS 507.85 respectivamente.

En estas figuras también se muestran las variaciones del pH durante el cultivo.
Para las fermentaciones llevadas a cabo con P. ostreatus y P. pulmonaris se
presentd un notorio descenso de pH alcanzando valores de 4,16 y 4,7
respectivamente, mientras que para la fermentacion llevada a cabo con P. eryngii

se presentd un incremento hasta un valor de 6,1.

En la figura 8 se puede observar que para los tres microorganismos la actividad
enzimatica de Mn-P aument6é durante la fermentacion alcanzando su maximo
durante la fase exponencial de crecimiento celular para posteriormente disminuir
en el transcurso de esta fase. Con respecto a la actividad enzimatica de lacasa,
P. ostreatus y P. eryngii presentaron su maximo a las 120 horas, mientras que P.
pulmonaris no presentd actividad, lo cual indicaria su menor capacidad para
biodegradar algunas fracciones fendlicas del salvado de trigo, haciendo de esta

manera que el crecimiento celular fuera menor.
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Figura 8. Actividades especificas de Lacasa, Manganeso Peroxidasa para los
Basidiomycetes: Pleurotus Ostreatus, Pleurotus Pulmonaris y Pleurotus Eryngii

empleando como sustrato salvado de trigo.
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En la tabla 4 se puede observar que los valores de productividad especifica (qp),
rendimiento de actividad en biomasa (Ypx) y actividad enzimatica (U/g) son

mayores para P. ostreatus.

Tabla 4. Parametros cinéticos de comparacion obtenidos para Pleurotus ostreatus,

Pleurotus eryngii, Pleurotus pulmonaris empleando como sustrato salvado de trigo.

. _ Acti\_/id?(_j qP* Yo Azucares
Basidiomycete |Enzima Eﬂ;l:::t(:z:eco)* (U/G suetrat soco. ) (up/gbiomasa) (I'\S’;lc)iuctores
Lacasa 1.85x107 3.69x107 3.66x107
opﬁr“er:ttb’; Mn-P 0.0161 1.61x107 0.104 0.2225
Li-P - - -
Lacasa 5.38x10™ 1.076x10* 1.12x10°

Z’r‘;ﬂf"s Mn-P 1.092x10° 5.476x10* 6.794x10° | 0.2622
Li-P - - -
Lacasa

5{1‘7,‘1’7’;’;‘5,.8 Mn-P 1,00x10? 6.611x10™ 9.654x10° | 0.1449
Li-P - - -

Fuente: Autora del proyecto

*Valores maximos: calculados con relacion al tiempo en el cual se obtuvo la

maxima productividad especifica para cada actividad enzimatica.

Los niveles de produccion de ligninasas en las tres cepas estudiadas es diferente
en cuanto a los valores de los parametros cinéticos cuantificados como base para
su criterio de seleccion. En cuanto a la producciéon enzimatica los
microorganismos presentaron actividad para lacasa y Mn-P corroborando los

expuesto por Hatakka (1994) quien afirma que estas enzimas son producidas por
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las especies de Pleurotus. La actividad enzimatica esta asociada a la fase
exponencial de crecimiento celular, sin embargo, las actividades de lacasa y Mn-P
para P. ostreatus y P. eryngii presentaron sus maximos valores desplazados
hacia la fase estacionaria del crecimiento del microorganismo; lo que indica que
pudo haber una represion catabdlica en la actividad de las enzimas producida por
la presencia de una fuente de carbono rapidamente metabolizable, como
consecuencia del alto contenido de azucares presentes y debido a que estas
enzimas son inducibles, es probable que una vez consumidos los azucares se
expresara la actividad de estas enzimas para la biodegradacion de los
componentes de lignina del sustrato. No obstante la actividad de Li-P no fue

detectada durante las fermentaciones realizadas con salvado de trigo.

Por otro lado, P. pulmonaris solo presenté actividad de Mn-P una vez transcurridas
las 60 horas de fermentacién, alcanzando su maximo valor de expresién durante

la fase estacionaria de crecimiento.

En las figuras 5, 6 y 7 se observa el comportamiento cinético para un cultivo por
lotes, donde solo hay intercambio de gases (aireacion, produccion de CO,, etc.)
con los alrededores, los que se suministran dentro y fuera del sistema. Una vez
iniciada la fermentacién, para P. ostreatus, P. eryngii y P. pulmonaris, esta
transcurre de forma caracteristica presentando diferentes fases en cuanto al
crecimiento celular y produccion de enzimas lignoliticas y azucares reductores.
Los valores maximos de produccion de proteina extracelular estan asociados a la
fase exponencial de crecimiento para los tres microorganismos, lo cual
corresponde con la excrecién habitual de enzimas hacia el medio de cultivo

durante este tipo de fermentacion.

Por otra parte, en los cultivos de P. ostreatus y P. pulmonaris se produjo una caida
brusca del pH, lo cual se debe fundamentalmente a la utilizacién del ion amonio

como fuente principal de nitrégeno para el crecimiento celular y produccion de
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ligninasas (147). En estos casos el ion amonio estaria siendo consumido
rapidamente provocando un descenso del pH al inicio de la fermentacion por la
liberacion de protones. Esta sensibilidad al pH demuestra que la actividad de
lacasa y Mn-P aumenta a medida que el ion amonio se va consumiendo, indicando
que el consumo o limitacion de por la fuente de nitrégeno es un aspecto
importante en la produccion de las enzimas lignoliticas, y que en este caso esta
produccion estaria asociada al crecimiento celular en ambos hongos, para
posteriormente decaer posiblemente por el efecto del pH y la acumulacion de

metabolitos.

En el caso de la fermentacion de P. eryngii se presentd un incremento de pH hasta
un valor de 6.12; esto se debe, probablemente, al efecto de las proteinas
excretadas hacia el medio extracelular y a los metabolitos de degradacion del

sustrato celulésico que induce a la produccion de lacasa y Mn-P.

Para las tres cepas, el crecimiento celular correspondié al tipico de los hongos
filamentosos, con un valor maximo de crecimiento celular para P. ostreatus de
2.063 g/L; P. eryngii 2.018 g/L y P. pulmonaris 1.149 g/L en el tiempo de
fermentacion estudiado. Esto sugiere que se esta produciendo una disminucién
del rendimiento celular para el sustrato celulésico al utilizar P. pulmonaris, o que el
carbono disponible para este hongo es consumido a una menor velocidad, lo cual

se corresponde con la baja expresion de enzimas lignoliticas.

Al evaluar la capacidad entre las tres cepas empleadas para la produccion de
enzimas lignoliticas, se determind que para el salvado de trigo, el P. ostreatus

obtuvo los mayores valores de gp para cada una de las enzimas detectadas.

3.2.2 Fermentaciéon utilizando como sustrato paja de trigo. El medio de
cultivo y las condiciones iniciales para el proceso fermentativo con paja de trigo se

encuentran detalladas en el anexo G.
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Las figuras 9, 10 y 11 muestran el comportamiento de los Basidiomycetes:
P.ostreatus, P. pulmonaris y P. eryngii, para un periodo fermentativo de 140 horas
utilizando paja de trigo como sustrato lignocelulésico. Los maximos valores de
concentracion celular se obtuvieron a las 140 horas de fermentacion
presentandose un crecimiento en biomasa de 2,16g/L, 1,95g/L y 1,14g/L para
P.ostreatus, P. eryngii y P. pulmonaris respectivamente, a partir de este tiempo
se inicia la fase estacionaria de crecimiento celular. La produccion de proteina
extracelular que esta asociada al crecimiento celular alcanza valores maximos

también a las 140 horas de iniciado el proceso fermentativo.

Figura 9. Cinética de crecimiento celular, produccion de proteinas y azucares

reductores para Pleurotus Ostreatus empleando como sustrato paja de trigo.
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Como se puede observar en la figura 12, los tres microorganismos presentaron un
aumento en la actividad de Mn-P durante la fermentacion, alcanzando su maximo

en la fase exponencial de crecimiento para luego disminuir en el transcurso de la
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misma. En cuanto a la actividad de Lacasa los microorganismos P.ostreatus y P.
pulmonaris presentaron un incremento en la actividad de esta enzima, mientras

que P. eryngii no presento actividad.

En estas figuras también se puede observar un incremento en el valor de pH
durante el proceso de fermentacion para P. eryngii hasta 6.6 y de 6.8 para P.
pulmonaris mientras que P. ostreatus mostro un descenso en su valor hasta 5,0

alrededor de las 140 horas de iniciada la fermentacion.

Figura 10. Cinética de crecimiento celular, pH , produccion de proteina y azucares

reductores para pleurotus pulmonaris empleando como sustrato paja de trigo.
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Figura 11. Cinética de crecimiento celular, pH , produccién de proteina y azucares

reductores para pleurotus Eryngii empleando como sustrato paja de trigo.
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Figura 12. Actividades especificas de Lacasa y Manganeso Peroxidasa para los
Basidiomycetes: Pleurotus Ostreatus, Pleurotus Pulmonaris y Pleurotus Eryngii

empleando como sustrato paja de trigo.
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Los parametros cinéticos para los tres microorganismos se muestran en la tabla 5,

los valores de productividad especifica (qp), rendimiento de actividad en biomasa y

actividad especifica mas altos fueron para P.ostreatus.

Tabla 5. Parametros cinéticos de comparacion obtenidos para Pleurotus ostreatus,

Pleurotus eryngii, Pleurotus pulmonaris empleando como sustrato paja de trigo

Actividad * Yoo AzUcares
Basidiomycete | Enzima Enzimatica qP/ di p/’xma" Reductores
(u/g )* (U g sustrato seco- |a) (U gbiomasa) (g/|)
sustrato seco
Lacasa 1.075x107 2.154x10° 2.832x10% | 0.1605
Pleurotus Li-P ) )
ostreatus
Mn-P 5.691x10? 1.140x10 1.499x10™
Lacasa - -
Pleurotus Li-P ] ] ; 0.1863
Eryngii
Mn-P 2.69x10 7.399x10° 8.66x10
Lacasa 7.985x107° 1.60x10™ 4.00x10°°
Pleurotus .
pulmonaris Li-P ) ) ) 0.2829
Mn-P 4.081x10° 8.175x10™ 2.04x1072

Fuente: Autora del proyecto

*Valores maximos: calculados con relacion al tiempo en el cual se obtuvo la

maxima productividad especifica para cada actividad enzimatica.

La produccién de proteina en todos los casos va asociado al crecimiento celular,

obteniéndose

los valores

mas bajos para Pleurotus pulmonaris,

este

microorganismo presentd un comportamiento similar cuando se utilizé salvado de

trigo como sustrato celuldsico.
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concentracién de proteina se obtienen al inicio de la fase estacionaria, es decir, a

las 112 horas de llevada a cabo la fermentacion.

Los valores de pH se mantuvieron constantes entre 6.0 y 6.7 en las cepas de P.
pulmonaris y P. eryngii, sin embargo, P. ostreatus presenté una disminucién
notable de pH de 6.0 a 5.0. Estos valores obtenidos durante la fermentacion con
paja de trigo estan asociados, probablemente, a la produccion de proteina y al
consumo de la fuente de nitrogeno por parte de los microorganismos, debido a
que el perfil del pH obtenido para P. ostreatus y P. eryngii es similar al obtenido en

la fermentacion llevada a cabo con salvado de trigo.

Por otro lado, la produccién de proteina y la actividad de lacasa y Mn-P estan
asociadas al crecimiento celular, obteniéndose mayores valores para P. ostreatus,
sin embargo, la actividad de lacasa comienza su expresion a las 60 horas de
fermentacion, presentando sus valores maximos de actividad desplazados hacia la
fase estacionaria de crecimiento del microorganismo, indicando el caracter
inducible de estas enzimas lignoliticas. Los tres microorganismos presentaron
actividad para Mn-P, sin embargo P. pulmonaris solo presentd actividad a las 140
horas de fermentacion, mientras que P. ostreatus y P. eryngii iniciaron su
expresion a las 28 horas y sus maximos valores se obtuvieron a las 112 horas de
llevado a cabo el proceso fermentativo. Al igual que en la fermentacién con

salvado de trigo, la actividad de Li-P no se expres6 durante todo el cultivo celular.

3.2.3 Fermentacion utilizando como sustrato de tuza de mazorca. El medio
de cultivo y las condiciones iniciales del proceso fermentativo con tuza de mazorca

se describen en el anexo G.

La cinética del crecimiento al igual que la produccion de ligninasas para los tres
microorganismos se muestran en las figuras 13, 14 y 15 en las que también se

puede observar un decrecimiento en los valores de pH durante el proceso
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fermentativo para los tres Basidiomycetes obteniéndose valores de 3.53, 5.0 y

4.75 para P. ostreatus, P. eryngii y P. pulmonaris respectivamente a las 140 horas

de fermentacion.

Figura 13. Cinética de crecimiento celular, produccién de proteinas y azucares

reductores para Pleurotus Ostreatus empleando como tuza de mazorca.
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Figura 14. Cinética de crecimiento celular, pH , produccién de proteina y azucares

reductores para pleurotus pulmonaris empleando como sustrato tuza de mazorca.
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Figura 15. Cinética de crecimiento celular, pH , produccién de proteina y azucares

reductores para pleurotus Eryngii empleando como sustrato tuza de mazorca.
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En cuanto a la produccion de proteina extracelular se observo, para todos los
casos, valores maximos a las 112 horas de fermentacién con valores de 24.05
mg/L, 27.02 mg/L y 24.05 mg/L para P. ostreatus, P. eryngii y P. pulmonaris
respectivamente, disminuyendo durante la fase estacionaria de crecimiento celular
en biomasa donde se obtuvieron los maximos valores de 2.090 g/L, 1.918 g/L y
1.160 g/L para P. ostreatus, P. eryngii y P. pulmonaris respectivamente, también a
las 112 horas.

En todos los casos la actividad de Li-P (figura 16) aumentd durante la
fermentacion alcanzando su maximo en la fase logaritmica de crecimiento a las
112 horas, mientras que P. ostreatus no presentd actividad enzimatica de Lacasa

ni Mn-P con este sustrato.
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Figura 16. Actividades especificas de Lacasa, Lignina Peroxidasa para los
Basidiomycetes: Pleurotus Ostreatus, Pleurotus Pulmonaris y Pleurotus Eryngii

empleando como sustrato tuza de mazorca.
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En la tabla 6 se muestran los parametros cinéticos para los tres microorganismos,

de acuerdo con estos, los valores maximos se presentaron para Pleurotus eryngii.

Tabla 6. Parametros cinéticos de comparacion obtenidos para Pleurotus ostreatus,

Pleurotus eryngii, Pleurotus pulmonaris empleando como sustrato tuza de

mazorca
Actividad . Yoo, AzuUcares
Basidiomycete |Enzima |Enzimatica qP/ gi "/’X’“ax Reductores
(u/g ) (U g sustrato seco- |a) (U gbiomasa) (g/|)
sustrato seco
Lacasa - - -
Pleurotus Mn-P |- ' . 0.1535
ostreatus
Li-P 2.55x107 6.369 x10™ 5.253 x107
Lacasa |2.01x107 5.297 x10* 5.289 x10°
Pleurotus Mn-P |- ] - 0.1190
eryngii
Li-P 2.04 x10° 5.119 x10™ 5.109 x107
Lacasa |1.31x10° 3.274 x10* 5.160 x107
Pleurotus Mn-P - - - 0.9865
pulmonaris ’
Li-P 1.55x10°  |3.869 x10™ 5.503 x1073

Fuente: Autora del proyecto

*Valores maximos: calculados con relacion al tiempo en el cual se obtuvo la

maxima productividad especifica para cada actividad enzimatica.

En la experiencia de fermentacion utilizando tuza de mazorca como sustrato
celulésico, es de gran importancia resaltar el hecho de encontrar ademas de
lacasa, Li-P ya que esta no ha sido reportada en las fermentaciones con los otros
dos sustratos utilizados. En la figura 16 se observa que los tres Basidiomycetes

estudiados expresaron actividad para esta enzima, sin embargo, P. pulmonaris
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solo presentd actividad al inicio de la fase estacionaria de crecimiento celular,
posiblemente por una represion catabdlica que pudo inhibir dicha actividad
correspondiendo esto a los altos contenidos de azucares reductores producidos
por este microorganismo. Por otro lado, P. ostreatus y P. eryngii presentaron

actividad durante toda la fase de crecimiento celular.

A partir de los resultados obtenidos durante la fermentacion sobre tuza de
mazorca, se observd que los hongos obtuvieron valores maximos de las enzimas
lignoliticas a las 112 horas de fermentacién. En las cepas de P. ostreatus y P.
eryngii estos valores tuvieron proporcionalidad con los valores de Yp; los cuales

relacionan el consumo de sustrato con la formacién de biomasa.

Comparando los resultados obtenidos al utilizar salvado de trigo como sustrato
(tabla 4 y figura 8) con los obtenidos al emplear tuza de mazorca, es de resaltar
que se obtuvieron valores mas bajos de actividad especifica de lacasa, mientras
que Mn-P no expreso actividad alguna durante la fermentacion realizada con este
sustrato, mientras que P. eryngii presentd un efecto buffer del sustrato con
variaciones de pH entre 5.3 y 5.0 durante las 140 horas de llevada a cabo la

fermentacion.

Se observé también para las experiencias con tuza de mazorca, un descenso en
el valor de pH para los tres microorganismos en un rango de 5.3 a 3.5 para P.
pulmonaris y P. ostreatus. Comparando los valores obtenidos con salvado de trigo
solo se observa una pequena diferencia con P. eryngii el cual incrementé su pH
hasta 6.1.

Las figuras 17, 18 y 19 muestran las actividades especificas maximas para P.
ostreatus, P. eryngii y P. pulmonaris en los sustratos paja de trigo, tuza de

mazorca y salvado de trigo, este ultimo utilizado como sustrato de referencia.
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Figura 17. Valores maximos de actividad enzimatica de la casa presentados por
los Basidiomycetes P. ostreatus, P. eryngii. P. pulmonaris sobre los sustratos paja

de trigo, tuza de mazorca y salvado de trigo.

Tuza de mazorca
Paja de trigo
Salvado de trigo

Actividad enzimatica
(Ulgsust.seco)

Fuente: Autora del proyecto

Figura 18. Valores maximos de actividad enzimatica de manganeso peroxidasa
presentados por los Basidiomycetes P. ostreatus, P. eryngii. P. pulmonaris sobre

los sustratos paja de trigo, tuza de mazorca y salvado de trigo.
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Fuente: Autora del proyecto
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Figura 19. Valores maximos de actividad enzimatica de lignina peroxidasa
presentados por los Basidiomycetes P. ostreatus, P. eryngii. P. pulmonaris sobre

los sustratos paja de trigo, tuza de mazorca y salvado de trigo.
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Fuente: Autora del proyecto

Como se puede observar tanto en las figuras como en la tabla 7, el Pleurotus
ostreatus presento los mejores valores de Actividad especifica, productividad y
crecimiento celular para la casa, y manganeso peroxidasa, comparadas con los
valores obtenidos con salvado de trigo, cuando se utiliza la paja de trigo como

sustrato lignoceluldsico.
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Tabla 7. Valores de productividad especifica (qe) obtenidos para las diferentes

enzimas lignoliticas producidos por los Basidiomycetes en estudio

Salvado de trigo ‘ Paja de trigo | Tuza de mazorca

Basidiomycete | g5 (U/g sustrato seco*dia)

lacasa | Mn-P Li-P lacasa | Mn-P Li-P Lacasa | Mn-P Li-P
P. ostreatus  |0.037 |0.161 |- 2'0215 0.1140 |- ; - 0.00637
P. eryngii 0.0010 [0.0055 |- - 0.074 - 0.0053 |- 0.00511
P. pulmonaris 0.0011 [0.0066 |- 0.0016 |0.0082 |- 0.0033 |- 0.00386

Fuente: Autora del proyecto

Las experiencias de seleccién demostraron que los sustratos son consumidos
como fuente de carbono por los tres microorganismos principalmente para la
produccién de biomasa, proteina extracelular e inducen la produccién de lacasa,
Mn-P y Li-P y teniendo en cuenta que la productividad especifica (qp) es el
parametro cinético adecuado para evaluar o comparar la capacidad de diversas
cepas para producir un determinado metabolito (151), al comparar los resultados
obtenidos utilizando salvado de trigo (tabla 7 y figuras 17,18 y 19), con los
obtenidos empleando paja de trigo y tuza de mazorca, es de destacar que se
obtuvieron mayores valores de U/g y gp para la enzimas lacasa y Mn-P de la cepa
de Pleurotus ostreatus con la paja de trigo. Sin embargo se observo que en las
experiencias con tuza de mazorca, con respecto al salvado de trigo, se expreso
actividad para Li-P en las tres cepas de Pleurotus, esto posiblemente se deba a
las diferencias en la composicion quimica (mayor contenido de lignina y celulosa)
y factores fisicos (porosidad del sustrato) que pueden favorecer la produccion de

esta enzima.
Los aspectos mencionados anteriormente nos indican que la produccion de

ligninasas con estos hongos filamentosos es altamente dependiente de la

composicion de fuente de carbono, nitrégeno y pH del medio de cultivo.
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3.3 FORMULACION DEL MEDIO DE CULTIVO

Esta experiencia tuvo por objeto la formulacién de un medio de cultivo para el
crecimiento microbiano y la produccion de enzimas lignoliticas por Pleurotus
ostreatus sobre paja de trigo, utilizando la técnica de fermentacion semi-solida,
teniendo en cuenta las condiciones de pH inicial y el efecto inductor de la fuente

de carbono y de nitrégeno.

3.3.1 Estudio del efecto del pH inicial del medio de cultivo en la produccién
de enzimas lignoliticas. EI medio de cultivo para el estudio del efecto del pH

inicial en la produccion de enzimas lignoliticas se muestra en el anexo G.

De acuerdo con lo establecido en (2.3.5.1), se trabajaron tres medios de cultivo
para observar el efecto de la concentracion de iones H* en el tiempo sobre la
sintesis de enzimas lignoliticas (lacasa, Li-P y Mn-P) por Pleurotus ostreatus con
paja de trigo. Teniendo en cuenta que el pH optimo de crecimiento de los hongos
filamentosos se encuentra en el intervalo entre 4,0 y 5,0 (3), se trabajaron
condiciones de pH iniciales de 4,0, 4,5 y 5,0 después de llevada a cabo la

esterilizacion.

Figura 20. Efecto de las condiciones iniciales de pH en la produccion de enzimas

lignoliticas por Pleurotus ostreatus sobre paja de trigo

mﬂ

= Lacasa
@ Li-P
o Mn-P

Actividad Enzimatica

Fuente: Autora del proyecto pH 50
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En la figura 20 se presentan las actividades especificas maximas de lacasa, Mn-P
y Li-P, obtenidas durante un periodo fermentativo de 120 horas para diferentes
condiciones de pH inicial empleadas sobre el sustrato paja de trigo. También se
puede observar un aumento significativo de los valores de U/g para las
actividades de lacasa, lignina y manganeso peroxidasa en condiciones de pH
inicial 5.0. No se detectd actividad para ninguna de las enzimas lignoliticas bajo

condiciones de pH inicial 4.0.

Tabla 8. Efecto del pH en la produccion de enzimas de Pleurotus ostreatus

empleando como sustrato paja de trigo

Enzima qpx éctiyidgq Yo Azucares reductores
nzimatica (g

PH 40 |45 5.0 4.0 |45 5.0 40 |45 5.0 4.0 4.5 5.0

Lacasa |- 0.175 |0.307 |- 0.530 |0.613 |- 1.532 |0.178

Mn-P |- |- 0630 |- |- 1230 |- |- 0.087 | 3"°7 [0,163 | 0,180

Li-P - - 029 |- - 0.30 |- - 0.360

Fuente: Autora del proyecto

*Valores maximos: calculados con relaciéon al tiempo en el cual se obtuvo la

maxima productividad especifica para cada actividad enzimatica.

En la tabla 8 se registran los valores maximos de los parametros cinéticos
obtenidos en este trabajo para la cepa de Pleurotus ostreatus, al comparar los
valores obtenidos durante el proceso fermentativo para cada una de las
condiciones iniciales de pH empleadas, se observé que para un pH inicial de 5.0
se presentaron los maximos valores de productividad especifica (qp), Actividad

(AE) y rendimiento de biomasa en producto (Ypx).
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En esta experiencia se produjo una diferencia notable en el nivel de sintesis de
enzimas para los tres valores de pH evaluados (4.0, 4.5 y 5.0) con este
microorganismo. En los medios de cultivo trabajados con el pH inicial de 4.0 y 4.5
no se observo actividad para Mn-P y Li-P, sélo se presentd una baja actividad de
lacasa para el medio con pH 4.5; esto probablemente se deba a la variacion del
pH en el medio de cultivo de 1.2 unidades para el pH de 4.5 y de 1.4 unidades
para el de 4.0; esta variacion de pH a través del tiempo de fermentacion afecto la
produccion de enzimas, proteina extracelular y biomasa alcanzada durante el
cultivo celular, produciendo una reduccion en los valores de qp Yy actividad
especifica; asi mismo se obtiene una disminucion del rendimiento celular, esta
disminucion en el valor de Yp)x puede deberse a una represion por acumulacion de
metabolitos acidos en el medio de cultivo, lo que indica que el Pleurotus ostreatus
es sensible al cambio de pH en el cultivo celular, lo que haria disminuir la

velocidad de sintesis de las enzimas lignoliticas (148).

Al comparar los intervalos de pH obtenidos durante el proceso fermentativo para
cada una de las condiciones iniciales empleadas, se observé que un pH de 5.0
presentd mayores valores de qp para lacasa, Mn-P y Li-P (Tabla 8). Asi mismo la
produccién de biomasa celular fue de 2.019 g/L que se ajusta al valor del disefo

del cultivo de 2 g/L.

La cinética de variacion del pH es especifica y depende marcadamente del tipo de
microorganismo (3). Para el caso del Pleurotus ostreatus la condicién del pH
inicial de 5.0 present6 el menor intervalo de pH, 0.7 unidades, con respecto a las
demas condiciones trabajadas, favoreciendo de esta forma la produccion de las

enzimas lacasa, Mn-P y Li-P.

3.3.2 Estudio de la composicion del medio de cultivo en la cepa

seleccionada. Esta experiencia tuvo por objeto estudiar el efecto de la
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composicion del medio de cultivo, en la produccién de ligninasas por P. ostreatus

sobre paja de trigo.

Los medios de cultivo fueron disefiados para obtener una concentracion celular de
2g/L, con base en la composicidon del sustrato celulésico (paja de trigo). Ademas
se defini6 como sustrato limitante la fuente de carbono y la de nitrogeno, es decir

paja de trigo y sulfato de amonio, este ultimo de grado analitico.

3.3.2.1 Estudio del efecto de la concentraciéon de carbono en la composicion
del medio de cultivo para la produccion de enzimas lignoliticas. Se estudi6 el
efecto del contenido de carbono bajo condiciones de limitacién y exceso de la
concentracion del sustrato lignocelulésico (paja de trigo). Se trabajaron
concentraciones de: 1.9g/L, 5.71 g/L y 17.13g/L. La cinética de crecimiento fue
llevada a cabo durante 140 horas. La composicidon del medio de cultivo empleado

en este estudio se presenta en el anexo G.

La figura 21 presenta las maximas actividades especificas de lacasa, Mn-P y Li-P
obtenidas durante el tiempo de fermentacién para las concentraciones de sustrato

celulésico empleado.

Figura 21. Valores maximos de actividad enzimatica de lacasa, Mn-P y Li-P

presentados en el proceso fermentativo con Pleurotus ostreatus.

Activided erzindtica (Ug)

Fuente: Autora del proyecto
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En la tabla 9 se registran los valores maximos de las actividades especificas y
productividad especifica (gp) para las tres enzimas obtenidas en este trabajo con
la cepa Pleurotus ostreatus. Ademas se indica el rendimiento del sustrato para la
produccién de biomasa (Yp/x) y el contenido en g/L de azucares reductores. En la
tabla se observan los valores de los parametros cinéticos para la actividad de
lacasa, Mn-P y Li-P son mayores al utilizar el medio de cultivo con una
concentracién de 5.71 g/L de sustrato. Al limitar o exceder la concentracién de
carbono, es decir, una concentracion del sustrato de 1.9 g/L y 17.3 g/L, se observd
un bajo rendimiento en la produccion de lacasa y no se detecto actividad para Mn-
P y Li-P. Igualmente se puede observar que a esta misma concentracion de

sustrato (5.71 g/L) se obtuvo el maximo valor de azucares reductores.

Tabla 9. Efecto de la variacion de la concentracion de la fuente de carbono sobre
los parametros cinéticos de produccidén de enzimas lignoliticas, azucares

reductores y rendimiento

Concentracion del Enzima g, (Ulg.dia)* Actiyidg_d | Yo, médximo Azlcares

sustrato (g/L) P enzimatica (U/g)* | P reductores (g/L)
Lacasa 0.068 0.068 0.340

1.9 Mn-P - - - 0.058
Li-P - - -
Lacasa 0.110 0.110 0.550

5.71 Mn-P 0.145 0.290 1.290 0.1870
Li-P 0.061 0.121 0.358
Lacasa 2.60x10™ 1.342x10™ 4.54x10°

17.3 Mn-P - - - 0.1004
Li-P - - -

Fuente: Autora del proyecto

*Valores maximos: calculados con relacion al tiempo en el cual se obtuvo la

maxima productividad especifica para cada actividad enzimatica.

Las actividades especificas para lacasa, Mn-P y Li-P y el rendimiento en enzima

con Pleurotus ostreatus (tabla 9 y figura 21) se vieron favorecidas principalmente a
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una concentraciéon normal de carbono 5.71 g/L, es decir, a la requerida en el
disefio del medio de cultivo para su crecimiento a nivel de matraces. Cabe
destacar la produccion de Li-P a esta concentracion, pues en las experiencias
preliminares con este sustrato no expresé actividad, probablemente se deba a la
especificidad de esta enzima con el pH ajustado al inicio de la fermentacion vy el
cual presentd no presentd una gran variacién (5.0 — 4.5) durante 140 horas de

llevada a cabo la cinética de crecimiento celular.

En general, los valores de actividad enzimatica con P. ostreatus obtenidos pueden
compararse con los resultados de otros investigadores que, empleando la técnica
de fermentacion solida, obtuvieron valores maximos a los 140 dias de

fermentacion (137).

Tabla 10. Cuadro comparativo de actividades de fermentacion sodlida y

fermentacion semi-sélida para Pleurotus ostreatus

Mn-P (U/g) |Li-P (U/g) |Lacasa (U/g)
P. ostreatus 3.72 - 0.68?
0.290° 0.061° 0.110°

a. Valores obtenidos por Camacho a los 140 dias

b. Valores obtenidos en este trabajo

Fuente: Autora del proyecto

En los medios de cultivo evaluados con limitacién de la fuente de carbono (1.9 g/L)
s6lo favorecieron la produccion de lacasa, probablemente en este caso seria
insuficiente la cantidad de sustrato para el medio de cultivo utilizado, o que una
mayor proporcion de carbono se dirige hacia el metabolismo de manutencién de
P. ostreatus . De igual forma al exceder la fuente de carbono (17.3 g/L) se

obtuvieron unicamente valores minimos de actividad para lacasa; esta disminucion
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en el valor de Ypx puede deberse a las limitaciones de transferencia de oxigeno en

el cultivo debido a la alta cantidad de sustrato insoluble presente en el medio.

3.3.2.2 Estudio del

composicion del medio de cultivo para la produccion de enzimas lignoliticas.

efecto de la concentracion de nitrogeno en la
Para el caso de la fuente de nitrégeno, se estudio el efecto de la concentracion de
sulfato de amonio (NH4).SO,4 sobre la produccion de enzimas lignoliticas. Los

medios de cultivo empleados se muestran en el anexo G.

La cinética de crecimiento fue llevada a cabo durante 140 horas, utilizando
concentraciones de 0.25 g/L, 0.74 g/L y 2.22 g/L de sulfato de amonio grado
analitico (figura 22). Los parametros cinéticos determinados en estas experiencias
se indican en la tabla 11, en ésta se aprecia que al limitar la fuente de nitrégeno
(0.25g/L) se obtienen los mayores valores de produccion de ligninasas, mientras
que en los cultivos que se utilizaron concentraciones mas altas (0.74 y 2.22g/L) se
obtuvieron valores de actividad mas bajos para lacasa, y no se expresé la

actividad enzimatica de manganeso peroxidasa y lignina peroxidasa.

Tabla 11. Efecto de la variacion de la concentracion de la fuente de nitrogeno
((NH4)2S0O4) sobre los parametros cinéticos de produccién de enzimas lignoliticas,
azucares reductores y rendimiento

Concentracion Enzima 9% Actiyidg_d . | Y. maximo Azlcares

(NH,4).S0, (g/L) (U/g.dia) enzimatica (U/g) P reductores (g/L)
Lacasa 0.490 0.9761 2.00

0.25 Mn-P 4.3x107 0.0860 8.71x102  |0.096
Li-P 5.6x10° 0.0119 2.4x102
Lacasa 0.075 0.150 2.15x102

0.74 Mn-P - - - 0.097
Li-P - - -
Lacasa 5.48x10° |5.48x10° 1.80x1072

2.22 Mn-P - - - 0.068
Li-P - - -

*Valores maximos: calculados con relacion al tiempo en el cual se obtuvo la
maxima productividad especifica para cada actividad enzimatica.
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Figura 22. Valores maximos de actividad enzimatica de lacasa, Mn-P y Li-P
presentados en el proceso fermentativo en el estudio del efecto de la variacion de

la concentracion de la fuente de nitrogeno.
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Fuente: Autora del proyecto

Es claro que la fuente de nitrdgeno es un factor determinante en la sintesis de las
enzimas lignoliticas, lo cual ha sido estudiado por varios investigadores (148,146)
quienes determinaron que las fuentes de nitrdgeno de tipo amonio, como sulfato o

nitrato, favorecen la produccién de enzimas por hongos filamentosos.

Como se observa en, la figura 22 y la tabla 11 los mayores valores de actividad de
lacasa, Mn-P y Li-P se presentan a una concentracion de sulfato de amonio de
0.25 g/L, al limitar el cultivo; esto probablemente se deba a que estas enzimas se
expresan en condicion de limitacion de nutrientes (carbono-nitrégeno), en este
caso nitrogeno, ya que una vez que se consume la fuente de amonio, el
microorganismo requiere de mas nutriente para su crecimiento, y por lo tanto

necesita degradar las fracciones de lignina presentes en el medio de cultivo, lo
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cual induce la produccibn de estas enzimas. Mientras que al utilizar
concentraciones mas elevadas de sulfato de amonio (0.74 y 2.22 g/L) se observa
una disminucion en las actividades de dichas enzimas, como posible causa de la
baja produccion a estas concentraciones se puede suponer que un exceso de
sulfato estimula el metabolismo del nitrdgeno el cual probablemente compite con
la produccion de las enzimas, ya que estas pueden requerir de los mismos
cofactores inhibiéndose por lo tanto la produccion de las enzimas. Corroborando
lo expuesto por Kirk y colaboradores (1978) (12), al suponer una competencia

metabdlica entre enzimas lignoliticas y el metabolismo microbiano.

Por lo tanto al comparar los resultados de los parametros cinéticos se observa que
el medio de cultivo con limitacion de la fuente de nitrégeno (sulfato de amonio) se
obtiene mejores valores de productividad especifica (gp) y rendimiento de enzima

(Yeix) para las enzimas lacasa, Mn-P y Li-P.

3.3.2.3. Estudio del efecto de Inductores y surfactantes en la produccion de
enzimas lignoliticas. La actividad enzimatica de lacasa en cultivos con especies
de Pleurotus puede incrementarse por la adicion al medio de cultivo de
compuestos aromaticos en concentraciones pequefnas (146). Investigadores como
Mufoz y colaboradores demostraron que la lacasa se induce por la adicion de
alcohol Veratrilico sobre paja de trigo y utilizando diferentes especies de

Pleurotus.

Las concentraciones de inductores utilizadas en este trabajo, sobre los medios de
cultivo evaluados, se basaron en las investigaciones realizadas por Souza y
colaboradores (150), quienes evaluaron el efecto de diversos compuestos
fendlicos y aromaticos, entre ellos el alcohol Veratrilico y Dimetoxifenol, sobre

diferentes especies de Pleurotus.
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Al comparar los resultados obtenidos de los parametros cinéticos (tabla 12), se
observa que al adicionar alcohol veratrilico al medio de cultivo en una
concentracién de 0.25 mM se favorece la induccién de la actividad presentando
también valores mas altos de actividad enzimatica que cuando se estudiaron los
efectos inductores de pH y la concentracion de carbono en el medio de cultivo.
Sin embargo Mn-P presentd un bajo valor de actividad y no se detect6 actividad

alguna para Li-P.

El medio de cultivo que contenia Dimetoxifenol a una concentraciéon de 0.25 mM,
también favorecio la expresion de lacasa pero se obtuvieron valores mas bajos de
actividad comparados con los obtenidos con alcohol veratrilico. Es importante
notar que a concentraciones mas altas de inductores sobre el medio (0.5 mM), no
se detecto actividad enzimatica alguno presentandose una inhibicion parcial o total

del crecimiento.

Tabla 12. Parametros cinéticos obtenidos en el estudio del efecto de inductores
sobre la produccion de enzimas lignoliticas por Pleurotus ostreatus

Actividad Y Azicares
Inductor Enzima qp (U/g.dia)* S o | Px reductores
enzimatica (U/g)* | maximo (g/L)
L .31 .641 N N
0.25 mM acasa 0.3186 0.6 . 0.168 0.196
Alcohol Mn-P 0.048 9.5x10 0.081
Veratrilico Lacasa |- - -
0.5 mM MnP - - -
L 7.86x107 157 341 14
0.25 mM acasa 86x10 0.15 0.3 0.146
) . Mn-P - - -
Dimetoxifenol L
0.5 mM acasa |- - -
Mn-P - - -
L 0.0381 7.62 x102 0.123 0.135
0.01%plv Mancisa X
Twen-80 Lac_asa - - -
0.1%plv
Mn-P - - -

*Valores maximos: calculados con relaciéon al tiempo en el cual se obtuvo la

maxima productividad especifica para cada actividad enzimatica.
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En el presente trabajo el Tween 80 fue utilizado como surfactante para evaluar su
efecto sobre la excrecidn de las enzimas lignoliticas, en concentraciones de 0.01%
- 0.1 % p/v, que fue adicionado al medio de cultivo al inicio de la fermentacion;
como se observa en la tabla 12 a una baja concentracion favorecié unicamente la
actividad para lacasa, mientras que a una concentracién mas alta de surfactante

sobre el medio de cultivo se produjo una inhibicion de las enzimas de interés.

Figura 23. Valores maximos de actividad enzimatica de lacasa y Li-P presentados

en el proceso fermentativo en el estudio del efecto de inductores

o
T
/

Actividad enzimatica (U/g)

oo™

Mn-P

@©
(2]
)
]
@©
-

Fuente: Autora del proyecto

En la figura anterior se presentan las maximas actividades enzimaticas obtenidas
durante el proceso fermentativo para lacasa y lignina peroxidasa. De acuerdo con
los resultados obtenidos se observa un efecto inductor mayor de la actividad de
lacasa y lignina peroxidasa, mientras que manganeso peroxidasa no expreso

actividad para ninguno de los medios utilizados.
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CONCLUSIONES

Se determind para los microorganismos P. ostreatus, P. eryngii y P. pulmonaris el
crecimiento y produccidon de enzimas lignoliticas utilizando como sustrato
desechos agroindustriales de cultivos tropicales (paja de trigo, tuza de mazorca y

salvado de trigo) encontrados en la regién de Santander.

Se encontré que la produccion de enzimas lignoliticas para los sustratos
empleados mediante la técnica de fermentacion en sustrato semisélido (FSsS), es
sensible a la concentracion de azucares reductores, condiciones de pH y
dependiente del tipo de inductor presente tanto en la composiciéon quimica del
sustrato sélido como en el medio de cultivo en general, favoreciendo o inhibiendo

la produccion de dichas enzimas.

La produccion de mayores niveles de enzimas lignoliticas depende del tipo de
sustrato celulésico empleado en el medio de cultivo como fuente uUnica de

carbono.

Se alcanzaron mayores valores de productividad especifica (gp), actividad
enzimatica (U/g) y rendimiento de enzimas (Ypi) a nivel de matraces en el cultivo
que contenia paja de trigo como fuente de carbono y el hongo Pleurotus ostreatus
(CBS 411,71).

Se determind el efecto del pH inicial sobre el crecimiento celular y la produccion de
enzimas lignoliticas para P. ostreatus, utilizando paja de trigo como sustrato;
obteniéndose los mejores niveles de expresiéon de las actividades enzimaticas de

lacasa, Mn-P y Li-P a un valor de pH de 5.0.



Se presentaron mejores valores de produccidn de enzimas lignoliticas para P.
ostreatus a una concentracion de 5.71 g/L de la fuente de carbono (paja de trigo).
Al aumentar o disminuir la concentracion del sustrato lignocelulésico (1.9 y 17.3

g/L) se observé una clara disminucion sobre la produccion de dichas enzimas.

Al evaluar el efecto inductor de la fuente de nitrégeno sobre la produccién de las
enzimas lacasa, Mn-P y Li-P para Pleurotus ostreatus, se observaron los mejores
niveles de expresion de estas enzimas al utilizar la concentracion mas baja de

sulfato de amonio (0.25 g/L) en el medio de cultivo.

La presencia simultanea de alcohol veratrilico y de paja de trigo en los medios de
cultivo favorecieron la expresion de lacasa por parte de Pleurotus ostreatus,
obteniéndose mayores valores de actividad enzimatica que al emplear

dimetoxifenol y Tween 80.

Al utilizar altas concentraciones de los inductores, alcohol veratrilico y
dimetoxifenol a 0.5 mM sobre el medio de cultivo, se presentd una inhibicidon

parcial o total del crecimiento celular de la cepa de Pleurotus ostreatus.
Finalmente, se demuestra que es posible la produccién de ligninasas por

fermentacion sumergida a nivel de matraces mediante el empleo de la cepa

Pleurotus ostreatus como microorganismo y paja de trigo como sustrato.
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RECOMENDACIONES

Para mejorar la produccién de ligninasas con el hongo filamentoso Pleurotus

ostreatus se recomienda realizar los siguientes estudios complementarios:

Biosintesis de enzimas lignoliticas empleando un mayor rango de sustratos

lignoceluldsicos a los empleados en este estudio.

Evaluar el efecto de las diferentes sales presentes en el medio de cultivo y la
realizacion de un disefio experimental que analice el efecto de dichas sales

entre si.

Determinar el efecto de otros inductores como colorantes de tipo azo,
compuestos aromaticos, PAH’s, PCBs y algunos metales como cobre y cadmio

en la produccion de enzimas lignoliticas.

Evaluar el efecto de diferentes valores de pH y temperatura sobre el
crecimiento y produccion de ligninasas mediante fermentacion semi-solida a
nivel de fermentador. Se pretende con estas experiencias optimizar el

crecimiento celular y la produccion de enzimas.
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ANEXOS



Anexo A. Caracterizacion de la composicion elemental, contenido de

celulosa y lignina de Salvado de trigo, Tuza de mazorca y paja de trigo

o %

SUSTRATO  %C %H %N %S %0 | INGNINA CELXLOS
Salvadode 43 54 5.20 4.54 0 47.00 6.8 17.93
trigo
Tuza de 42.90 4.66 1.83 0 50.61 10.55 28.34
mazorca
Paja de Trigo  32.10 263 0.64 17.62 48.07

--- valor no determinado

Equipo: Analizador elemental automatico EA/NA1110 Thermo Quest (colaboracién
del director del laboratorio de biotecnologia ambiental Rolando Chamy, Escuela de

Ingenieria Bioquimica-Universidad Catdlica de Valparaiso, Chile)
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Anexo B. Curva de calibracién para determinacion de la concentracién de

azucares reductores por el método del acido dinitrosalisilico (DNS)

0.60 -
£ e
C
o
3 040 |
©
2
3020 -
g 0 y=0.5798x - 0.0335
§ R% = 0.9959
0.00 ‘ ‘ ‘ ‘
0 0.3 0.6 0.9 1.2

Concentracion glucosa (g/L)
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Anexo C. Curva de calibracién para determinacion de la concentracién de

proteina extracelular por el método de Bradford (Proteina patréon Albumina)

0.50 -
0.40 -
0.30

0.20 -

Proteina (g/L)

0.10

0.00

Biomasa (g/L)
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Anexo Da. Curva de calibracién para determinacién de la concentracion de

proteina intracelular por el método de Stikland para Pleurotus pulmonaris

proteina (g/L)
© O =~ =2 N DD w w bk
o o O o1 O o O O O
| | | | | | | |

0.0 1.0 2.0 3.0 4.0
Biomasa (g/L)
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Anexo Db. Curva de calibracion para determinacién de la concentracion de

proteina intracelular por el método de Stikland para Pleurotus Eryngii

Proteina (g/L)

Biomasa (g/L)
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Anexo Dc. Curva de calibracién para determinacién de la concentracion de

proteina intracelular por el método de Stikland para Pleurotus Ostreatus

0.09 -

Proteina (g/L)

0 ‘ | ‘
0.00 1.00 2.00 3.00

Biomasa (g/L)
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Anexo E. Curva de calibracién para la determinacion de concentracion de

proteina por el método Stickland (modificado del método de Biuret)

y = 0,2045x + 0,0199
R?=0,9889
O I I 1

0 1 2 3
proteina (g/l)
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Anexo F. Composicion de los medios de cultivos sélidos con Agar-papa-

dextrosa y Agar-malta

Medio de cultivo con Agar-papa-dextrosa

Componente Concentracion (g/L)
Agar-papa-dextrosa 40
Extracto de malta 5
Fosfato monobasico de 5
potasio

Medio de cultivo con Agar malta
Agar-malta 40
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Anexo G. Composicion de la soluciéon nutriente y condiciones iniciales en el
proceso fermentativo para la produccién de enzimas lignoliticas utilizando

paja de trigo, tuza de mazorca y salvado de trigo como sustratos

Composicion de solucion nutriente

Compuesto Unidades (g/L)
Sustrato lignocelulésico *
Fuente de carbono (paja de trigo)
Fuente de Nitrégeno (NH4)>SO4 .
(NH4)2S04 0.7425
KH2PO4 0.15
FeSO,47H,0 0.023
MgSO,47H,0 0.068
MnSO, 6.18x10™
CaCl, 0.0825
CuS045H,0 5.66 x10™
Condiciones iniciales
pH inicial 5.5"
Humedad inicial 77%
Temperatura 28°C
Volumen de reaccién 50 mL

*Se emplearon concentraciones de 4.92 g/L, 5.71 g/L y 10.30 g/L de Salvado de
trigo, Paja de trigo y Tuza de mazorca respectivamente.

**Para la variacion de la fuente de carbono se utilizaron concentraciones de paja
de trigode 5.71 g/L, 1.9g/Ly 17.3 g/L.

***Como fuente de nitrégeno se empled (NH4).SO4 en concentraciones de 0.25
g/L, 0,74 g/Ly 2.22 g/L.

CEn el estudio del efecto del pH se utilizaron valores de pH inicial de 4.0, 4.5y 5.0
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Anexo H. Composicién de la solucién nutriente y condiciones iniciales en el
proceso fermentativo para la producciéon de enzimas lignoliticas empleados

en el estudio del efecto de inductores y surfactantes

Composicion de solucion nutriente

Compuesto Unidades (g/L)
Paja de trigo 5.71
Fuente de Nitrégeno (NH4)>,SO4 0.25
KH,PO,4 0.15
FeSO,7H,0 0.023
MgS0O47H,0 0.068
MnSO, 6.18x10™
CaCl, 0.0825
CuS0,45H,0 5.66 x10™

Surfactantes

Alcohol Veratrilico 0.025mM
Dimetoxifenol 0.025 mM
Twen-80 0.01%p/v
Condiciones iniciales
pH inicial 5.0
Humedad inicial 77%
Temperatura 28°C
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Anexo |. Ecuaciones para el calculo de los parametros cinéticos:
productividad especifica (qp), actividad enzimatica especifica (AE) y

rendimiento de formaciéon de biomasa en producto (Ypx)

Parametro cinético Ecuacion Unidades
AE v u/
Lxminx g(sust.seco) 9
~ U/g U/ a.di
p tiempo(dias ) g.dia
AP ,
Yeix X U/g célula

U: Unidad enzimatica (umoles/min)
P: Producto formado, referido a la actividad (U/L)
X: concentracion de biomasa (g/L)
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